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МЕЖНУКЛЕ0С0МАЛЫ1АЯ ФРАГМЕНТАЦИЯ ДНК В 
ЛЕЙКЕМИЧЕСКИХ ЛИМФОБЛАСТАХ ЧЕЛОВЕКА, 

ИНДУЦИРОВАННАЯ ИНТЕРФЕРОНОМ-р И ДС-РНК

Р. А ЗЛХЛРЯН ■ ■)֊ յ

Нт ги-у։ экспериментальной биологии Армении, Ереван

Сочетанное ь лейст»ие ннгсрфероно.м-р и ноли (М И) приводит к ги 
бели лейком։Ахских лимфобластов человека, повышая в последних ком 
центрами» цитозольного свободного Са2+ за счет входа внеклеточно­
го Са'-Հ иг.ч.гнруя фосфолипазу А2 и Са-зависимую эндонуклеазу, 
фрэгментлрукяцую ДНК хроматина но ^жиуклеосо.мильным участкам 

д па фоне истощения клеток АТР и НАД-* Активация эндонуклеазы 
наступает и результате трлнелокацкк цитозольного Са2+ в ядра лкы 
фоблаг.тов с участием кальмодулина.

Ինսէհրֆերոն ք]-ի ե պո/ի (ц։Ц)-/> համակցված փոխազդեցությունը ւսոսոլ է 
ըհրում լեյկեմիկ {իմֆորլս/ստների կործանում, մեծացնելով վերջինիս մեջ 
ըիտսզուսւյիՆ ազատ СЗ$Ь կոնցենտրացիան ի հաշիվ ոչ րջջայ/Л Сй2*-Д մուտ­
քի, ակտիվացնում է ֆոսֆոլիպեզա խ^-ին և Շ&-ւի ոխ կ ա պա կցվա ծ կնզոնուկլեա- 

որոԼր մասնատում են ք.ր ոմ ա տինա լին ԴՆՒ ֊ ին մ իջնոլկլե ։՚ս ոմ ա լին հատ­
վածների' ԱեՅէ-ի ձ ՆԱԴ^-ի բջիջների քայքայման ֆոնի վրա։

Էնզոնուկ/եա զի ակտիվացումը սկսվում Լ այն ժամանակ, էրը կալմ ոզոպինի 
մա սնա եցա թ յամ ր /իմֆորլւսստների կորիզում էոեզի Լ ունենում ցիտոզոլային 
Са2+-Д տրանսյոկացիալ ;

Combined effect of interferon -3 and poly (J. C) causes the destru­
ction of leucem c lymphoblasts, increasing trie concentration of cytosole 
free Сз5+ resulting from rhe uptake of extracellular Ca’-' + , activating 
phospholipase A3 and Ca- -dependent endonuclease ’hat fragmentates 
DNA of chromatin to internucleosomal sections on the background of ATE 
and NAI) exhaustion. Activation of endonuclease results from the tran­
slocation of cytosole Ca5+ into the lymphoblasts nuclei In the presence 
of calmodulin

Ынтеиферг'Н’-гчщч пиралъхая PH К—Лейкемичеекче .лимфобласты—фрагмента •
ция ДНК

Феномен одновременной дезинтеграции лимфоцитов, нызванкой 
адренокортикальной стимуляцией и выбросом в кровь глюкокортико­
идных гормонов, и стимуляции новообразования зрелых форм лейко­
цитов широко представлен в лимфоидной ткани.

Впервые нами [1, 2], а затем и другими авторами [16. 17] было 
показано, что летальное воздействие глюкокортикоидов на чувстви­
тельные к ним клетки лимфоидной ткани in vitro и in vivo опосредо­
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вано активацией Ca/Mg-за-внснмой эндонуклеазы, осуществляющей 
накапливаемую [7] межнуклеосомальную фрагментацию ДНК. Олк 
сапное явление получило название «запрограммированной гибели» 
клетки [17]. Впоследствии было показано, что цитотоксические 1 
лимфоциты, киллериые клетки, диоксин убивают незрелые тимоциты, 
также активируя в последних процесс межнуклеосомалыюй фр.-лмен 
тацни ДНК ядер [10, 18].

В данном сообщении впервые показано, что сочетанное воздей 
стене ннтерфсроном-р н поли (И:Ц) приводит к гибели лейкемиче­
ских лимфобластов человека, повышая в последних концентрацию 
цитозольного свободного Са24 за счет входа внеклеточного Са՝1. ак 
тивируя фосфолипазу А2 и Са-зазисимую эндонуклеазу, фрагменти­
рующую ДНК хроматина по мсжнуклеосомальным участкам на фоне 
истощения клеток АТР и НАД4՜. Активация эндонуклеазы наступает 
и результате транслокации цитозольного Са2 в ядра лимф бластов 
с участием кальмодулина

Материал и методика. Лейкемические лимфобласты были изолированы из гс- 
парпнюпрокаиноП периферической крои-.; больных в острой стадии лимфобласти­
ческой лейкемии п |радненте Ficol-Hypaquc [3'. 50Х ։0ff клеток лимфобластов- 
культивировали .ч ыг.ательной среде ДМЕМ. содержащей 10% сыворотки теленка, 
2 мМ.'л глютамила, ?0С сд/мл пенициллина. I00 мкг/мл стрептомицина, н условиях 
воздействия интерферола-р человека и двуелкральной РНК. поли (И;Ц). Кл։ткн 
ли.мфобластог культивировали в течение 16 ч (37С'С) в присутствии 150 ед/мл ин­
терферона, после 3-кратной промывки средой ДМЕМ к ним добавляли 1 мл рас­
твора поли 111:11) 10 г ля 46 мкг/мл. через I ч инкубации лимфобласты промывали, 
инкубировали в ДМРМ 14 ч и лизировали [8]

Клетки проныв,-м;։ и PBS (0°), осаждали центрифугированием 300;; g при 4* 
суспендировали в 1,5 мл буфере с 0.2 М/л трис (pH 8.0); 0.1 М/л ЭДТА; к суспен­
зии добавляли равный объем 0.2 М/л трис (pH 8,0); 0,1 М/л ЭДТА, 2%-ный до- 
децнлеульфат натрия протеиназу-К. 50 мкг мл. Клетки инкубировали в течение 8 ч 
при 37°. ДНК выделяли экстракцией фенолом. затем фскол/хлороформом и хлоро­
формом до получения ясной ннтерфазы.

Водную фазу диализовали при 4° против 50 мМ/трнс-НС. (pH 8.01. 10 
мМ ЭДТА, 10 мМ NaCI и инкубировали 2 ч при 37° в присутствии 100 мкг, л 
РНКазы.

Элекрофоре» сбргзцов ДНК по 10 мкс проводили и 1,8%-ном геле ,пзро.։ы
ДНК в селе проявляли этидпу.м бромидом в течение 10 мнн « 90 мМ/л три. 

(pH 8,25), 90 мМ/л борной кислоты, 2.5 м?«1/л ЭДТА; отмывали гель ։։ том ясс бу­
фере без эткдвум-бромида в течение 30 минут. Содержание Са2* в цитоплазме 
лимфобластов определяли с помощью Quin-2 М [12]

Лимфобласты (50X106 кл), проинкубированные в течение 16 ч с интерфероном ф в 
среде PPMI 1640. инкубировали затем с 5 мкМ Quin-2 М 15 мин в далее инкубиро­
вали н течение 14 г поли (И:Ц). Образцы клеток отбирали но 1 мл. промывали 
(30 rex. loOOXg), суспендировали и 2 мл буфера Кребса-ХснселОйта (37?) и изме­
рял» содержание Са*+ [ 12].

Добавление ’0 мМ ЭГТА к промытым клеткам не меняло степени интенсивно­
сти флюоресценции, что свидетельствовало об удалении всей внеклеточной краски.

Концентрацию ПАД+ и АТР и клеточном экстракте определяли по описанной 
методике [3, 14]

В качестве инггбитора кальмодулина и стимулятора активности иротсинкнна- 
зы-С (ПКС) сортпетгтпенно были использованы каль.модазолиум (Р 2457i. Roeli-Hgvr 
Mannheim) и фррбол-12, 13-днбутират ( Sigma.»).
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К<мичусгмыа» ецскни степени фрагментации ДНК. Лимфобласты (50Х 10'՜՛ кл/мл 
и ЯРМ! 1640). г ччгчьубирЬзанйые з гс сине !б ч с ՝нгерфсроном-р (150 • ։/мл). 
были н^убнроппчы с г.олн (Й:Ц) (13 пли 45 мкг/мл): 1атём с целью .ипг.са клеток 
2мл обралпл ։ ••.ешниллп е 3 мл 20 м.Ц ЭДТА. С 5 тритон Х-1С0. 5.м‘4 трис-НС! 
(pH 6.0) при (՝■'•■ н 11!«куб.<:р<>валн 5 течение 15 мни при 0°. Лизат центрифугировали 
при 0° 27,000X1’. в полученном нздосалке н осадке, суспендированном в 10 мМ 
грпс-НС! ' чМ ЗДГА (pH 8.0). определили ДНК по методу, описанному в рзбогс 
[6]. Об активности фосфолипазы Аг, судили по высвобождению Ь'-'-С-арахндОЙовой 
кислоты из пр<д։армс.тыю меченных арахидоновой кислотой лимфобластов.

Результаты и обсуждение. На рис. I показана мсжнуклеосомалъ- 
лая фрагментация ДНК хроматина лейкемических лимфобластоз че­
ловека, индуцированная интерфероном-)) и поли (И:Ц). Сочетанное

Рис. 1 М-.-юп;.клеиерма.-ьизи фрагментация ДНК хроматина лейкемн 
чссквх Я)1.мфоб.:зсм:1 юлонска. Электрофорез .ДНК, изолированной н.« 
фрагментов дпемзгназ: Слева накрав։.՛ 1. 2. 5. 6- фрагменты хрома­
тина, 1»>о.1п»оганные из лейкемических лимфобластов, обработанных 
интерфероном-р и поли (ИЦ։; 3. 4—контроль, хроматин, обработанн- 

ны(1 микрококковой вухлеазей.

воздействие интерферона и поли (11:11.) вызывало фрагментаии.о 
ДНК. хроматина лимфобластов во всех изученных образцах крови, 
полученных от 4 доноров, больных лейкемией. Интерферон или толь­
ко прлп (11:11,), «каждый в отдельности, в используемых концентраци­
ям не вызывали фрагментации ДНК. Морфологический анализ пока­
зал, что индуцированная фрагментация хроматина положительно 
коррелирует с ՛; велнчением в обработанных образцах числа клеток с 
конденсированным .хроматином я числа нежизнеспособных клеток (по 
окрашиванию нейтральным красным). При этом степень фрагмента­
ции ДНК в хроматине находилась в прямой зависимости от количе­
ства поступающего внеклеточного Са2+ в лимфобласты ՛ рис. 2. 
габл. 1)

Одним аз возможных последе!вий увеличения количества посту­
пающего в . «ьмфобласты Са? может быть активация Са2՜ зависимо­
го фермента Фосфолипазы Аз. роль которой состоит в образовании 
1-ацилфосфоглицеридов и свободных ненасыщенных жирных кислот, 
некоторые из которых, в частности арахидоновая, гамма лннолспо 
вая, экосапэитееновая кислота, вызывают повреждения ДНК избира-
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тсльно в опухолевых клетках и лизируют их. Согласно полученным 
данным, цис-ненасыщенные жирные кислоты в опухолевых клетках 
индуцируют образование свободных радикалов, перекисей, которые н 
-свою очередь подавляют активность Са-АТ Разы [15] и вызывают су­
щественное повышение уровня цитозольного Са-'^ [13], что, вероятно, 
может активировать Са-завнсимую эндонуклеазу и вызвать фрагмен 

тацню ДПК. Как бы то ни было, тайные, полученные нами (табл 2). 
показывают, что под влиянием ннтерферона-р и поли (И:Ц) в лимфо

Рис. 2. < трпень фрагментации хроматина, выраженная в % ДНК. об- 
напухшваемоГ- и нздосадке (27.000Хб). относительно неси ДНК. по 
оси ордината—время культивирования лимфобластов н присутствии
поли (И:Ц) после предварительного воздействия интерфероном-Д в те­

чение 16 часов.

7'нбличл. !. Содерл:снче Са-+ и степень фрагментации ДИК хроматина лимфа^ла- 
стоп, оСроботшмых интерфероном-^ и пом (И-.Ц)

Обработка к четок Са2 ' в цито­
плазме, нМ

ДНК в нлг.оса- 
дочнпй фракции, 

%

Необработанные лнм |>областы 80 5
Ивф 150 ед/мл, пели (И; Ц) 10 мкг мл 240 15
Инф 150 ед/мл, поли (И։ 11) 45 мкг мл 450 28
Инф 150 ел/мл, пол i (И« Ц) 10 мкг/мл ЭГТА 8 мМ 70 2

Таблица 2. Нч.аобс-дхение 
лимфобластов под нлийнисм

^С-арахидбноаой кислоты ио предварительно меченных 
интерферона-^ и поли (И:Ц)

Время инкубации лимфобластом с поли (И; Uh 
мин после воздействия иптерфероном-8 

в течение 16 часов
:<С-арахидоновая кисло­

та, ими/мим

О
30
60

120

125±5 
540+25 
660+31 
е ю+42

бластах происходит активация фосфолипазы Аг и высвобождение не­
насыщенных жирных кислот, в частности ,4С-арахидоновоп кислоты, 
что в свою ачсрсть также может поддерживать биохимические сдвиги, 
способствующие вхождению в клетки внеклеточного Са2+. активации 
Са-зависимой эндонуклеазы и фрагментации ДНК.

Изучение уровня НАД+ и АТР в лимфобластах после воздействия 
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кальмйдазолиума, н инкубировали 10 мин к присутствии ОД .мкКкъмл 
-3Са2‘, 1 мМ ЛТР. 1 мМ НАД и 300 нМ Са«+ [9].

В аналогичном эксперименте кальмндазолиум был заменен фор- 
бол-12,13-днбутиратом (100 нМ). Как видно из табл. 4, как кальми- 
дазолиу.м гак и форбол-12,1 З-д пбутират нс подавляют накопление 
■свободной- С.а? г. цитозоле лимфобластов, вместе с тем они тормозят 
включение (*а?| в очищенные ядра лимфобласте:։ и степень фрагмен­
тация ДНК-

Полученные данные свидетельствуют, что транслокация Са2՜ ։и 
цитоплазмы к ядра лимфобластов, индуцированная и нтерферрном-ф и 
золи (И:Ц), опосредована кальмодулином, Са-4՜-связываю та я актив­
ность которой может быть подавлена ингибитором кальмодулина или 
активацией в клетке протейнкиназы-С
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РЕГУЛЯЦИЯ Са2+-дсРНК ПРОЦЕССОВ ПРОЛИФЕРАЦИИ И 
ТЕРМИНАЛЬНОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ ФИБРОБЛАСТОВ

ЧЕЛОВЕКА, КЛЕТОК НсЬа

Р. А. ЗАХЛРЯН

'• Ся^ 1.'»г.1пгексп л-РНК, Поли с!А. .юли <1Т. пнзкомолекуллрной РНК 
дрожжей ироягсляют достаточно выраженный митогенный эффект на 
фдброблжты человека на ранних стадиях размножении фибробластов в 
культуре; на более поздних стадиях культивирования клеток Сэ՞՛՛- 
деРНК стимулирует процесс терминальной дифферениироакн. индуци­
руя сшпе.՛ группы протенноп. характерных для поет митотической попу- 
лйцие фибробластов человека, претерпевающих процесс терминальной 
днффс-мг.шировь։»
Са-^сРНК оказывает стимулирующее влияние ив транскрипцию геиое 
«Հօտ и с Лип и Фибробластах и ՒԽԼյէ-Տ-Յ.

Երվջղթսւ ՌՆԱ՚-ի Са-’-կոմ պջերսներր, պոչի dT. "/"’Л 4A, որոմների 
ցսւծրմ պեկոպային ՌՆԱ~-ն i]niguiptipnut են բավական չ՚"վ արտահայտված մի֊ 
տողեն ա tj ղ ե g rt t.p ջուն 'մարղո։ ֆիրրէրբլաստների Հ//,ա ե փիրրոր չաստա ջին կոպ֊ 
տ օւր աներ ու մ՝ վերջինիս բազմացման վաղ ՚ փուչերում г Ավելի ուշ փուչերում 

երկշղ. ՌՆՐ՚֊ի բջիջների կուլտիվացիան աոաչ է բերում վերջնական 
տարբերակում' էրինիեե րլեչով պրոսւեինսւջին ի/մրեր, որոնք հատուկ են մարղու 
իիրրոբչաստների հետմիէոոտիկ պո պրւպջացի ա ջին. րչրանր էլ մանում են վերջնա. 

< կան տարբերակիչ պրոցեսների մեջ։

Ca complexes ol dsRNA, poll dA, poll df of low molecular RNA of ye­
ast make enough expressed mitogenic effect on human fibroblasts In 
early stages of fibroblasts proliferation in culture; in late; stages of cell 
cultivation Ca-dsRNA stimulated the process oi terminal differentiation In­
ducing the synthesis of a group of proteins characteristic for postmitotic 
population of human fibroblasts undergoing the terminal differentiation 
process.

Ca-dsRNA caused a stimulating effect of c-fos and c-jun gene trans­
cription In fibroblasts ar.d Heli—5 — 3.

Фибробласты, человеки—клетки IieLa—Ca*+-OcPHK.

Антипролиферат явный эффект двуспиральной РНК. поли (И-Ц)» 
обнаруженный на целом ряде клеточных линий, обусловлен прежде 
всего активацией системы 2'-5'-олиго-А-РНКазы-1. и деРНК зависимой 
протеннкиназы. Он проявляется в достаточно выраженной форме и в 
условиях отсутствия интерферона на клетках карциномы легкого, 
Hcl.a, фибросаркомы. Вместе с тем, как недавно было показано, по­
ли (И-Ц) способен индуцировать митогенный эффект в фиброблас­
тах BAI В-ЗТЗ в противоположность антипрол иферативному воздей­
ствию интерферона, аналогично фактору роста из тромбоцитов [24]. Бо- 
леетого, пролиферативный, митогенный эффект полн(И-Ц) на клетках 
фибробластов усиливается в присутствии антител к интерферону-В 
[19]. Последнее обстоятельство свидетельствует в пользу того пред­
положения, что в клетках одних тканей отсутствие интерферона не 
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:препятс;вует проявлению антипролиферативного эффекта дсРНК, в 
других- выключение воздействия интерферона способствует потопли- 
рованию пролиферативного эффекта. Ранее нами [1—5], а затем и 
другими авторами! [II, 12, 20, 22] было показано, что рецепция нук­
леиновых кислот, в том числе и двуспиральных РНК. на плазматиче­
ское мембране клеток млекопитающих носи; высркоспецнфнческий 
характер и обусловлен взаимодействием различных типов полинуклео­
тидов с различными рецепторами, молекулами-протеинами на поверх­
ностной мембране клетки.

Одновременно нами было показано [6], что интерферон индуци­
рующая • ктизность деРНК в комплексе с Са2, возрастает в 4-5 ра 
за, дсРМК и комплексе с Са2’ отличается от натриевой соли дс?НК 
более высокой антивирусной активностью, что позднее было подтвер­
ждено |7].

В настоян.’». м сообщении представлены результаты изучения влия­
ния Са՞՛ комплексов различных типов полинуклеотидов-деРНК, 
РНК из дро.клл .։, поли с1Л. поли (1Т—на процессы пролиферации и 
дифферснипрсвки фибробластов кожи человека, влияние Ся-дсРНК 
на транскрипцию иротоонкогенов с-]ип, с-тус в фибробластах
и клетках Hel.a-.S-3.

,\1ат; риал /; .՝՛.. ч.оика Фибробласты человека получены из биопсийного олера- 
пнанноги м,1т*'|։и;!.'и которую обрабатывали описанным методом [15] Кожу 
разрезали на фрагменты I мм3, переносили в чашки Петри, залипали средой Игла 
в модификации Дульбско. содержащей 20% сыворотки теленка. 500 ед/мл пени­
циллина. 700 ед,'мл стрептомицина и инкубировали при 37° в атмосфере 95%-ного 
воздуха и 5% по'о <՝О2, Питательную среду меняли еженедельно. Через 3 нсд» ш 
первичную культуру фибробластов обрабатывали 0,05%-ным трипсином и 0.1 чым 
ЭДГ\ [8| и гЬ.’у•Ы11'-1"гопл.1П при еженедельном перенос։ и посеве ՛ плотность”» 
106к ։н.-| чаш» Пе։|и В ..кепериментах использовали мнготк госки активны.՛ (до 
15исдс'. ь . ,.| ш:.;..».. ф бр.бл.т ■՛ пз.-тчитпт. с.:.::։ ф :брзбляс։ы. изчодя- 
щнеея пу.лсинях гтлп'.ы.члрио■■■ ряста в культур- -. тсхннс 6 1.сде-:«‘- При ։иу”еп>!И 
влияния । о.։:шу.<..՛." ։ ндон процессы пр.: зиферзк.::: фибробласты культнягроьпли 
и среде ДМЕМ 7% сызоротк: теленка.

Клет(,1 1К4.а-8- ьырещивалн а Среде Игла, содержащей 50 сд/м. п.’щщ|щлч- 
на, Б0 мкг мл стрептомицина. 1% глутамина (200 мМ) и 15% сыворотки теленка. 
Исполцзоз.тл I кл։ т|.1՛ Нека г> логарифмической фазе роста, синхронизированные н 
поздней С»1 I! рач’-ей ■ фазе. Синтез ДНК в культуре Нека и фибробтастон «яре 
делили по включению рН]-тимидинз в ТХУ-осаждаемый материал клетки, 5ХЮ5 
клеток шч-.убироь;....! с pH]-тимидином (I мкКю/мл) в течение 5 чзеоэ Затем 
клетки промывали Фш (ратным буфером и лизировали в течение I часа. 40 буфе­
ром содержащим >% БОБ, I мМ ЭЛТ А. 50 мМ трнс-НС1 (pH 7.5), 80 мкг/пл про­
теиназы; к .шлагу добавляли 100 мкг ДНК и смесь осаждали равным объемом 
.20%-ион 1ХУ при 4 Огздок, после очажделия. промывали 10%-ной ТХУ :։рь 4Э и 
просчитыгз.м н <циип;лляииоиноы радиосчстчикс 81.30 (Франция)

Для изучения влияния Са-дсРНК из экспрессию генов г-кз, с-фи и с-шуг 
в клеткьх Пека пе . едино культивировали .՛,<> полного моиоелг.я, затем их инкубн 
р.щадя с пч и|.!? । лисп |дам'1 и добавляли 2-а.мимопурнн в колцеитргцин 10 мМ.

Для апзли.ш м-РНК к концу периода инкубации клеток с Са2+-дсРНК. Са-РНК 
иэ дрожжей ։.՝пороб.к.։т з промывзлп пзогоии'жким раствором Х’а<‘.1 и тогальчу՛՛՛ 
РНК выделяли гуанидин -нзотиоцииат С$С1 методом; м-РНК анализировали по Нор- 
терну [9]: в качестве зонда ;ля м-РНК с-Гоя использовали плазмиду рс-1ря-3 [13]՛; 
для илеитКфикбиин м-РНК с-։пус использовали экзон-1 гена «--тус (^Ате.-Ощт*), 
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и-РНК с-рн: клснтифнцнроьз.г.! [18]; дли идентификации м-РНК рсцепт.-ра льч 
дермального фактора роста использовали З’-СЬа! фрагмент к-ДНК гена РЭФР 
[21]. Пробы-зонды были мечены р2Р]-СТР (300 Кю/ммолц; ^АшсггИап!»} методом 

ННК-1 рлнсляинл.
Июиоченне ] -метионина в протеины. Фибробласты кулынвпровалч . |355] 

чегноннном (200. 4С0 Кю/ммоль) 1В ч и после лизиса гомогенат (около Ю5 ։։м։։/мин) 
анализировали и двумерном электрофорезе и полиакриламидном геле [16]

Фибробласт и человека обрабатывали 1П мкг/мл деРНК и течение 13 чагоз.
В Э(Й1терлмейтах нспЬльзовали Са-дсРНК с мол. массой 1.5ХЮ5 Дальтон из 

5ас1шотусе$ ссгсу^ге; тотальную низкомолекулярную Сз-РНК из дрожжей (*СаЬ 
Ыос1)ст>); Са?+?волвдезокси.։дс»шн (поли-йА), Са-по.|1идезе:.сиги.ми,",ин ( юлн-йТ) флр- 
мы *МПсз>. :Са=-*--сояь полинуклеотидов получали рдетверейнём палннуклэптидои и 
среде, содержащей 5(1 мМ СзС12.

Результаты а обсуждение. 1\ак видно из табл. 1. 10 мкг/мл Са- 
дсРНК через 4 ч после воздействия стимулировала включение мстил- 
[3Н]-тимидин а в ДПК митотически активных фибробластов человека 
(5 недель субкульт.чвироваимя) на 30%. /Аналогичным эффектом об­
ладала Са-РНК из дрожжей. Вместе с тем, по ։н-<1Т и поли-с!А ию 
5мкг/мл) обладали более выраженным эффектом стимуляции вклю­
чения тимидина в ДПК. соответственно на 100 и 50%.

влияние полинуклеотидов на включение pH] -тимидина 
с ДНК фибробластов человека и кжток Иска

Фибробласты
5 недель суйкуль- 15 педель суб- г. 

Полинуклеотиды тизпропакия ку..ын анроцания

рп]-тнииднн ими, мнн/10иклг7о:<

Контроль 48Х103 44ХЮ3 32x10»
Са’+-дсРНК 65X10’ 38x10։ 21x13»
Са- + -РПК 62x10» 52X10» —
Са3+-псл:։ йТ 97X103 75хЮ’ 72x10»
Са-Ч-пэли йА 70хЮ3 69 X103 02X10»
Са-лсРНК ; -2-:м !1Ю- / А

пурин \llMAl) — — 13X10’

Одновременно Са-дсРНК и РНК активировали в митотически.՛: ак­
тивных фибробластах процесс транскрипции прртооикогспов с-1оят 
с-тус, с-]1пг, активация этих генов наступала уже через 2 ч после воз­
действия поли нуклеотидов (рис. 1). Координированная экспрессия 
генов с-юь. счлус, с-]ип наблюдалась во многих клетках уже «:.։ ран­
них егздиях митотической стимуляции [17]. хотя и в некоторых клет­
ках положи голыш я коррелятивная связь между активацией указан­
ных иротоонкогенов и процессами пролиферативного роста по обна­
ружена [10, 14].

Полученный нами результат свидетельствует о том, что митоген­
ный эффект использованных полинуклеотидов па фибробластах че­
ловека сопровождается определенной активацией этих генов.

Несколько иным было влияние Са-дсРНК на рост митотически 
активных фибробластов человека в относительно поздний период раз- 
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множсния клеток (15 недель субкультпвнровання) В этом случае Га- 
дсРН’К не стимулировал включение тимидина в ДНК. наблюдалось 
некоторое подавление синтез:.՛ ДНК. выключение транскрипции гена 
с-шус. существенно нс менялся пониженный уровень гранскрипцмп 
генов с-105, С’]ии. Поли <1Т, пали-(1А, РНК дрожжей стимулирова­
ли включение тимидина в ДНК соответственно на 75, 30 и 20%

Рис I. Идс։пе։[»нкация транскриптов гена с-Тоь. с-шус, с-ри н митотн- 
чеснп активных (5 недель субкультнввровакня) фибробластах кожи 
человека через 2 ч после воздействия Са-дсРНК. I—с-1о§, а—контроль, 
б—Са-дсРНК; II—е-тус. а - контроль. б—Са-дсРНК; III с-|ип, а—кон­

троль. б—Са-дсРНК

Изучение профиля синтезируемых белков (рис. 2) показало, что 
в мнтотически активных фибробластах человека (15 недель субкуль­
тивирования) сохраняется в основном тот же профиль синтезируемых

Рис. 2. Илентифвкш.'.ия тралскрнитоп гена с (оа, с-|ип. с-шус в фибробласта* 
1—с-1оз. а—контроль. б—Са-дсРНК; II—с-}ип, а—контроль, б—Са-дсРНК

белков, что и в митотически активных фибробластах, субкультнвиро- 
<ванных в течение 7 недель [8]; вместе с тем под влиянием Са-дсРНК 
наблюдалась индукция синтеза группы протеинов с мол. массами 
45—35 кД. характерных для постмитотической популяции фибро­
бластов человека, претерпевающих процесс терминальной дифферен­
цировки (3 недели культивирования в условиях стационарного роста).

Согласно полученным данным, использованные полинуклеотиды
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Рнс. 3. Идонтификзсня в двумерном 15% ПААГ электрофорезе- р>$] меченых 
протейной м»1тотн'хчкк активных фибробластов (15 недель субкультивирования) 
до и после воздействия Са.дсРНК (авторадиография). 1—контроль. II—после 
воздействия Са-деРНК, 111—[з5$]-меченые протеины лостмнмотнческой попу­
ляции фибробластов (3 недели культивирования в условиях стационарного ро. 

ста) ИЭФ е градиенте pH 3—10, 7500 У/г. слева направо. 



оказывают различное влияние на процессы пролиферации фиброблас­
тов человека. Поли 6А, поли с!Т, РНК дрожжей стимулируют про­
цесс пролиферации фибробластов независимо от периода культиви 
ропалия клеток. Са-дсРНК повышает синтез ДПК в фибробластах 
на ранних стадиях размножения. иа более поздних же стадиях куль­
тивирования клеток он стимулирует синтез протеиисв, характерных 
для стадий .ермивальиой дифференцировки фибробластов кожи че­
ловека.

Синтетические и природные полинуклеотиды различной структу­
ры неодинаково влияют на пролиферацию трансформированных эпи­
телиальных клеток Нек«։-8-3 (табл. 1). ДеРНК в концентрации 
10 мкг/мл к 4ч воздействия ингибировал на 25% включение рП1-ти­
мидина в ДНК Пека, Са-дсРНК подавлял синтез ДПК на 40%. По­
ли ИА. полис!! стимулировали включение тимидина в ДНК клеток 
Иска.

ДеРНК не влияла на активность изучаемых протоонкогеноь в 
течение 30 мин и 3 ч воздействия. Са-дсРНК только через 4 ч вызы­
вала активацию транскрипции генов с-(оз, с-]'ип, не индуцируя актив­
ность гена с-гпус (рис. 4).

Испод։ юланпе 2-амйнсдурииа, специфического ингибитора про­
цесса |р.։։нскрипцнп генов с-Гоз, с-]ип [23], совместно с Са-дсРНК су­
щественно, на 60%, ингибировало включение тимидина в ДПК. По­
лученная корреляция свидетельствуют о возможной роли продуктов 
экспрессии генов с-Гоз, с-уип как отрицательных регуляторов, сдер­
живающих по типу обратной связи антипрол йферативный эффект 
дсРПК на клетки Не1а. Полученные результаты свидетельству  ют о 
том, что Са-формы полинуклеотидов, РНК дрожжей оказывают до­
статочно выраженное митогенное влияние иа фибробласты человека, 
Са-дсРНК повышает в определенной степени синтез ДНК в фибро­

ине. 4а.
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бластах на ранних стадиях размножения в культуре; на более позд­
них стадиях культивирования клеток Са-деРНК стимулирует процесс 
терминальной дифференцировки: комбинированное применение Си- 
деРНК с Са-поли. <1А. Са-полн Л может быть использовано в кли­
нической медицине в целях стимуляции процессов пролиферации и 
терминальной дифференцировки фибробластов и эпителиальных кле­
ток и заживления ран различной этиологии, особенно н случаях тор­
можения и вялого протекания терминальной дифференцировки фиб­
робластов и клеток эпителия

Тнс. 4. б. Идентнфпкацнг тр. нсьрнитой гена с-1о* (а), сдип (6} в метках НЫ..Л 
под воздействием Са^-ЬдсРНК Справа налево: 1—контроль. м-РНК ныдслс- 

на га клеток .Не! о. культивировавшая до полного монослоя; 2. 3—положитель­
ный контроль нидукцяя о НеЬа синтеза м-РНК гена с-1оь (а) в с-]ип (6). под 
вотдейстииси гормонт эпндермвдьяого факторе роста (ЭФР/ через 30 мин и 4 ч;
4, 5- гии.'н.’п.-т- к. сРНК через 30 млн я 4 ч; 6. 7—возДсй^твн։ Са^4 1-РНК 

через 30 мни 4ч; с-РНК с-՝Го$ (а) I? м-РНК с-рп ։б! (2.2 т. и. о).
/ .

Автор блаюдсрит проф. Шнмизу Н. и Гамп Ш. (Япония) за по­
мощь в получении некоторых экспериментальных данных и в обсуж­
дении результатов.
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МИКРОЗЛЕКТРОФИЗИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
РЕАКЦИЙ НЕЙРОНОВ ОБЛАСТИ БУЛЬБАРНОГО

ДЫХАТЕЛЬНОГО ЦЕНТРА НА РАЗДРАЖЕНИЕ ПЕРЕДНЕГО 
ВЕНТРАЛЬНОГО ЯДРА ТАЛАМУСА

Н К. МАНУКЯН. Л. Б. НЕРСЕСЯН. О Г. БАКЛАВАДЖ'ЯН

Институт физиологии нм Л. А. Орбёли АН Армении, Ереван

Уг.таноьпч1Ы подавляющие и возбуждающие эффекты с ныражсямым 
нрсйбла.щнием подавляющих влиалк;՜։ на икнул дау к> активности кн- 
свнрзторных. экспираторных и ие:։!сц;;фпчссклх (без дыхательной зк- 
тнвиости) искроши։. Выявлены более низкие перо: и ьызова реакций 
йИсимраторнЫх нейронов по сравнению с ^кеннра.орнымн

նարկոզի ենթարկված կենդանիների մսսւ րնական չնչօւոուքհան պա լմաննե­
րում միկրւՎէեկտրողսւչի՚ն մեթոդով ոսւումնսւսիրվեչ Լ ի) ւս լամ ուսի AV կ/է1'իդի 
ցածր ե րարձր հւսճաիւ ակ անոէքեչամր էչրդոման ա զղե д п ւի լՈլնր Լչւկա չն աձիդ 
ուղեղի փորաչին շն լա սա կան կ՚՚րի՚քի աոանձին նեյրոնների ակտիվութչան վրա։ , 
Բարահաչտվել են ճնշող և ղրղւ։։մաչին էֆեկտներ։ ՛Յայց է արված ներշնչածս- 
կան, արսէաջնչւսոական ե ոչ սպեցիֆիկ (աոասց շնչառական ակտիվության) 
նեյրոնների իմ պուլս աչին ակտիվո։թչա՝.. Հրա դրդոման աոավելապես Շնշսղ աղ- 
զեցռթլունր։

The Influence ol high frequency stimulation of the nucleus antero- 
ven trails ol the thalamus on (he activity ol single neurons of the bulbar 
respiratory ecnier was studied lu anesihcllzed cats with normal respira­
tion. It was shown inhibitory and excitatory Influence with predominantly 
Inhibitory effects on spike activity on Inspiratory, expiratory, as well as 
nonspecific (nonresplraiory) units in the region of ventral respiratory nuc­
leus. Mechanisms of the modulatory influence of the antero-ventral region 
ol the thalamus on the activity of bulbar respiratory neurons are discussed.

Бульбарные дихителыше нейроны—спайкооая активность—переднее централь- 
ное ядро таламуса—электрическая стимуляция.

В ряде электрофизиологических исследований установлена мощ­
ная проекция висцеральных афферентных систем не только в специ­
фические. ио и в веспецифичеокне и ассоциативные ядерные образо­
вания таламуса [I, 3. 9 и др.]. Исходя из этих данных можно пола­
гать, что нейроны таламических структур выполняют не только ре­
лейные функции проведения висцеро-соматичеоких афферентных сн:֊ 
налов, но ч рефлекторные. В литературе имеются некоторые данные 
об участии таламических ядер в процессах регуляции кардио-васку­
лярных функций [5 и др.].

Учитывая координацию и сопряженность деятельности централь­
ных систем управления сердечно-сосудистой и дыхательной функций., 
мы впервые провели микроэл сктрофизнологическсе исследование ха­
рактера влияний исспсцифических, ассоциативных и специфических 
ядерннх образований таламуса на активность нейронов области буль­
барного дыхательного центра.

В настоящей работе приведены результаты изучения особенно­
стей в.:.;я:ч:я переднего вентрального ядра ^u-.tciens anterior yentraiis.
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п. АУ), одного из несенсорных релейных ядер таламуса 1, 6. 
и др.] на спайковую активность инспираторных, экспираторных и не- 

спеиифическнх (без дыхательной активности) нейронов области вен­
трального дыхательного ядра.

Материал и методика, Эксперименты проводили на наркотизированных (55 иг. кг 
хлоралозы • 5 мг/'т нембутал.ч. внутрибрюшинно), снолгаино дышащих кошках 
Животное ф -л. нрипглн п акрситлклиегкэн приборе и noc.iv удадёнич тает.։ миз 
ЖС’;»га Сб'ЯЭЖдЛП •?1;։Г.ГИ.Н)>| ՛ иоясрхгг ТЬ ПрОДОТГИЬЬТОГО мозга Иг.'Л■ДО1Ы.1.’ "б 
пасть локализации вентрального дыхательного ядра (ориентиром служила зздвнж- 
кл) ( пайковую скт։՛՛ чость одиночных пыхательных нейронов отводили .кстракле 
тп»'но стеклг.пними м;.кро<ич<-р.։дами. заполненными 2М раствором лммошюкшло* 
го калии < шаягчр к и пиков 1.0 2.0 мкм). Потенциалы действия не. родов »:ере.> 
католпиЛ иол-{нт ..ь ■.и ՛;-п! .... вход у.пл::тчля переменного тока и регистрнрп*
салима »лноч » ха; а.топ дсу.՛...;, • еы.՝:.« «т.н •ллогрзф՜ Для ьдеитмфпьчцян п 
барны,՝, ли..<тт- ь.ннх ьейр- а од։՛ юргмейно . пмпульчиий активностью нейрона па 
нтором кэна ■ олч. . рзф . .••։՛ ;тр.г«ийэ.!: внешнее дыхание животного ։рн по­
мощи угольного да-чнкз. подключенного через мостовую схему к усилителя посто- 
чпного тпк.ч. О...::лло1 гафичс.'кую регистрацию -злисывалн на пленке и ненреп^։՛. 
ном рсж::мс I.черед.тьом фоторегнетраторз ՝ЫЖоп Ко1кк-п». Спайковую аъгйв- 
чо-.-г. НСЙПОНО’1 1-Г :и370рс КТД-1024 (Венгрия | И ЗалИСЫраДЦ
ь?ухкоорднна.'н»;м едмонн ■ .- г п виде гистограмм ’.а?тн՝-.пого распределения им­
пульсов и .|ы՝ател։ ••։_•-; за.г.зх В з. чк. чмостн от характера разрядной лктнпн՛; т:< 
нейрона г.рём* зной интервал, в котором отсчитывали количество импульсов, подби­
рали равным 200 мл ՛ 500 ,ч( (шаг анализа) Раздражение п. АУ производил" пр: 
моугольными импульгсм։՛ (0.5 мс II) -50 имп/с, 7—10 В. 10—20 с) с ломот՛ ՝» пои- 
цен три- егх;:х ?.։екгрплоа, ориентированных а исследуемую область пи хоорд.ш. дм 
стсреотахси’.о кого а՛ ласа Джз.-ггрл и Аймон-Мзр сана. В конце опыта разлр;:жзё- 
ыыг структуры зле-тролитнческн разрушали и и•уще'твлялк их гистологический, 
контроль.

Результаты и обсуждение. Изучены реакции 51 ннснирит.-рных. 
29 экспираторных • 28 неспсцифичсских нейрондо ьблас;и ветрал.- 
ного дыхательного ядра. Из них реактивными оказались 78,4% ин­
спираторных, 75.8% экспираторных и 71,4% нсспецифичсских нейро­
нов соответственно. Низкочастотная стимуляция и. АУ 5 имп/с не 

оказывал» влияния ни на один тип реактивных нейронов Раздреже 
нт- частотой от 10 ;о 50 имп/с вызывало однонаправленный эффек՜, 
который был более выражен при частоте раздражения 30—50 имп/с. 
Из 10 реактивных инспираторных нейронов подавление активности 
наблюдалось у 35 нейронов (87,5%), активация—у 5 нейронов
(12,5%). Подавление активности выражалось в уменьшении средней 
частоты импульсов в залпе на 40,3±1,5%, активация—в увеличении 
средней частоты импульсов в залпе на 37,8±2,2%. Такая же наираэ 
ленноеизменения импульсной а-ктнвности наблюдалась и в популя­
ции экспираторных нейронов. Из 22 реактивных экспираторных ней 
ронов подавление активности наблюдалось у 20 нейронов (90.9%/. 
активация—\ двух (9,1%) При этом подавление активности выража­
лось в умечыченин средней частоты импульсов в залпе па 35.91.3%. 
усиление активности- -в повышении средней частоты импульсов ՝. 
залпе на ЗО.С ՛.()% Анализ гистограмм частичного распределенич 
разрядов р дыхч.ельных залпах показал, что при подавлении актив- 
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носи! тестируемых нейронов наряду с уменьшением средней частоты 
импульсов в дыхательных залпах наблюдалось удлинение межзал- 
позых интервалов, свидетельствующее об урежении дыхания (рис.
1 Л, Б). На фоне же облегчения активности инспираторных и экспи­
раторных нейронов увеличение средней частоты импульсов в залпе 
сопровождалось, напротив, укорочением длительности межзалковых 
интервалов, что свидетельствует об учащении внешнего дыхания, 
(рис. 1 В. Г).

Ркс. 1. Гистограммы импульсной активности бульбарных дыхательных 
tif-iip:Hioii и норме и при частотном раздражении n.AV таламуса. А—л>- 
ла^ляющи։։ эффект экспираторного нейрона (шаг анализа 20.0 м:), В— 
гогбудн’.ельнл.'; зффект ннлгнратерного нейрона (шаг анализа 200 м?.). 
Г—:д-дбуд։:тс.':|. ил аффект Эдгллраториогб нсйро::а (шаг ан.:.՛:;։ i.-j 
500 м?); I—до раздражения, 2—в уелппйя.х z рфздрсжсяия. 3—поела аи- 
клкненил раздражения, По <>еа аб-нн:.—Врс.Фт, по о;:։ ординат—:.ол:> 
КСство нмпульсоп п интервалах, соотзегстиукадах шп՝у анализа. ДЬ:* 

кэтьбы абаннсси п ординаты ссотвстстзеяно 5 с и 5 имв.

Срщшгчис пороговой интенсивности раздражения модулирующей 
активнаст1.! инспираторных и экспнратарвдх нейронов показало, что 
порог более низкий для инспираторных единиц.

Кик отмечено выше, з n.AV зарегистрирована активность 20 ио- 
спсцкфичсскнх нейронов. При частотном раздражении n.AV у 13 ней­
ронов (65%) наблюдалось подавление, у 7 (35%)—облегчение спай- 
KODOft активности. Эффект подавления выражался в уменьшении 
средней частоты импульсов в залпе на 39,6±3,8%, облегчения—в уве­
личении средней частоты импульсов в залпе на 38,3±4,3%. Подав­
ляющий и активирующий эффекты раздражения n.AV на неспснифи- 
чсские нейроны представлены па рис. 2, (1, 2) соответственно.

Следует отметить, что в нескольких случаях одновременного от­
ведения кончиком микроэлектрода импульсной активности дыхатсль- 
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лого и чесиецифического нейронов при частотной стимуляции п.Л\ . 
могли наблюдаться не только однонаправленные, но. и ,разнонаправ- . 
ленные влияния. Гак, например, при подавлении активности инспи­
раторного нейрона выявлялась активность фоновомолчащего неспе­
цифического нейрона, при подавлении активности дыхательного ней­
рона не наблюдалось изменения разрядной активности неспецифичс- 
ского.

Итак, нами впервые установлено, что высокочастотное раздра­
жение п -Л галамуса высылает выраженную модуляцию импульс­
ной активности инспираторных и экспираторных нейронов продолго­
ватого мозга со значительным преобладанием тормозного влияния В 

•связи с этим интересно отметить, что при изучении механизма влия­
ния п. /XV таламуса на функциональное состояние сердца также вы­
явлены отрицательные хроноипо-, батмо- и дромотроиные эффекты

Рис. 2. Гистограммы импульсной активности неслецнфическнх нейро­
нов । бласт и бульбарного дыхательного центра и норме и при частотно* 
раздражении пДУ таламуса. I—Подавляющий эффект. 2—возбудитель­
ный. По осн абсцисс—время, по оси ординат—количество импульсов в 
интервалах, соответствующих шагу анализа, равному 200 мс. Над ги- 
стогоаммами сплошной линией отмечено время раздражения. Масштаб'*

Какими путями реализуется это влияние, пока не известно Мор 
•фологических, гистохимических или электрофизиологических данных 
֊о наличии прямой моносинаптической связи п.АУ таламуса с нейро 
нами области вентрального дыхательного ядра нет. Являясь одним 
из звеньев большого лимбического круга Пейпеца (гипоталамус 
п. АУ таламуса—лимбическая кора—гиппокамп—свод—гипоталамус) 
[И] и имея тесные взаимосвязи с гипоталамусом и лимбической ко­
рой, п. АУ свис влияние на активность вегетативных нейронов про­
долговатого мозга может осуществлять через эти структуры. Однако 
в наших предыдущих исследованиях показано более выраженное об­
легчающее, чем подавляющее влияние гипоталамуса на импульсную 
активность бульбарных дыхательных нейронов |2, 8] Нами уставов 
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лено. что при раздражении висцерального, переднего ноля лимбиче­
ской кори происходит также подавление пли облегчение активноеги 
дыхательных нейронов с преобладанием подавляющего влияния [7|. 
Очевидно, наблюдаемые нами эффекты электрической стимуляции 
и. АV опосредован.՛..՛ через корковые структуры ги'поталамо-ля.мбнчс 
ского круга, участвующего в формировании эмоциональных, поведен­
ческих л вегетативных компонентов адаптивных реакций организм;.. 
Эффекты могут быть опосредованы и через моторную и орбито-фрон­
тальную кору, п связи с наличием прямых связен и.ЛУ с этими об 
ластямн пеокортскса |4, 6]. Нужны, конечно, дополнительные после 
доззния для Окончательного выяснения этого вопроса. Но предложен 
пая нами гипотеза представляется интересной, так ка>к указывает на 
диффёрен'щроваЕяос’ влияние различных структур ги потали мо-л и мйя- 
ческого круга Пейпёца на вегетативные компоненты поведенчески.; 
реакций. Очевидно, круг Пейпеца является одной из гомеостатиче­
ских снсчем регуляции вегетативной нервной активности, и как лю­
бая гомеостатическая система содержа г активирующие I гипогала 
мус), так и подавляющие (п.ЛУ таламуса, лимбическая кора) звенья, 
поддерживающие гомеостаз возбудимости бульбарных респиратор 
них нейронов. Существуют, конечно, и другие корково-аюдкорковые 
круги, как, например, орбито-фронтальная кора височная доля ко­
ры—дорсомедиальный таламус амигдала- орбитофронтальная кора 
110] или септо-гипрталамо-септальная, п. АУ таламуса - лимбическая 
кора—п.ЛУ таламуса системы (12 и др.]. Все это свидетельствует об 
исключительной сложности механизмов супрабульбарной регуляции 
дыхательной функции организма.

Заслуживаю՜՝ внимания данные об отсутствии однонаправленно­
го действия п АУ таламуса. При электрической стимуляции одной и 
тон же области этой структуры можно получить как подавляющий, 
так и облегчающий эффекты. Как объяснить неоднозначное, разно 
направленное влияние одной и той же области п.ЛУ таламуса из 
дыхательные нейроны, а именно преимущественно тормозное, но в 
некоторых случаях и активирующее действие? В виде рабочей гипо­
тезы мы выдвигаем следующие соображения: в п. АУ таламуса диф­
фузно рассеяны как тормозные, так и активирующие нейроны с вы­
раженным преобладанием первых. Естественно, большинство дыха­
тельных нейронов, будучи конвергентными, находится в пуле порого­
вой каймы тормозного синаптического действия нейронов п.ЛУ, и 
только небольшая популяция респираторных нейронов, получающая 
возбуждающие и тормозные влияния, находится в пуле пороговой 
каймы возбуждающих влиянии и реагирует активацией на раздра­
жение той же зоны п. ЛУ таламуса.
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МОРФОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАМЕРИСТИКА ТЕЧЕНИЯ 
РАНЕВОГО ПРОЦЕССА ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ 

НИЗКОЧАСТОТНОГО УЛЬТРАЗВУКА В РАСТВОРЕ деРНК

Ст. .4 ГАЛСТЯН. Л. К. ШАРАФЯН, .1. БАРСЕГЯН. Н. Р. МАРГАРЯН.
Р. ’ .'ЛГ 4РЯ//, )!<. и. АКОПЯН, к. г. КАРЛГЕЗЯИ

1*рс'л.1Нгк:и1 ггсуорегш-нпий мсддц'пскип институт, кафедра хирургии.
Институт мо.::.֊ хул яр ной биологии АН Лр'хглни. Ерсзак

Показана »ффг: тивность применения низкочастотного ультразвука для 
лрофн.щЕгшхП послеоперационного нагноения раз Морфологические ис­
следования иолпердили ценность этого метода.

Վերվերի հԼտշպերացիոն թարսփաէքւպմսմր պրո^1՚՚ւսէյտ{ւ1{է:պ{ւ հէ^մար օղ- 
տաղոթձվԼւ / ցածր հսէճախականո։ p /ան ա>ս>րաձա ք1րպ!,ս հն; լո^նսյՀորող 

էհԱէԱէհործՀձլ Լ Շձ-ձրկւ.-։:;/րա[4/է1.ն Л՝ЪР.!и Մл;>£лան հ!.աա- 
^nuisipjntibl.fg e.KiUrr.wak^{‘'՝t ’‘չՀ^՚՚ւ մԼթտ-էյի սւ.ւ1էվԼչ.->ւ P ՛ունք։»

The lo.v-Ircquent uHra-xc-und for prolylaxis of wounds of aiier-opc- 
ratfon festering is uiih.-.eu. As the jojhJ irac.ng mediant ;!ie լg-jc..*'>3- 
sp :a! RNA was applied. The morphological researches conoboraccd the 
value of given meihoJ.

PitOLCCu )՝:^:Հ ՛Հ Հ...,...; PH.֊.:.

Многочисленные клинические и сел Словения по использованию 
ультрпззуковой обработки ран с целью прсфилаг-лпли послсопсраци- 
сн.чйх нагяЬеййй свидетельству:- - о тем, что указанный метод ра- 
зультитивсп. дост хороший бактсондндный п ба.чтерностатн’;ескй8 
эффект, снижает частоту раневых осложнений [3, б, 9. 10, 12, 13]. В 
основе способа ультразвуковой обработки р?.н лежит сложный ком­
плекс физических и биологических процессов: бактерицидное дей­
ствие из микрофлору, внедрение лекарственных веществ в гханн. 
ускорение <ри31и<.'1огичсслих процессов, способствующих заживлен ню 
ран и пр. [7, 8]. Используемые при ультразвуковой санан^п ран ра­
бочие растворы немногочисленны и в основном представлены р'яствр-
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рами гитисептиков и антибиотиков, что не совсем оправдано и моа.՛. г 
припйстч к различным осложнениям и побочным явлениям [4, о, I I, 
16]. А ведь именно от правильного выбора рабочею раствора ь ои 
рсделснной степени зависит эффективность проводимого озвучивания

В настоящем исследовании представлены результаты изучения 
чорфоло-ических особенностей течения раневого процесса пр» ис­
пользовании раствора РНК в качестве озвучиваемой среды при уль- 
тразвуковоп санации операционных ран в условиях эксперимента,

Известно, что экзогенные РНК (нуклеина! натрия) сказывают 
ечнмулирхющес влияние на восстановительные процессы в органах и 
тканях. .Активным началом в препарате нуклеината натрия является 
содержащаяся а его составе двуевпральная РНК (icPIJK) [2| Су 
щсствс.чиым препятствием для парэнтералыюю введения препарат՛ 
РНК. деРНК или их использования i условиях in vivo является вы 
сокая активность сывороточных и тканевых нуклеаз «рови, биожи.1- 
костей, тканей вызывающих деградацию вводимой РНК [IB. 19] 
Нами впервые использован биологически активный комплекс Са 
деРНК, Са-РН К, полученный сотрудниками. Института экспери менталь­
ной 'биологии АП Армении и устойчивый к растеплению нуклеазами 
!1лазм..1 крови и экстрактов тканей [2. II]. Установлено, что помимо 
стимуляция первичного и вторичного иммунного ответов РИК. я к 
особенности СаРНК и Са-дсРИК. оказывают стимулирующее втия 
Нис на мембранные функции клетки, повышают уровень их обмени 
Вйбмости клеток с внешней средой [1. 15. 17. 20]

Эти свойства Са-РНК и Са-дсРПК побудили нас нсследоилт՜. их 
эффективность л качестве рабочего раствора при ультразвуковой са- 

i мании оть'р.чи՜:’-M'lii-ix ран (с целью ускорения 'репаративных пронес 
сов, а также стимуляции защитных свойств макроорганизма, как 
местных, так и общих).

Материал и методика. Использовали 150 белых беспородных крыс-самноа мас­
сой 1311—200 г. Е области спинки животных с охватом ягодицы наносили гезпиуи 
рапу длиной 4—5 см на всю толщу стенки. Все животные были разделены на трл 
группы, по 50 крыс в каждой. В П! группе животных рану обрабатывал։։ ультра- 
звуком и 2% । у р.։ jBope Са-дсРНК в те вине жеух минут. после чего ушива 
послойно наглухо. Контролем служили две другие группы: в I группе рану уныл։ 
ли п пдйптн’ных ус.- овеял без всякой обработки; so II -обрабатывали в пядцфф։ 
рентном (фюлологнчоскоч) растворе. Для ультразвуковой обработки ран и;ио։-^ 
зовалн огсч-'сп-сннуо медицинскую устаяовку УРСК-7Н-1Я. Обработку проводил i 
б режиме резонанса (частота колебаний конца волновала—26,5 кГц,, амплитуда 
35 -40,։км)

..Для морфологического исследования брали кусочки тканей стенок и ля՛» |»а՛։ 
рздмераян около 0.3X0,5x1,0 см на 2, -1 24 ч,Ш։, 4 и 6 сутки. Ткани фиксировали 

I» 10%-ном растворе нейтрального забуференного формалина и жидкости К зрнуэ 
вос.'1еду|п|це;՜։ залиякп;-. а парафин Срезы окрашивали гематоксилин-зознном

Результаты и обсуждение. Морфологические исследован։;. ш.ш 
вила почти у всех животных заживление раны первичным натяжени­
ем^ Качественные особенности этого процесса достаточно хорошо из 
учены и общеизвестны. Для сравнительной характеристики динамики 
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заживления ран у разных групп животных избран метод морфометрий 
веских измерении.

На срезах стандартной толщины (Юмк) под иммерсионным объ­
ективом (ИМ 90) к 50 полях зрения у каждого животного подсчнты* 
вали количество всех клеток фибробластического ряда (перициты, 
эндотелиоциты тучные .клетки, лейкоциты, микрофаги и т. д.). Оку- 
лнр-микромстром измеряли диаметры каждой .клетки и се ядра в 
случае с шарообразными клетками (два (перпендикулярных диамет­
ра—в случае с элнпсондными клетками пли ядрами), определяли 
наличие или отсутствие в их ядрах ядрышек.

Данные о варьировании количества клеток в зоне повреждения 
(2,4 ч), демаркационного воспаления (24 ч), образующихся грану­

ляций (4. G сут) представлены в табл. 1.
Таблица 1. Колебания количества клеток в tone повреждения. бе.чиркицнонного 
воспаления, образующихся грануляций.

Количество клеток в поле зрения
Группа животных ------------------------------------------------—-------------------------------------------

2 ч 4 ч 24 ч 4 сут. б сут.

I группа 18.4+3.1 31.2+2.4 35 2+2.4 44 4+3.2 40.24:2.1
И группа 25.3+1.8 36.3+2.8 47.9-4.9 42.6+2.1 33.4+4.1

UI группа 28.8+2.1 42.1 ±3.2 60.2+3.֊։ 42.313.4 28.4+2.7

Среди клеток фибробластического ряда выделялись две большие 
группы. В первую входили малодифференцированные и юные фибро­

бласты (небольшие или большие по размеру, округлые или остроко­
нечные по форме) с округлым или овальным ядром с элонгацией до 
1,2 (соотношение большего диаметра к меньшему) и 2—3 ядрышка­
ми. Вторая группа была •представлена зрелыми фибробластами 
(большого размера, отростчатые или веретенообразные по форме) с 
овальными или вытянутыми ядрами (элонгация> 1,2) с 0—1—2 яд­
рышками. Количество клеток этих двух групп в процентах от абсо­
лютного количества всех клеток, подсчитанных в срезах данного сро­
ка эксперимента, приведено в табл. 2.

Таблица 2. Количество молодых и зрелых фибробластов о % ОГ 
абсолютного количества всех клеток

Гру П 13 
животных

4 сутки 6 сутки

молодые
4 н ?ро6։асты

зрелые 
фибробласты

молодые 
фиброблк։։

зр лые
j фибр» акты

1 группа 53.4% 3.4% 48.9% 11.2%

11 группа 46.1% 12.1% 34.7% 27.8%

Ш группа 33.8% 24.3% 20.6% 38.4%

Для определения динамики созревания грануляционной ткани 
можно пользоваться также показателями соотношения клеточных и 
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инёклёточных Компонентов соединительной ткани (основного неще- 
ства и волокнистых структур). Для этой цели подсчитывали сумму 
площадей сечения всех клеток и поле зрения и определяли ее -про­
центное отношение к площади поля зрения (табл 3)

1 облика 3. Соотношение клеточных и внеклеточных 
компонентов соединительной ткани. %

Группа животных 4 сутки 6 сутки

1 pynna 63.8% 52.4%
II группа 49.3% 38.6%
III группа 42.7% 27.3%

Таким образом, полученные, нами результаты еще раз подтверж­
дают данные литературы о том, что ультразвуковая обработки ран 
стимулирует пролиферацию клеток в очаге поражения, демаркацион­
ного воспаления, размножение и созревание клеток в грануляционной 
ткани. Значительная стимуляция репаративных процессов отмечается 
при сочетанном использовании низкочастотного ультразвука и Са- 
дсРНК в качестве озвучиваемой среды при ультразвуковой обработ­
ке операционных ран. что позволяет рекомендовать внедрение мето 
да в клиническую практику.
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ВЛИЯНИЕ ИНГИБИТОРОВ ФОСФАТАЗ ПА СКОРОСТЬ 
РОСТА РАЗЛИЧНЫХ КУЛЬТУР Е. соЧ

II. Г. НАЛБАНДЯН. И. ,М ЗАР АФИН, И. С. АМБАРЦУМЯН 

Институт молекулярной биологии АН Армении, Ереван

В метках Е coli/psrcC. несущих плазмиду psrcC с онкогеном v-srs. 
обил ру жени :ироз։|цспецифи'1еская фосфолротеннкиназная активность, 
характерна* для онкобелка ррбО^гс Показано, что NaE ::-лзеля21 ско­
рость роста и члсдованных культур, и то время как ортозанадат Х’л 
оказывает ингибирующее влияние на рост культуры Е. coh7pBR322 и 
среднем на IS- 20% глубже, чем культуры Е. colt/psrcC. Экспрессия 
оикобслкл тс с клетках Б coli плнкет на филологическое состояние 
клеток.

Հետ՛ս զոօէվաձ f, ֆոսֆատագների անօրգանական ինհիբի՚ոորների (N1F) 
սրթովանադաքէթվի ա գգե$ո՛թյունր pBR322 և pSfC C պ/ադմիղներ կրոՂ E. COlt 
բջիջների աճի Հրաւ V $ГС օնկոգեն ունեցող E COli/pSCC C բջիջներում-Հայտ­
նաբերված Լ pp 60 " օնկոսպիս՚ին բնորոշ թիրոգին հատուկ ֆոսֆոարոտեին- 
կինազորյին ակտիվուի/յրրՀն՛ finijg V արված, up XaF-f» միանման Լ ազղամ рп- 
(որ Հետազոտված բջիջների աճի վրա, մինչղեո Na օրթովանաղաքՏթուն միջին 
հաշվով էճ — 20% ավեյի խորն Լ ճնշում E < O'։, pBR322 րջիջների աճր րան 
Г-. COll/pSrcC; Ստարված արգշունրներր ՏՈ,]Տ տայիս, որ SFC օնկոսւգիտի 
արտահայտջությոէնր F. coli րքիչներո՚մ որոշակի ա գգեր ո՛ fl յ Ուն Լ թողնում վեր­
ջիններիս ֆիգիոյոգիական վիճակի '[րաւ

Two siraiiis of u. io:i carrying pBR322 and psrcC plasmid։, were 
Investigated In terms of Influence on thetr growth properties ol two type։ 
of phosphatase Inhibitors Nai- and Na onbovanada e. Na orthov^nacate 
Inhibits the grow 3 e of E. colt/pBR322 on 15 -20% deeper ihau E. co- 
IrpsrcC The results Indicate that, expression of sre oncoprotein tn E. coli 
change, the physioiogtcal sia e pi the cells.

'|\։к-</и},7,г.1г։у5(7г?гзнс.-.- no тирозину -онкоген Ծ-src.

Онкоген v-sre. кодируемь;й геномом вируса RSV*, кодирует белок 
pp60 ։t, который обладает специфической протеннкнназиой активно- 
тью и фосфорилирует белки-мишени по остаткам тирозина [5J

Ранее нами было показано, что клонированный в клетках I՝. coli 
онкогеи v-src способен спонтанно экспрессироваться за счет наличии 
в участке генома, прилегающем к кодирующей части гена v-src. по­
следовательностей прокариотического промотора и сайта узнаванна

Сокоащсннн: RS\ инрус саркомы Рауса.
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рибосом [1]. Проявление этой активности в клетках со И приводит 
к ускорению синтеза ДЯК и пролиферативной активности клеток. 
Видимо, это явление связано с фосфорилированием по тирозину до 
полннтельных белков в клетки Е. coli [2].

1юлучеиные данные указывают на возможную роль тирозилового 
фосфорилирования в регуляции активности -снов прокариотических 
клеток. Вопрос о роли фосфорилирования белков в регуляции актив­
ности прокариотических клеток до сих пор еще не нашел адекватно­
го решения [4]. Изучение имеющейся модельной системы позволит 
продвинуть решение этого вопроса.

Материал и методики, В работе использовали культуры клеток Е. colt, содер­
жащие онкоген (Е. colt psrcC) и нс содержащие зтот онкоген (Е. coJi/pBR322) 
Била проведена оценке скоростей роста культур при длительных инкубациях и при 
добавлении в культуральную среду ингибиторов фоефзгзз- NaF (ингибитор сери­
новых н треониновых фосфотаз) и оргопанадатз Na (Na^V^ ингибитор тнрзино- 
sux фосфотаз) [6].

Скорость [֊оста культур оценивали по величине к (к = ։1о.'цх. где ц0—удельная 
скорость роста культуры, выращиваемой п среде без добавок, gx—удельна.։ ско 
рость роста культур, выращиваемых при наличии ингибиторов различных концепт 
раций).

Результаты и обсуждение. Отношение удельной скорости поста 
культуры Е. СОВ/psrcC к удельной скорости роста культуры Е. соН/ 
pBR322 составляло при выращивании до конца экспоненциальной 
стадии роста р<>..г.-,/цорвв^ 1,074-0,27. Наблюдаемое различие невели­
ко и статистически недостоверно. Видимо, ограничения, накладывае­
мые метолом спектрофотометрического определения скорости роста 
культур, не позволяют выявить статистически достоверные различия 
между культурам։: при длительных инкубациях, тогда как использо 
ванне изотопной метки выявляет существенную разницу. К сожале 

.ннк>, этот метод нс приемлем для длительных инкубаций
Исследовано также поведение этих культур при добавлении в 

среду ингибиторов фосфатаз. Ингибиторы подбирались исходя из пред­
положения. что изменение физиологического состояния культуры 
Е. coli/psrcC связано с фосфорилированием дополнительных белков 
клетки по тирозину. В этом случае ингибирование тирозиновых фос­
фатаз должно было бы привести к увеличению времени жизни допол 
нательных фосфорилированных белков и, как следствие, к различной 
реакции культур Е. coli/psrc и Е. coii/pBR322 на ингибирование.

В табл. 1 (а) приведены данные о степени ингибирования (к) 
культур Е. coli/рьгсС и Е. colj/pBR322 при добавлении .в среду раз 
личных концентраций NaF. Видно, что NaF подавляет рост культур, 
причем степень ингибирования одинакова как я случае с Е. coli/pBR322. 
так и с Е. coli/psrcC.

Добавление р культуральную среду ортованадата Na приводит к 
совершенно иным эффектам (табл. 16). Увеличение концентрации 
орюванадата Na практически не приводило к изменению величины 
ц, как в случае с культурой Е. coli/pBR322, так и с Е. coli/psrcC. Чы 
предположили, что отсутствие влияния ортованадата на клетки
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Таблица I {а). Степень ингибирования (к) культур Е. со1Цр$гсС и 
Е. соН!рНН322 при добавлена:: ; Е-срсду различных концентраций Л'аг.

к для различных к шцеятраций NaF. ыМ
К у л i. r у р ы ----------------------- - ------- ------------------------------

,гю 109 150 2t0

psrcC 1.05+0.1
PHR322 1.10+0.1

1.2+0.2 1.22+0.1 2.0+0.3
1.1B4.0.2 1,22+o.og 2.03:0 4

id 0.25 0.212 «.0121 0.1.36

(6; Степень 1.пги6иу«иания (4) культур Е соИ;р.чгсС и Е соН/рВК322 
при добавлении г ! -среду различных концентраций ортованадата \га.

к для различных концентраций Na3VOt. мМ
К у д ьт у ы----------------------------------------------------------------

0.25 0 5 1.0

psrcG 
pBR3.2

0.9T+0.I 0.9 +0.06 0.98+0.05
I.O1+0O2 0.94+0.1 l.04xO.<»4

td 0.625 0.663 1.296
('1) Степень ингибиратания (к) культур Е соЩрхгсС и
Е со1ирВЕ322 паи д< давлении ■< I.-среду СаС1? н различных 
концентраций орювичадата Л'и.

Культуры
k для различных консе։пра։ ил Na;lVO։, мМ

0.5 1.0

р*гсС 0.98+0,07
рвкз;2 1.17+0.1

1.01+0.Об
1.23+0.2

id J 4

Е со И связано с плохой проницаемостью этих вецесч н внутрь клеток.
Поэтому в дальнейших экспериментах в среду добавляли СаС։2, ко-
торый. как известно, повышает проницаемость момбра>. клеток Е. со

В табл. 1в приведен!..’ данные об изменении величины к в зависи­
мости от изменения концентрации ортованадатэ в среде при добавле 
нни СаС12. Наблюдается зависящее от концентрации ингибитора из­
менение величины к в случае с культурой Е. соШрВЦ322 и практиче 
ски полное отсутствие ингибирования культуры Е. соН/рзгсС. Разлн 
чия, наблюдаемые между двумя культурами, достоверны по крнте
рию Стьюдеша. Сходная картина наблюдается и при использовании
для игкубании бактерий минимальной солевой среды М9 (табл.
б).
Таким образом, из полученных данных видно. что оба соединения
\аЕ и а-ортов ан адат в условиях in vivo приводят ингибнров а ниюк
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Тиблицп 2. (а) Стгнснь иксабировсния (k) E. colilpsrcC и 
E.collipliR.322 при добавлении а минимальную среди (М9) 
раллийных i;oni:eHj{i'i'{tiii ортовинадата Ха.

k дда ра.’л oihux концентраций Na3VO4. м M

0.23 0.5 1.0 2.0 5 0

psrcC 
pBR322

1.1 -км
1.16+«.2

։.l +0.
1 12т0

1 1 l?±0,i«5 l.'5+O 1
1 1 1 -0 1 1 12+П.05

1.244-0 13-
1.0,4 0 03

id 0.314 0. 77 0.441 0.821 2.06

(6) Степень ингаби;овония (k) ! 
k’.<:nfliflPRli22 t.t-b: ()(.։'«{'.c 
Cch ;>aнь x ганг. нтрищц1

< aii pxr<C и
Multi.ми.И/пию rpcd'i (M9) 
ергопанадата Na.

Кул луры
k -л . । а л ։ч ibix i. и те» pm:։.i Xa ,V(>։. mM

0.25 0.5 1.0 2 0 5 0

psrcC 
pBR322

1.324-0.3
1.53+0 4

1.36+0
1.49 • 0

.2 1.36±0U4 1 37+0.01
2 1.3:+0 02 1410 05

1.5+0.06
1 72+0 03

id 1 35 3 182 1.582 2 52 4.518

роста культур ь юЧ. Однако, если \'аГ ՛.։ одинаковой степени инги 
бирует обе нсслсдсзанмые культуры Е еоН, то Ма-ортовинида г по- 
разному влияет на них. Величина к н случае с культурой Е. соН/- 
рВ1?322 существенно больше, чем в случае с Е. соН/рягсС. 
Полученные данные указывают на то. что проявление т и рози нс пени - 
фичсскои нротеинкиназной активности в клетках Е. соЕ/рлгсС приво­
дит к изменению физиологического состояния клеток, выражаюш.с- 
муся я аномальной реакции «клеток на ортованадат ЭДа Неодинако­
ва^ реакция культур на ортованадат \!а указывает также на го, что 
изменение физиологического состояния идёт,ок Е. соН/рзгсС связано с 
фосфорилированием по тирозину белков’и клетке, что стимулирует 
их пролиферативную активность. Другим возможным, объяснением 
•того явления может быть изменение под действием онкобелка >>с 
мембраны клеток Е. соИ/р$’гсС таким образом, что она практически 
становится непроницаемой для ортованадата \’а.
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Биолог, жури .Армении № 1.(46)3993 УДК 612.822.34-612.886ԿԵՎնՎԻ ՇԱՐԺԻՉ ԳՈՏՈԻ ԱՉԴԵՑՈԻԹՅՈԻՆՉ ԴԵՅՏԵՐՍԻ ԱՆԴԱՍՏԱԿԱՆԻՆ Կ11ՐԻ’»Ի ՆԵՅՐՈՆԱՅԻՆ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՎՐԱ ԹՐԹՌՄԱՆԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ ՊԱՅՄԱՆՆԵՐՈՒՄ
V. Ի. ԱԴԱՄՑԱՆ. U. Դ. ՍԱՀԱԿՅԱՆ. Ս. Մ. ՄհՆԱՍՅԱՆ. Ն. >1. ՄԱՆՈՒԿՅԱՆԵրևածի պետական fiiuifiupiuii'uiii, մարղու I. կեքպսւծիների ՝յ'ի((1|ո1 ռ<է Ւս*Ժ Ի ամքիոծ

Կեղևի 2ս,րժիչ շրշանի տարրեր հաճախությամբ Լլեկարական խթանումը 
բնականոն ճաղարների Դեյտերսի կորիզի Նեյրոնների ակտիվության վրա թող- 
նուս Լ 41'ր1"Ղ ,լ>րէյ1զակող ազդեցություն' վերջինիս ղերակշոմ ամք՛։ Տածր հա. 
ձախությամբ (5 Հց) թրթռումն ուժեղացնում կ կեղեի ւսրղելակոզ և թույաց- 
նոլմ 'քր՚քՈ՚ւ ազդեցությունը։

Изучены .-арагир и изменение фоиоцой импульсной активности и резг- 
цйя нейронов >'дра Дейтерса на раздражении моторной области корь 
/.о >• после всг.дейсткни вибрации. Раздражение моторной зоны коры 
иызываег '.енленж тормозного влияния коры на нейроны вестнбуляр 
наго ядра ДеГ.ирса всех частотных диапазонов. Низкочастотная вибра­
ция усиливает тормозное и ослабляет возбудительные кортнкофугаль- 
ное воздействие на активность вестибулярных нейтронов.

Character and change of the background impulse activity and rea­
ction of neurons of Deyters' nucleus on irritation of cortex before and 
after vibration Influence are studied. Low-frequent vibration increases 
brake and decreases stimulating. cortfcofugal influence oh the activity of 
vestibular neurons.

Կեղևի շարժիչ շրշ՚սծ—ածդաստակւսյին կորիզ—նեյ րոծա յիծ ակտիվություն:
թրթռման պայմաններում ւսնղա ս տ ակա յին էԼե ր լո է.Հի ի չի խանգարումներ 

րի պատճառները բացատրելու նպատւսկով ուսումնասիրվել է Դեյտերսի կո­

րիզի նեյրոնների ֆոնային ակտիվութ յան րնույթր և պատասխան ռեակցիան 
կեղևի շարժիչ շրջանի Էյեկտրական գրգռմանը մինչև թրթռումը և ղրանից 
հետո։

Նյութ և մեթողիկա: Հետազոտությունները կաէոարվել են ճ ս, ղ <>< րՆ ե բ ի վրա սուր ւիււրձի 
պայմաններում, Կենդանիները թմրեցվել են քլորալոզով և նեմրուտալով (30 և 10 մզ/կզ 
հ ամա սլ ա տ ա ս[ս անար ար) ։ Կեղեի շարժիչ շրջանի ղրղոոէմր կատարվել Լ 0,3 մմ ւորամա- 
ղիծ ւռներող կ/ւնսսււսնսւսյնի երկրևեո կլեկտրւէղներով, իմպուջսի սրհողոէ/քյունր 0,1 մ/վ, 
հոսանքի ուժը 0,8 — 0,12 մԱ, յարվւ.։ծրրւ(1յունր 1—10 ՛(■ հաճախությանը 8 և (14 Հց, տևօր- 
ղոէթյունր 5 —10 վէ Երկարավուն ուղեղի Դեյտերսի անղաստս-կային կորիղի նեյրոնների իմ- 
ոյուլսային ւօկտիւխւի յունր հր^նցվևյ Լ աիԱ/արյ՚ջային եղանակով 4 մոյ կԼրակքվ։ աղ]։ /ու- 
մույթով յցված ւսպակԼ միկրոէլեկտրողներով (տրամւսղիծր 1—2 մկմ, ղիմսւղրու ք/յունր 1.5 — 
5 Մ Օհմ),

Դեյտերսի անղաստակային կռրի՚ւի կոորղինատՆերր որոշվել են րոտ նրեյղիչի (3), 
Նեյրոնների -՛իոն ույին ակտիվությունը ղրանրելո,ց հետո կենդանիները ենթարկվել են հորի­
զոնական թրթռման (հաճախությունը 5 Հր, տևողությունը 30 ր)։ Դեյտերսի կ"րիղի նեյրոն­
ների ճանաչում ր կատարվել Լ ղրանց ելակետային ակտիվության հաճախեցմւսմր կ՜ամ ղսւն- 
դաղեցմամր, էաբիրինթոսի կլոր պատուհանր անողով կամ կատոդով ղրղոելիս (հօսսւնքի 
ուժը 50—300 ՄԿԱ) (13),
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(ԼրւյյւոնքնԼրր !■ քննարկումը: (հսոէմնասիրվեւ է բնականոն ճագարնե­

րի Գեյւոերսի կոր/՚ղՒ 119 նեյրոն; Գրանցվել է 2 տիպի ելակետային ակտի֊ 
վություն՝ կանոնավոր և անկանոն րւիթմուք մեկական իմպուլսներ (100 բջիՀ 
30,Տ ^ ) և խմբային լիցքեր (10 բջիջ' 9 % )ր Կ/որ պատուհանի բևեռս։ցմանը 
պատասխանեք են մեկական իմպուլսս։լին ակտիվությամբ գժտված 85 նեյ­
րոններ, որից 22֊ր (25,8 % ) լիցքավորվել են 10 իմպյւք հաճախությամբ 
(միջիմպուլււա յին ժամանակահատվածը 125:1:12,7 մՎ)։ 38 նեյրոնների 
(մ-4,7 %) Հաճախությունր տատանվել է 11 30 իմպ-վ սահմաններում (միջ-

իմպոլլսալին Ժամանակահատվածը 60՜ճ.6,3 մՎ)ւ 19 նեյրոն (22,3 ունե­

ցել են 31—50 իմպքվ հաճախություն ( միջիմպուլսա յին ժամանակամիջոցը 
36^4,5 մՎ), իսկ 8 նեյրոն (7 ունեցել են 51 իմպքվ և սւվելի հաճա - 
քսություն։

Կեղևի շարժիչ շրջանի էլեկտրական գրգռմանը 85 նեյրոններից 72-ը պա­

տասխանել են փուր։։ յին և տոնիկ բնույթով։ Ստացված տվյալների վերլու­

ծությունը 5ույը է ‘ովել, որ կեղեի շարժիչ շրջանի ցածր և բարձր հաճախու­
թյամբ էլեկտրական գրգռում ր հիմնականում արգելել է Դե յս։ե րսի կորիզի 
նեյրոնների ակտիվությունը (աղ.): Կեղևի արգելակող ա զղե ց ու թ յո ւն ր դրը 
սեորվել է ելակետային ակտիվության տոնիկ նվազմամ բ , իսկ որոշ փոր­

ձերում գրանցւքել է ակտիվության գագար 200—1000 մվ տևողությամբ։ Կե­
ղեի շարժիչ շրջանը խթանեքիս բայլահա յտվել է որոշակի կարգ Դե յտերսի 
^"Րւ՚՚ւի նեյրոնների ելակետային ակտիվութ յան I։ պատասխանի մ եծոլթլյռն ’.ւ բնույթի միջև: Նեյրոնների ելակեսցային ակտիվութլան հաճախության մե­
ծացմանը զուգընթաց ինչպես ցածը, այնպես էլ բարձր հաճախությունն երով 
զրգոում ը ուժեղացրել է կեղևի արգելակիլ և թուլացրել դօ՚դիշ ազդեցու­

թյանը։

Այսպես, եթե կեղևի շարժիչ շրջանի էլեկտրական գրգոումր (8 և 84 Հց) 
•V -50 իմպքվ հաճախության նեյրոնների 57,8 — 03 % մոտ Հ առաջացրեք 
ւՒօբերի պ "'կ ։»սու մ, ասրս 5*1 իմպ!վ ե բարձր հ ա ճ ա խ ո լթ յո ւն ունեցող նեյ­

րոնները պատասխանել են միայն արգելակմամր։ Կեղևի 2Աէըժիչ շրջանի 
էլեկտրական խթանման դեպքում Դև յտերսի կորիզից ղրանցվւսծ 20-—22 % 
նեյրոնների մոտ (հատկապես ցածր և միջին հաճախության) գիտվել է 
հեշտացնող աղղեցություն։ Հիմնականում պատասխան ռեակցիան դրսևորվել 
է իմպուլսային ակտիվության տոնիկ հաճախեցմամբ։

Կենդանիներին ցածր հաճախության թրթ ոմ ան են թ ա բկ ե լո լց հետո գր - 
ցանցվեք է 100 նեյրոն, որից 80 - ր ունեցեք են մեկական, 2(1-ը՝ խմբա յին 
էիցքլերով ակտիվություն: Գրանցված նեյրոններից 70 ֊ր պատասխանել 
են կ/որ պատուհանի բևեոա ցմ անր: թրթռումից հետո դիտվել է ելակետա­

յին բարձր հաճախության նեյրոնների գերակշռում, խմբային ւիցրերով նեյ­

րոնների բանակի , քսմբում լիյւրերի թվի ավեքացում և միջի մ պ րւ 1յ «ա յին ժս>- 
մանակահա տվածի փոքրացում։ Վերջինս վկայում է ետթրթռմ ան շրջանում 
Դեյտեր՜սի անդաստւսկային կորիգի նեյրոնների գրդողականոր թ քան բարձ­

րացման մասին։ Եթե մինչև թրթռումը 1 —10 իմւգքվ հաճախության նեյրոն­
ները կազմել են 25,8 %, թրթռում ից հետո նման նեյրոնների թիվր ւգ ա կ ա- 
ււե/ է (13,8%) և ավելացել 50 իմպքվ և բարձր հաճս։ խ ութ յ ուն ունեցող 
միավորների թիվր։ Այն կազմել է 18,5 %' ելակետայինի 7 % - ի դիմաց։ 
IIտարված տվյալներից հետևում է, որ թրթռումր ուժեղացրել է կեղևի շար- 
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ժիշ շրջանի արդևլսւկիչ և /7 ուշացրել 7/"7/,ճ ազդեց ։։։թ լուն ը Դեյտերսի ան֊ 
դաստակային կռրիղի նեյրոնների վրա ինչպես ցածր, այնպես էլ բարձր 
հաճախությունով գրգռելիս։ Այգ մասին է վկայում արգելակվող և 7/’7'/"'/ 
նեյրոններ/։ փոխհարաբերությունը։ Եթե ԺիՆչ թրթռում ը ցածր հաճախու- 
թյամբ գրգռմանը արդելտկմամր պատասխանել են գրանցած նեյրոնների 
(12,3 Շ/ք)-ը, տպա թրթռումից հետո այն կազմել է 70 %» Նույն օրինաչափու- 
թյունը նկատվել է նաև բարձը հաճախությամբ գրգռելիս (6-1,7 %-ից դար֊ 
ձե, է 72,8 օ/օ;,

Այսպիսով, ստացված տվյալները վկայում ..յ? 4՜7՛*/' 2?Ր՛
ջանի էլեկտրական խթանումը թրթռումիդ առաջ և Հետո երկարավուն աղե­

ղի Դեյտերսի անդաստակս»յին կորիզի բոլոր հաճախությունների նեյրոնների 
վրա հիմնականում թողնում է ար դև լակի չ ազդեցություն։ Համանման տվյալ­

ներ ստացվել են այլ հեղինակների կողմից (2,4)։ Կեղեախայս ազդեցության 
տրգելակիչ տիպի գերակշռում բ թույլ է տալի:» ենթադրեր։։, որ տնդաստս։֊ 
կային կորիզի նեյրոնների ի մ պուլս ա յին ակտիվութ յան փոփոխության րր՝ 
նույթոէմ էական դեր է խաղամ կեղևի ազդեցությունը աըգելակիլ համա­

կարգերի վրա, որոնց ներկայացված են ինչպես կողմնային, այնպես էյ ետ֊ 
հպում ա յին հակադարձ արդե լա կմա մ բ (19)։ Կեղևի վաջբիջտկ ւսրգելակիչ 
ս։գդեցո։թյո։նբ, ըստ երևույթին, սահմանափակում է անդաստակս» յին ներ֊ 
բոններից եկող անընդհատ իմպուլսացիան, այսինբն ապահովում է դեպի 
կեղև գնացող կենսաբանորեն կարևոր ազդանշանների ընտրությունը (4, 5,6)։ 
Միևնույն մ ամանակ անհրամ ևշտ ինֆորմացիայի հաղորդման հուսալիու­

թյան համար կեդևախոլյո ուղիներով համակցող կորիզներին տրվում են նաև 
հեշտացնող հրահանգներ։

ք^րթոումից հետո Դեյտերսի կորիզի նեյրոնների հաճախության տեղա­

շարժը դեպի բարձր ակտիվութ յան միավորները, խմբա յին լիրբերով պա­

տասխանող միավորների թվի ավելացումր մասնակիորեն համաւգատասխա- 
նում են այն հեղինակների տվյալներին, որոնք ուսումնասիրեք են անդաստա- 
կային կորիղնհրի նեյրոնների ռեակցիան գլխի թեքումների, շառս» վզային 
արագացման և մարմնի ուղղահայաց ճոճումների դեպքում (1,7)։ Այն 
փաստը, որ թրթոումն ուժեղացնում է կեղևի արդելակող և թուլացնում զըր- 
գոգ վայրիջակ ազդեցությունը Դեյտերսի կորիզի նեյրոնների վրա, անտա­

րակույս, վկայում է կհղեի ղրղունակության բարձրացման մասին։ Գրա­

կան տվյալների համաձայն կեղևի վրադրումր 0,1 % ստրիխնինով առաջաց­
նում է անդաստակս։յին կորիզի նեյըոնների ւսրգելակիչ ռեակցիաների ուժե­

ղացում, իսկ կեղեի տարաձվււղ ընկճումը՝ դրդիչ ռեակցիաների ուժեղացում 
(5)։ Բերված տվյալները վկայում են, որ կեղեր կարգավորիչ ազդեցություն է 
թողնում անգաւ։ տակտ յին կորիզների նեյրոնների ակտիվութ յան վրա։ Ա" թր­

թռումից հետո կեղևի արդե/ակիչ ազդեցության ուժեղացումը կարելի 1, 
գիտել որպես պաշտպանական ռեակցիա անդաստակային ընկալիչի գրզրռ- 
մանր։ Եթե անդաստակս։յին գրգռումների դեպքում գլխուղեղի կեղևում չգե­

րակշռեին արգևլս/կիչ սլրոցեսներր, ապա գլխի, մարմնի ցանկա ցած թեքում 
կուղեկցվեր տանջալից գլխապտույտներով։

Գլխուղեղի կեղևը հանդիսանար։։/ անդաստակս։֊ , մ արմն ա - զդ ա յական և 
ընդերային վերլուծիչների կարգավորիչ կենտրոն, թրթռման դեպքում ինքր 
ևս գտնվում է վերելակ բազմաթիվ իմպուլսների տղդեցության ներքո, որր 
և ս/ա յմ ան ս։ վ որում է 1լեղև/ւ վա յրիջակ արդերսկիչ ազդեցոլթ յան տարբեր
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հԼղեի շարժիչ չոչածի էլեկտրական զրզոմած ւսզզԼցաթյունբ ԴԼյտերսի կորիզի նԼյրոննԼրի ակտիվության վրա թրթոումից աոՓչ (Ա.) և քւԼաո11*“****»*-"•»—-== ՚ - յ ■ - ■ — I --- Տ;ր ձ-».. ■■ 1  ■ ■ ■ ■ ■ !■■■.. ■ —՚

Ցածր Հւսճսւիյաթյամր զրզոում Բարձր հաճախությամբ ղրդոում
Նեյրոն- Նեյրոնների քԴ4ր
ների 
խմրերը

հաճւսխացամ նվազում ոչ ակտիվ հաճախացում նվաղում ոչ ակտիվ

իմպ՚վ
րԱ1{}. թիվ րայյ. թիվ % րաց. թիվ $ բաց. ծ? । րաչյ. թիվ բաց. թիվ $ բաց. թիվ

1-10 22 25.8 8 36.3 11 58 3 13.6 7 31.7 12 54.5 3 13.6
11-30 38 44.7 8 21 24 63 5 13 7 18.4 26 68.9 5 13
31-50 19 22.3 3 15.7 12 63 4 21 3 15.7 11 57.8 5 26.3

51 /« ավ. 6 7 5 89.3 1 16.6 6 100
Մի^ին 35 19 22.3 53 62.3 13 15.2 17 20 55 64.7 13 15.2

Բ

1—10 9 13.8 3 33.3 4 44.4 2 32.2 3 33.3 4 44.4 2 22.2
11-30 28 40 5 17.5 19 67.» 4 14.2 4 14.2 20 71.4 4 14.2
31-50 20 28. Տ 3 15 15 75 2 10 2 10 16 80 2 10

51 և. տվ 13 18.5 11 84.6 2 15.3 11 84.6 2 15
70 11 15.7 <9 70 10 14.2 9 12.8 51 72.8 10 14.2

է
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КАТЕПСИН I) ИЗ СЕРДЦА КРЫС: ОЧИСТКА. НЕКОТОРЫЕ 
СВОЙСТВА И ДЕЙСТВИЕ НА АКТОМИОЗИН И ТРОПОМИОЗИН

• РГ. КАРАПЕТЯН-. А. И. ОГАНИСЯН. Т. Н. АКОПЯН

•НИИ кардиология М3 Армении, ИМБ АН Армении. Ереван

Из миокарда крыс выделен катепсин 1) Фермент представлен гремя 
нзоформами со значениями р1 5.0. 5.4. 7,3; молекулярная масса его око 

ло 45кДа Фермент расщепляет нативный актомнозлп (Км 1,2х10~яМ); 
но не деградирует нативный тропомиозин.

Աոնեսէի միոկարդից աեչատվեյ է կատեպսին Դ։ Ֆերմ ենտր Ներկայացված կ 
հիմնական fpl 5,0; 5,4; 7,3,) և երկրորղակսէն {'pl 3,5; մ,Ծ) իղոձեերովէ Ֆեր­
մենտի մոլեկւ/ւլյար մասսան մ ւսոավորապես 57 կզ կ։ Ֆերմենտը քայքայում ( 
րնական սւկտսմիույինր (К, 2-10 ֊* М) և չի քայքայում րնական տրոպո- 
միսգինըւ

Cathepsin D was Isolated from rat myoi.irdium. The enzyme is per 
formed in major (pl 5,0; 5,4; 7.3) and minor <3,5; 4.0) iso.'orms. Molecular 
mass of enzyme is about 57 kDa. The enzyme degrades native actomyo­
sin (KM= 1,2-10-’ M), but not native tropomyosin

Сердце—катене ин Г>—актомиозин—тропомиозин, 
к

Катепсин И участвует в деградации отдельных миофибрилляр- 
пых белков миокарда [5, 10], ио поскольку в акте сокращения--рас­
слабления мышц участвуют белки в составе комплекса, то доступ­
ность индивидуальных белков к катепсину □ может отличаться от 
такового в составе комплекса.

Следует отметить, что работы по изучению протеолитических 
ферментов мышечной ткани малочисленны. Это в основном связано

Сокращения: НАМ нативный актомиозин. НТМ—нативный тропоиноош
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с низкой протеолитической активностью мышечной ткани, особенно 
миокардиальной.

Целью настоящей работы было выделение ■катепсина D из мио­
карда крыс и изучение некоторых его свойств, включая действие на 
НАМ н НТМ>.

Материя/ и л.етОдика. В опытах использованы 50 белых беспородных крыс-сам- 
цав массой 180—200 г Животных, находящихся под эфирным наркозом, дскэпн- 
TnpoG.-i.ni, сердце отмывали от остатков крови физиологическим раствором, очища­
ли от остатков жира и соединительной ткани и хранили при —15°.

НТМ получили из спкртово-зфириого порошка скелетных мышц крыс по методу 
[4] НАМ из скелетных мыши крыс был любезно представлен М Л. Кайфаджян 
(Ин-т кардиологии М3 РА).

Активность laTcii.Hiia D оценивали флуоресцентным методом, используя и каче­
стве субстрата гемоглобин, модифицированный лнридоксгль-5-фосфатом [2] Про­
бы объемом 0.6 мл «одержали 0,05 М цитратный буфер. pH 3,2, 100 мкг белкового 
субстрата н соответствующее количество фермента. После инкубации в течение I ч 
реакцию остоиавливалн добавлением 0,15 мл 30%-ной ТХУ После центрифугирова 
ник pH супернатанта досодилн до 5.5 IM нитратом натрия и измеряли флуоресцен­
ции։ раствора ври 410 нм (возбуждения 330 нм). За единицу активности принима­
ли количество фермента, катализирующее образование фосфопирндоксильных пепти­
дов, флуоресценции которых соответствовали величине 0.5 по шкале [I]. Удельную 
актийность выражали в единицах активности на мг блекз.

Растепление НАМ и HIM определяли флуоресцентным .методом с помощью 
о фталъдиальдсгида [1]. Пробы объемом 0,25—0.35 мл содержали обычно 200— 
400 мкг белкового комплекса и 0,05 М цитратном буфере. pH 3.2. н 50—60 мкг 
очищенного катепсина D. После инкубации п течение 1—4 ч прн 37° реакцию ос- 
твнаелнвзли добавлением перхлорной кислоты до конечной концентрации 1%. По­
сте цеггрнфугнроэакия 0.1—0,2 мл супернатанта смешивали в кювете спектрофлю- 

орнмстра с 0,0’. %-ным раствором о-фтальднальдегида н количестве 0,2—0.4 мл в 
0.8 М боратном буфере (pH 9.7), содержащем 2х Ю-< М бетамеркаптоэтанолл. Че­
рез 1 мнп добавляли 1,5 мл Н2О н измеряли флуоресценцию при 445 нм (возбуж 
деняе лря 350 нм) на спектрофлюориметре «Ferrand» (США).

Для определения Км и Vmax НАМ. содержащийся в пробе в концентрациях 
200—1000 мкг. лккубвровалн с 60 мкг катепсина D в течение I часа при 37°

Определение оптимума pH активности проводили в 0,025 М цитрат-фосфатном 
буфере при рН2,6—7.0. Инкубационная среда содержала 300 мкг НАМ и 60 мкг 
катепсина D. Пробы инкубировали в течение 1 часа прн 37° Активность измеряли 
с помощью о-фгальднзльдсгндз. как описано выше.

Электрофорез проводили в ПЛАТ по модифицированному методу Лемли [6].
Концентрацию белка определяли по методу Лоури [8] и Брэдфорда [3]. а так­

же по измерению поглощения прн 280 нм.

Результаты и обсуждение. Очистка катепсина Г). Всю процедуру 
очистки фермента проводили при 4°. Сердечную ткань измельчали, 
растирали в 0,025М ацетатном буфере при pH 4,5, содержащем 0,2%- 
ный Тритон Х-100 в гомогенизаторе Поттера в соотношении 1:2 
.(вес/объем). Полученную тканевую суспензию перемешивали в тече­
ние 20 мни, затем центрифугировали при lOOOOXg 30 мин. Надоса­
дочную жидкость отделяли повторным центрифугированием при 
OOOOOXg 60 мин.

Полученный после центрифугирования надосадок наносили на ко­
лонку с SP-сефадсксом С-50 (2,5X10 см), предварительно уравнове­
шенную 0.025 М ацетатным буфером, pH 4,5. Адсорбированные бел- 
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кн элюировали линейным градиентом О I М .\аС1. Фракции, соот­
ветствующие пикам активности, объединяли.

В препарат фермента добавляли (№Н4)28О։ до 20%-ного насы­
щения и через 2 ч центрифугировали при 2000015 мин Белок из 
надосадочной жидкости осаждали добавлением сульфата аммония 
до 70%-ного насыщения. После центрифугирования при тех же ус­
ловиях образовавшийся осадок растворяли в 0,025 М трис-НС! буфе­
ре (pH 7.6) и диализовывалн в течение 15 ч против 200-кратного 
объема того же буфера с однократной его сменой.

Препарат после диализа наносили на колонку ДЭАЕ сефадекса 
А-50 (3,5X10 см), уравновешенную 0,025 М трис-НС! буфером, 
pH 7,6. Фермент элюировали градиентом 0- 1 М ЮаС! Профиль 
элюции показал наличие нескольких ников активности, харак­
терных для катепсина П, что указывает на наличие изоформ этого 
фермента. Активные фракции объединяли и осаждали сульфатом 
аммония при 70%-ном насыщении. После центрифугирования при 
20000X8 15 мин осадок растворяли в 0,025 М фосфатном буфере, 
pH 7,6.

Раствор белка, полученный после осаждения сульфатом аммония, 
наносили на колонку с сефадексом 0-75 (2,5X60см), уравновешен­
ную 0,025 М фосфатным буфером (pH 7,6) и фракционировали тем 
же буфером. Фракции, имеющие наибольшую активность, объединя­
ли и использовали в дальнейших опытах.

Результаты очи г: хи катепсина D из миокарда крыс.

Обшнй Удельная
Ста дня очистки белок. акти «пост։.. .‘X явность.

у г е 1. акт. ед. акт./ui

Экстракт
90000 X е 1895 0 3.60 О J.77
Фракционирование 

(NHJjSO 
(20—70%,)

SP—сефадекс G50 377.0 2951.0 7 8
ДЭАЭ— гсфадекс А50 98.3 7570.0 26.1
Сефадекс G75 12.0 1537.0 128.0

Результаты очистки катепсина Е> просуммированы в таблице. 
Предложенная процедура очистки позволяет получить препарат фер­
мента с удельной активностью 128 ед. акт./мг белка, что составляет 
1158-кратную очистку по белку по сравнению с экстрактом миокарда, 
полученным после центрифугирования при 90000X8 *в течение 60 мин. 
Выход общей активности составляет 47.1%

Некоторые свойства катепсина И. Согласно полученным нами 
данным, очищенный препарат катепсина Г) сохраняет полную актив­
ность в течение 1,5—2 месяцев при хранении в 0.0'25 М фосфатном 
буфере (pH 7,6) при —15°С; через 10 месяцев хранения при тех же 
условиях теряется 50% активности.

Восстанавливающий ЗН-грулпы агент дитиотрентол з концен­
трации 10 3 М ьс влияет на активность фермента. СпсдифичсеКнй 
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ингибитор катепсина О пепстатин в концентрации 10 3М практически- 
полностью ингибирует выделенный фермент.

Изофоку'.-ировка препарата фермента после гель-фильтрации п.т 
сефадексе 6 75 в смеси 1% амфоликов (pH 3,0—10.0) позвали ; I уста­
новит», что катепсин О в миокардиальной ткани крыс присутствует в 
виде трех основных изоформ со значениями р! 5.0; 5.4 и 7.3, л также 
двух минорных форм с р! 3,5 и 4,0, что согласуется с литературны­
ми данными об изофермент ном составе катепсина О.

По оценкам разных авторов, молекулярная масса катепсина Г> 
варьирует в пределах 42—58 кДа [9. II]. Определение молекулярной 
массы фермента из миокарда кръгс с помощью хроматографии на ко­
лонке сефадекса 6-75 (3,5x10 см) с использованием стандартных 
белков позволило установить, что она составляет 45 кДа. Диск-элек­
трофорез изофермента катепсина О со значением р! 5,4 в 10% ПЛА! 
с 0,1% ДСП показал наличие основная полосы с молекулярной мас­
сой 57 кДа а минорной- 14 кДа, которая, по-видимому. обусловлена 
частичным загрязнением препарата.

Легоа</ация актомиозина и тропомиозина катепсином Г). Резуль­
таты изучения действия катепсина О на миофибриллярные комплексы՜ 
НАМ и ГПМ показали, что НТМ практически не расщепляется под 
действием фермента, в то же время идет относительно интенсивное 
расщепление актомиозина. Причем увеличение отношения белок/фер 
меит увеличивает скорость деградации белка.

Результаты изучения pH—зависимости деградации актомиозина 
под действием катепсина И показали, «то деградация -белка наиболее 
эффективно протекает в области pH 3.0—4,0 и совпадает с р!1 опти­
мумом деградации гемоглобина [7].

Изучение зависимости начальной скорости реакции деградации 
катепсином 1) актомиозина от его концентрации «оказало, что полу­
ченная кривая представляет собой типичную картину кинетики на 
сыщения и значение Км составляет 1.2x10 М Отметим, что, соглас­
но группе авторов [5], Км деградации индивидуальных мнофибрнл- 
лярных белков катепсином О из сердца собаки следующие: миозипа- 
2,7X10՜^’ М. альфаактинина—10,0ХЮ՜6 М. актина —13,0Х 10 6 М и 
тропомиозина—45,0XIО՜5 М, что находится в пределах значения Км, 
полученного нами. Анализ данных позволяет предположить, что 
катепсин О способен деградировать ПАМ с равной или с большей 
эффективностью, чем индивидуальные белки.

Таким образом, разработан сравнительно простой метод получе­
ния очищенного препарата катепсина I) из миокарда крыс, даны не 
которые его характеристики и показана возможность его участия в 
Деградации сократительных белков.
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ТРАНСГРЕССИВНАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ У ТАБА1КЛ

В А МАРКАРЯН

Армянский сельскохозяйетяменмй институт, Ереван

Установлено, что в расщепляющихся гибридных по пул я ци их у табака 
upoHti.ւշ՚ւне положительных трансгрессий по количеству листьев зависит 
от эффекта общей комбинационной способности родительских сортов, 
а их частота к степень—от типа наследования признака п F։ Пер 
спективные линии в большей степени отмечались г потомстве гибрида, 
у которого в F, обнаружен отрицательный гетерозис и детерминанте 
высокого показателя признака осуществляется рецессивными полигенаыи

՝է, „г
-W че-Ь-л է -л

Ւ-հ Կ>-Կ ь -.—м-4/ -«-/>*
<—4-W 'Պ4ե„ J&4 ршЛш^ш^р
հայտնաբերվեի են հասէկապեա ^յն դ ուգ ակց*ւքքյաձ Fj-»»/
ն^ատվԼչ 4 հէտեք^զք.», „^„սՈա^րվօղ ршГ4р

И Is ascertained, shat In tobacco dlslnTegrallng hybrids generations 
the display o! positive transgressions of a number of leaves depends on 
ihe effecls of general combining ability of parents' sorts, but their fre­
quency and degree on Ihe type heritable In F։. Perspective lines arc 
mainly discovered In which in F. negative heterosis Is observed and Ihe 
high Indicator o! the Investigated quality Is connected with the activity 
of recessive genes.

Растения Tc&rv.c—тр^хнггргтсивмая илмличииостг- -колбикачиомкил inu<обкость - 
рецессивные полисе ны.

Впервые у внутривидовых гибридов табака трансгрессивную из­
менчивость по количеству и размерим листа наблюдали еще в 1921 г. 
[12]. В дальнейшем положительные трансгрессии были установлены 
также по количеству [2. 6. 8. 10. 14] и размерам листьев (9). про 
дуктнвностя |3 5. 7} и другим признакам В этих работах отмечает-

Сокращения OF.C--общая комбинационная способность, С.КС—специфическая 
комбипащюннви способности РЭ—реципрокный эффект
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ся зависимость проявления трансгрессий от генотипов скрещиваемых 
пар. При этом важное место придается характеру наследования при- 
знакоа в F‘| н направленному отбору в старших поколениях. 3 боль­
шинстве случаев трансгрессивные формы выщепляются в таких гиб 
ридных комбинациях; в которых наблюдается полное или частичное 
доминирование признаков лучшего родителя, промежуточное наеле 
ловаиие ил։, сверхдомннирозание >з первом поколении. Установлено 
также, что трансгрессии не с одинаковой степенью и частотой наблю­
даются по всем количественным признакам. По ряду признаков они 
обнаруживаются чаще, а ли остальным—редко или вовсе нс отмеча­
ются. В результате направленного отбора часть трансгрессирующих 
признаков легко приводится в гомозиготное состояние, а другие 
сравнительно трудно.

Из приведенного обзора следует, что вопросы трансгрессивной 
изменчивости у табака обсуждаются в литературе начала нынешне­
го столетия и этот феномен изучен все еще недостаточно.

В работе приводятся результаты серии экспериментов по выяв­
лению с помощью методов математической генетики генетических при­
чин проявления трансгрессий по количеству листьев и возможности 
ее прогнозирования на раннем этапе селекции. Вопросы трансгрес­
сивном изменчивости изучали именно по количеству листьев, посколь­
ку этот признак является не только одним из важнейших компонен­
тов продуктивности, но н обнаруживает сильный полиморфизм грели 
промышленных сортов, легко поддается учету, ио сравнению с дру­
гими признаками очень слабо подвержен модификационной изменим 
вост и, следовательно, имеет преимущественно незначительную па- 
ратипическую вариансу.

.Материал и методика. Исследовании проводил.: зкппррн иктальной баае
\рм некой опытной станция по табаку НПО Табак» По лналлельиой схеме скре­
щивали семь срртса табака (Самсун 36. Самсун 959-11, Трапезонд 42. Трапезонд 10. 
Остролист 44. Юбилейный ч Иммунный 580), контрастных по количеству листьев, и 

получили 42 ьрлмых ։՛ реципрокных гибрида, которые в 1981 1982 гг изучали в 
четырехкратной повторности при колкой рандомНЗЛцйи вариантов во всех повторе­
ниях Каждая делянка опыта занимала 7 м2 В дальнейшем исследования продол­
жали на трех гибридных комбинациях. Опыт заклады ՛ .ли в трехкратной поглори»»- 
стн и в каждую повторность включили три блока, куда нходнли родительские сор­
та гибриды 1 1։ Г-г. и У первой гибридной комбинации Г;! состояла из 17 семей, 
л у агорой и третьей—ио 30 семей Блоки, а также варианты в блоках размещали 
ни принципу во.-ной рандомизации Площадь учетных делянок у Р։. Р2, F] и F3 со­
ставляла 10.5 и2, в у гибрида г2—21 м2. Количественную оценку трансгрессии 
Приводили но методике Воскресенской и Шпота [ 1 ]. а комбинационную способность 
п астерыимацию признака определяли по моделям Гриффиша [11] и Хейманн [13].

Результаты и обсуждение. Результаты дисперсионного анализа 
показали, что изучаемые сорта и гибриды, а также вариансы О КС и 
СКС достоверно различаются по количеству листьев (табл. I). По­
следнее обстоятельство указывает на то, что генетическая детерминэ- 
гия количества листьев обеспечивается системой, включающей как 
аддитивные, так и неаддитивные эффекты генов, в которой аддитивные՛ 
эффекты имеют более важное значение. Недостоверность реципрок՝
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Таблица !. 1'с:и'ЛЪ7,":. дисперсионного анализа количества 
листьев и комбинационной способности сортов табака 7

Источник 
варьирова­

ния

Средний квадрат

1981 г. 1982 г.

Вариантов «3 79* 107.21*
ОКС 126.80* 162.60*
СКС 11.65* 14.81*
РЭ 0.54 0.84
Ошибка 1.09 0.5»

* Р<0.01.

них эффектов свидетельствует 
матнческих генов в проявлении

о несущественном значении цитоплаз- 
признака.

Многолнстлостыо и высоким показателем эффекта ОКС(ц,) ха­
рактеризуются сорта Самсун 36, Самсун 959-11 и Остролист 44 (табл. 
2). В зависимости от комбинации у гибридов Г՜', отмечены отрица­
тельный гетерозис, неполное доминирование и промежуточное насле­
дование признака Эффекты ОКС в основном соответствуют показа 
телям сортов. Факт несоответствия имел место лишь во втором году 
исследования у сортов Самсун 959-И и Остролист 44.

.Соотношение ьарианс эффектов ОКС (о<) и СКС (о^) евн- 
детелтствует о более значительной роли аддитивных эффектов генов 
в детерминации количества листьев, чем неаддитивные эффекты. Ис­

ключение составляю! сорта Самсун 959-11 и Остролист 44.
Наиболее полная информация о генетической детерминации ис­

следуемого признака получена с помощью полигенного анализа Хей­
ма*։, который имеет ряд ограничений. Одним из них является необ­
ходимость отсутствия эпистаза н генетическом контроле признака 
Это доказано однородное!ью разности №г—Уг с помощью критерия I, 
которая соо1вен 1ненно по годам равнялась 0,402 и 0,239, и при п—5 
(число степеней свободы) была недостоверной.

Расположение линии регрессии и величина степени доминантности

(Н։/Д) ~-=0,698 и 0,683 свидетельствуют о неполном доминировании 
2

малого числа листьев.. Поскольку количество листьев мало подверж­
ено паратипической изменчивости, графики зависимости, так же, 
как генетические компонеты изменчивости, в разные годы тают од­
нотипную информацию. Это подтверждается также идентичным рас­
положением сортов вдоль линии регрессии. Сорта Самсун 959-11 и 

Самсун 36 с максимальным числом листьев располагаются у верхне­
го конца линии регрессии; у них самая высокая сумма варнаке и ко- 
варианс, т. е. многолистность сортотнпа Самсун контролируется 
почти полностью рецессивными генами. Большее число листьев сор­
та Остролн т 44 управляется равным соотношением доминантных и 
рецессивных генов. Все сорта с малым набором листьев концентри­
руются в ни. ’ей части линии регрессии, что указывает на доминант­
ный характер генов, обусловливающих малое число листьев.
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и гибридов F., эффекты О КС (q։ ) ч варианты за фектЬе ОК С (эЧ։) и СКС (с»։)

Сорт Самсун 
36

Самсун 
959-И

Трзпезонл Tj
42

звпсзопл 
ю

Остролист Юбилейный Иммунный
5S0 <1։ 4

—---------
54 34 55.66 44.69 44.81 50.76 42.84 43.94 5.405 29,163 10.105

10.620Самсун 36 53.61 54.49 "41165 42.30 48.25 40.30 39.34 4.SI2 23.123

55 16 49.04 59.86 39.36 44.78 39.01 39.96 1.531 2.279
4.512

10.847
12.046Самсун 959 -11 "54724 "51730 37.37 39.70 43765 39.Ы ЗзТоЭ 2.132

'рапезсид 42 45.60 49.35 /0.02 39.11 49.82 40.03 37.43 -2.129 4.465
7.906

1.325
"1.882

4 ’.. 9 38.65 37.01 36.8։ 40.42 37.84 33.24 -2.817

.з'е-.онд 10 4-1.64
'42.35

39.91 
'38.15

38.70
37.0

36,14
31.77

40.76
40.79

33.95 
'Зв.25

38.74
35.77

^2д578
—2.857

6 577
8. №8

1.535
1.263

UС1рОЛИСТ <4 _4Л34
48 78

41.01
45.27

_4М2
41.35

41.89
41.99

49.51
51.21 17.39

41 74 
0.<‘5

1.780
3.439

3.102
12.211

0.6S1
2.239

42.69
41772

39.96 39.68 43.05 40.96 41.51 -1.570 2.398 •1.592
Юбилейный "37.16 38.33 37.60 43.86 39.97 38.81 -1.316 1.700 5.366

42,60 
"39.72

40 12 .'6,97 39.80 40 ?5 40.89 37.99 -2.441 5.894 1.851
Иммунный 58)

36.47 "34769 36.04 40.20 39.24 cG.7U -57413 19.821 3.138

1.017 1 4S1 2 90* Г о 393
5Г” 0.С89 ’ ' Sd “0.975 1.911 ’ ^Ч։ " 0.270

* Примечание; л числителе приведены данные 1981 г., в знаменателе—1982 г.



Следовательно, в данной группе сортов изменения количеств.՛, 
гистьев в сторону возрастания управляются рецессивными генами, 

что подтверждается также величиной коэффициента корреляции меж­
ду показателем признака (хР) и суммой варианс и коварпанс (\\՜? 4-

V,). который равен гх|1.иг .,—0,204 и 0,203, а также параметром Р, 

который в оба года у сортов Самсун 959-11 (Р=—78,51 и 88.45) ч 

Самсун 36 (Р™—39,35 к 55.27) имел отрицательное значение. Эм 
информация исключительно важна для селекционеров. поскольку при 
вовлечении указанных сортов в гибридизацию пенные трансгрессив­
ные формы могу։ выщепляться -в старших гибридных поколениях, по 
мерс перехода положительных рецессивных полигенов в гомозиготное 
состояние.

Именно поэтому представляло исключительный интерес изучение 
наследования количества листьев в потомстве гибридов, родительски­
ми формами которых являлись вышеотмеченные сорта, и в первом 

гибридном поколении у них наблюдался положительный (Самсун 36Х 
•Самсун 959-11) или отрицательный (Самсун 959-11XОстролист 44) 
гетерозис, а также промежуточное (Самсун ЗбхТрапсзонд 42) на­
следование.

Как следует из данных, приведенных в табл. 3, в комбинации 
С-36ХС-959-И у гибридов Р2 появляются трансгрессивные формы, 
их достаточно много и в семьях Р3. но степень и частота трансгрессий 
в большинстве семей ниже, чем в Р2. Из 17 изученных семей лишь у 
9 наблюдалось трансгрессивное растепление и только у двух семей — 
степень и у пяти частота трансгрессий выше ио сравнению с гибри­
дом Р2. Следует также отметить, что у .всех семей выщепляютсч от­
дельные растения, которые по количеству листьев превосходят исход­
ные генотипы * Р,.

У гибрида С-959-11ХО-44 из 30 изученных семей Р3 трансгрес­
сивные формы наблюдались у 9. У 8 семей степень и частота трансгрес­

сий была гораздо выше, чем в популяции Ра. У 5 семей средний по­
казателе признака достоверно превосходил исходные растения в 1?. 
а у остальных- наблюдалось гаметное снижение показателя призна­
ка в популяциях Р3. Частота и степень трансгрессий у этой комбина­
ции была более выраженной, чем у предыдущей.

У гибридной комбинации С-36 X Т-42 в популяции Ра не обнару­
жены растения, которые превосходят лучший родительский сорт 
В потомстве одного растения, отобранного из Ра, выщепились формы 
которые по максимальному значению признака превосходили анало­
гичный показатель в Р2 и лучшего родителя. У остальных семей по­
казатель количества листьев значительно уступал исходному расте­
нию, хотя большинство семей Р3 по максимальному значению при­
знака превосходили его.

Таким образом, в расщепляющихся гибридных популяциях та 
бака проявление положительных трансгрессий по количеству листьев 
зависит от эффекта общей комбинационной способности исходных
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Таблица 1 Данные количественной оценки трансгрессии но количеству листьев

Родитель- 
скис сортЛ

И ПОКОЯ С >1 и < 
гибридов

Количество 
лнетьеи на _ 

е растении у 
гибрида Е5

Количество листьев на растении 
у исходных форм II гибридов Степень Частота 

трансгрес­
сиимаксимальное 

значение
среднее 
значение

■ транс։ рес- 
сии

Самсун 36XСамеуи 959-11

Р| — 60.6 51.1 _
р> — 58.а 43.2 —
р. — 63.0 47.7 _ —
Е» 65.2 49 7 7.59 6.30
р« 48.0 63. и 52.6 3.96 5.32
Рэ 52.0 61 д» 51.0 О.£б 5.0
ра ГО.О 67 8 49.1 11.80 6.53
р« 58.0 64.4 50.5 6.27 0.08
Рз 59.0 64.4 51.5 6.27 6.52
Р: 55.0 68 ? 5'2.4 12.54 10.91
Рз 47.0 бз.и 45.3 3.36 3.14
Рэ 57.0 61.4 53.7 6.27 14..'6
Р: 55.0 62 6 48.9 3.30 6.74

Самсун 939-11 хОетролис? 44

Р. _ 58.0 46.4
Р. — .'9.8 50.6 —
Р| — 54.X 13.9
Рз — 61и 42 4 3.01 2 10
Рэ 47.0 65.2 48.5 9.03 8.26
Рэ 51.0 63.8 44.8 6.0.1 3.65
& 50.0 69.2 53.5 15.72 21.59
Рз 50.0 60.4 45.8 1 0 Т.6?
Рз 51.0 65.6 55.0 9.70 35.71
Р3 54.0 65.0 53.6 8.70 23.0
Рз 58.0 65.6 52.0 9.70 16.88
Рэ 47.0 Г2.2 53.7 4.01 1х 97
Е, 43.0 64.6 45.2 8.03 6.49

Самсун ЗбХТрапеэонд 42

Р. —— 59.0 51.1 -_
р, — 42.4 ?5.0 — • ■ *
Р| — 50.0 35.5 — —
р» — 55.0 33.9 — —■
Рз 51.0 61.4 45.6

V 4.07 10.45

форм, а. частота и степень трансгрессии—от характера наследования 
признака и первом гибридном поколении. Установлено, что наиболее 
псиные трансгрессивные формы вылепляются в потомстве гибридов, 
у которых в первом поколении проявляется отрицаю ։ьный гетерозис, 
а высокие положительные значения признака у родительских сортов 
коитрлнруются рецессивными полигенами. В такой ситуации селекцио­
нерам рекомендуется внести определенные коррективы в стратегию 
селекции, перенося жесткую браковку на более поздние сроки, по­
скольку ценные генотипы могут появляться в старших гибридных по­
колениях, по мере перехода генотипа в гомозиготное состояние.
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ВЛИЯНИЕ 170-ЭСТРАД ИОЛ А НА СПОНТАННУЮ 
ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЮ ЯДЕРНЫХ МЕМБРАН 

ПЕЧЕНИ КРЫС

г ,1 ПОГОСЯН. А. Е. ЗАКАРЯН, А. Р. ЦАГИКЯН. Г. А. НАНОСЯII

Ереванский государственный университет, кафедра биофизики

Сгероионы сорхоны—хсмнлюмикесценци.։ —перекисное окисление липидои—ан- 
тиоксидант։՛ ядгрьа.ч мембрана.

Общеизвестно, что уровень ХЛ биологических объектов может 
служить интегральным показателем соотношения интенсивности ПОЛ 
н активности антиоксидантной системы [1, 6, 7]. Следовательно, ХЛ 
можно использовать как источник уникальной информации при фи­
зико-химических исследованиях тканей и клеток, в том числе биомем- 
бранных структур как в норме, так и при ряде патологических на­
рушений я живом организме [1].

Поскольку для молекулярной биологии и биофизики представляет 
большой интерес проблема гормональной активации физиологических 
процессов и показано, что некоторые стероидные гормоны обладают 
антиоксидантными свойствами [2, 3], применение метода ХЛ, на наш 
взгляд, может быть перспективным при исследовании этого вопроса.

В настоящем сообщении представлены результаты изучения дей­
ствия 17 0-эетралиола на спонтанную ХЛ ядерных мембран клеток 
печени крыс.

Материал ։. мс;едика. Исследования проводили на беспородных крысах-самках 
ueccoi 150—2С0 г 17 p-эстрадиол («Sigma», США), растворенный в пропилене.™- 
коле, вводили ьнутрибрюшннно в концентрации Юу на 100 г массы животного. 
Животных декапнтировалн через 4 ч после введения гормона. Из клеток печени вы 
деляли ядра но методу Блобеля и Поттера [9]. Препараты ядерных мембран по- 
лучил,। по методу, сочетающему ДНКазпую обработку с осмотическим шоком [ 10]. 
Белок определяли по методу Лоури и др. [И].

Измерение спокойной ХЛ проводили на собранной нами квантрметраческой 
устапойхе с приме пеньем новых электронных узлов. В качестве детектор.! слабых 
световых потеков применяли высокрчуествнтелькый малошумящий фотоэлектронный 
умножитель—ФЭУ-МО. работавший в режиме постоянного охлаждения. Поддержа­
ние постоянной температуры исследуемых образцов в измерительной ячейке (39 
0.3 СС) осуществляли электрическим термостатированием с электронным унраале 
кием нашей конструкции.

Количество одпою из конечных продуктов ПОЛ ядерных мембран—МДА опре­
делили по ,■ЛЕЩ1Н тиобарбитуровой кислотой [5]

(Зокращеиня: ХЛ хемилюминесценция, ПОЛ—перекисное окисление липидов, 
МДА -малоновый дна.-ьдегид.
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Статистическую обработку резу. ьтлтоя проводили на персональной ЭВМ—<Мнк- 
ром» с помощью чицнз.тьно разработанной программы нз языке «Бейсик».

Результаты и обсуждение. В результате проведении•; исследова­
нии )«• аиивлено, ч։о ядерные мембраны клеток печени крыс при тем- 
иературе 39” спонтанно излучают слабый поток печени квантон света 
в видимой части электромагнитного спектра. Интенсивность Х.Ч 
этих мембран в условиях измерения превышает темнотой фон уста­
новки больше чем в грн рг՝»а. и при регистрации измеряемого сигнала 
•в импульсном режиме отношение енгнал/фон составляет 3,56±0,55. 
При плодснии 17 р-эстралнола крысам отмечается увеличение инп‘И-| 
сишюстн гпс-гслиа испытуемых образцов по сраинению с енгролем. 
Отношение гнгн.чл/фон увеличивается до 6,72±0,25, т. е. почти п доп 
раза по сравнению с контролем. Интенсивность спонтанной ХЛ ядер­
ник мембран н |дрнод регистрации нс меняется, а ос кинетические| 
крипы» дли контрольных образцов сходны.

При нв՝дсн,.н растворителя гормона—нроннлеш.школя и соот- 
петстпуюшнх количествах в организм животного нами не было обна­
ружено i ушесгпеиного изменения интенсивности регистрируемой ХЛ.

С помощью применения а-нафтсла была доказана сасбо ши-ра*; 
днкалыши природа исследуемой ХЛ, интенсивность которой резко 
снижается от воздействия 10;.Ч растзора ингибитора.

Во второй <ернн экспериментов исследовали ПОЛ мембран с ли-՛ 
мотню определения концентрации МДА. Полученные результаты по-; 
называют возрастание уровня ПОЛ после введения 17 р-эстрадиола.

Совокупность полученных данных свидетельствует о том, что 
17 п-эстрпднол стимулирует процессы ПОЛ в ядсриых мембранах- пе­
чени крыс.

Полученные результаты нс лретизэреч.-.т данным [2—4], соглас­
но которым эстрогены являются антиоксидантами ПОЛ в условий! 
if! vitro.

Таким образом, полученные нами инлые, вероятно, можно объ­
яснил» зпг-чнтсл; ны.м изменением метаболизма в печени крыс пол 
действием 17 р-эп радиола. Увеличение интенсивности процессов ПОЛ 
п ядерныч мембранах, возможно, связано с синтезом в приеутствш 
гормона таких липидов ядернон мембраны, которые имеют более 
«жидкие.» углеводородные хвосты, т. с. липиды, содержащие большее 
число двойных связей, ответственных за ПОЛ. . I
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ВЛИЯНИЕ ЭСТРАДИОЛА И ГИДРОКОРТИЗОНА НА 
ПЕРЕКИСНОЕ ОКИСЛЕНИЕ ЛИПИДОВ ЯДЕРНЫХ

МЕМБРАН ПЕЧЕНИ КРЫС

.1 Г. $ЛКАРЯН, Г. /1. ПОГОСЯН, Г. .4. ПАНОСЯН

LpcSrtiii'KHH государственный университет, кафедра биофизики

Перекиено.՛ окисление липидов—стероидные гормоны.

ПОЛ, являясь разрушительным процессом, стимулирует измене­
ния структурной целостности биологических мембран и приводит к 
возникновению широкого спектра химических продуктов, таких, как 
мзлононый диальдегид, гидроперекиси, альдегиды, кетоны и другие 
окисленные продукты [1, б, 7]. Многие из этих соединений характе­
ризуются высокой химической активностью и, если не детоксикация и 
запуск клеточных эндогенных механизмов, то могут взаимодейство­
вать с ДНК и стимулировать генетические повреждения.

Малочисленность литературных данных относительно процессов 
ПОЛ в ядрах и ядерных мембранах, вероятно, объясняется тем. что 
ядерная оболочка в структурно-функциональном отношении изучена 
недостаточно, несмотря на возрастающий интерес к ней в аспекте се 
роли и процессах специфической активации генома. Следствием это­
го является ограниченность информации о механизмах ПОЛ в ядре, 

формировании химических продуктов, их .взаимодействии с составной 
частью ядра и биологическом значении перекисной деградации липи­
дов ядерных мембран [14, 15].

Как известно, ядернсрмембранная структура, тесно связанная с. 
хроматином н рибосомами, играет важную роль в реализации генной 
экспрессии стероидными гормонами. Кроме того, в экспериментах 
in vitro стероидные гормоны рассматриваются как антиоксиданты в 
процессах ПОЛ [5. 12, 13].

Целью настоящей работы явилось исследование воздействия 
17 р-эс.'радиола и гидрокортизона на процесс ПОЛ ядерных мембран 
печени крыс.

C6xp2UU!HU)i ПОЛ—перекисное окисление липидов, МДА—.малоновый днэль-
ДЕГПД.
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Материал и методика. Использовали белых беспородных крыс обоего поля, ко- 
т.-.'ц.,֊. содержали ил стандартном рационе виварии.

17 [’, эстрадиол и гндрокснкортнзои («Б:§։па>. США) вводили .-’«утрнбрюшипно 
в концентрации 10 у к 5 мг на 100 г массы животного соответственно. Животных 
забивали через 4 ч после введения гормона. Ядра из клеток печени выделяли по 
методу Блобе-՛։։։ и Поттера [9]. Препараты ядерных мембран получали по методу, 
сочетающему ДНКззпую обработку [8] с осмотическим шоком [10]. Белок оп­
ределяли ио методу Лоури [11]

1ч;21 -лскърбат-, -вг.симую реакцию ИОЛ проводили ио описанному методу [֊]• ՛ 
Количество МДА определяли сиектрофотомстричсскн на спектрофотометре сСФ-46>, 
принимая коэффициент молярной экстинкции комплексов МДА ■ ткобЗртитурсм'| 
кислотой равных: \5ЬХ 10’ М-> см-։.

Результаты и обсуждение. Па начальном этапе было исследовано 1 
ПОЛ в ядерных мембранах печени крыс-самок, которым за 4 ч до 1 
декапитации вводили 17 р-эстрали’ол. Кинетика накопления концн։- 
рации МДА с пересчетом на мг белка по ходу инкубации ядерных 
мембран в экспериментальной среде для контрольных и опыт­
ных образцов идентична. Она характеризуется некоторым увеличе­
нием начальной концентрации МДА в основном в первые 10—15 мин 
инкубации, затем остается почти без изменений. Основным резуль­
татом, полученным в этих экспериментах, является значительное уве­
личение содержания МДА (примерно на 5 нМ/мг белка) в опытных; 
ядерных мембранах ио сравнению с контролем.

В работах (3, 4] показано, что введение животным гидрокортизо­
на приводит к заметному повышению общего содержания фосфоли­
пидов ядерных мембран, сопровождающемуся значительным сниже­
нием активности фосфолипазы Аз, т. е. происходит глубокое измене­
ние в обмене фосфолипидов в ядерных мембранах, что может быть 
связано с процессами гормональной активации генома. Исходя из 
этого, мы исследовали также действие гидрокортизона на уровень 
ПОД по схеме описанных экспериментов [3, 4]. Судя по кинетике 
накопления МДА во время инкубации, в первые 10—15 мин наблюда­
ется усиленное образование его, кик в случае с гидрокортизоном. 
Однако при введении гидрокортизона разница между содержанием 
МДА в опытных и контрольных образцах ядерных мембран в 5 раз 
больше, чем в аналогичных опытах с эстрадиолом, н составляет 
почти 20 пМ.мг белка, в 2,5 раза превышая свой контроль.

В связи с возможным неодинаковым протеканием реакции ПОЛ 
в различных компонентах клеток мы исследовали накопление МДА 
также в цельных ядрах, в супернатанте гомогената печени (2500об/мии. 
15 мин фракции легких митохондрий и микросом) после введения 
гидрокор'։изона. Показано, что ПОЛ неоднозначно реагирует на дей­
ствие гормона и уровень его неодинаков в различных компонентах. 
Установлено, что МДА более всего накапливается в целостных ядрах, 
хотя действие гормона в этой клеточной фракции почти незаметно. В 
опытных образцах ядерных мембран МДА образуется в 2,5 раза 
больше, чем з контроле. Что касается фракции супернатанта гомоге­
ната печени, то в ней наблюдается обратный эффект. Суммируя эти 
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данные, можно сделать предположение о неодинаковом изменении ли 
видного состава а исследуемых нами компонентах клеток.

Таким образом, показано, что под действием гормона интенсив­
ность процессов ПОЛ в ядерных мембранах повышается, а в супер­
натанте гомогената печени снижается Это, возможно, связано с тем, 
что после активации генома гормоном происходит изменение липидно­
го состава в первую очередь ,н ядерных мембранах. Биологический 
смысл этого процесса состоит в подготовке биологической мембрана 
к новым условиям деятельности. Об этом свидетельствует и уменьше­
ние ПОЛ в супернатантной фракции. Почти одинаковый уровень 
ПОЛ в цельных ядрах в контроле и опыте, вероятно, объясняется 
наличием загрязнений, экранирующих наблюдаемый эффект. Судя ио 
гниети»еским кривым контрольных и опытных образцов, ПОЛ ядер­
ных мембран, по видимому, связано с окислением идентичных липид- 
яых фракций.
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КОНЦЕНТРАЦИЯ АТФ, ХЛОРОФИЛЛА «а» И ВЕЛИЧИНА 
ЗАМЕДЛЕННОЙ ФЛЮОРЕСЦЕНЦИИ КАК ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ

ПОКАЗАТЕЛИ ПЛАНКТОННОГО 
СООБЩЕСТВА ГИДРОЭКОСИСТЕМ.

Р. О. ОГАНЕСЯН, С. .4. САРКИСЯН. Д. .7. СААКЯН. А С. УНАНЯН

Институт гидроэкологни и ихтиологии НАН Армении

Планктон гидроэкосастем—АТ'Р֊ хлорофилл ламедленнаи флюоресценция.

Полек путей преодоления трудностей в определении структурно­
функциональных зависимостей п планктонных сообществах привел к 
применению биофизических и биохимических методов и оценок, уни­
версальных для всех организмов, независимо от их форм и разме­
ров. Поэтому возникла необходимость в выборе таких биофизиче­
ских и биохимических параметров, которые отражают интенсивность 
обмена веществ и энергии, являются показателями функциональной 
активности клеток в различных экологических условиях и универ­
сальны для автотрофных и гетеротрофных организмов.

Указанным требованиям соответствую! количество АТФ в авто­
трофных и гетеротрофных клетках (АТФ-метрия), величина ’функцио­
нальной активности реакционных центров хлорофилла, специфических 
Для автотрофов (метод регистрации ЗФ). и широко известный в гня- 
'роэкологии спектрофотометрический метол определения хлорофилла 
«а», в известной степени нс полностью характеризующий функцио­
нальную активность хлорофилла «а» и фиопнгментов.

На наш взгляд, использование указанных показателей функцио­
нирования автотрофных и гетеротрофных клеток ц отдельности и а 
различных комбинациях даст возможность гидроэкологам глубже вы­
являть закономерности функционирования и энергооб.мена внутри от­
дельных звеньев трофической цепи (бактерио-фито-зоопланктон) гид­
роэкосистем во времени и в пространстве.

Материал и методика. Исследования для выявления корреляционное сэвдш 
между <количсстнами АТФ, хлорофиллом <а>. а также величиной ЗФ проводили ил 
изолированных культурах Chlorella vutgaris в зависимости от их концентрат» 
и многократной повторности Культуру выращивали при температуре 32° в куль­
тиваторе на среде Тамия. барбатирусмой воздухом, бод постоянным освещением 
(8000 лк).

АТФ определяли люцифернн-люциферазяой методикой [3] па собранной нами 
на базе ФЭУ-79 ’установке с применением стандартной аппаратуры. Хлорофилл са> 
определяли известным методом с помощью спектрофотометра СФ-26 [2]. Регистра 
нню ЗФ проводили с помощью цилиндрического фосфороскопа [I]

Полученные результаты функциональных величин были математически обрабо­
таны на ЭВМ

Результаты и обсуждение. На первом этапе работы одновремен­
но измеряли все 3 параметра на монокультуре Chlorelta. Получена

Сокращения: ЗФ—замедленная флюоресценция
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характерная кривая зависимости между ЗФ, концентрацией АТФ и 
концентрацией хлорофилла «а» на основании данных 10 серий опы­
тов (не приводится). Очевидно, что между ними существует в основ­
ном линейная зависимость. Между указанными показателями были 
получены довольно высокие корреляционные коэффициенты (0,67— 
0,89, табл.).

?'!U4<’huk корр; .‘,.։՝цион*г<х связей мг-псду концен-.-рацией ЛТФ и x.i.a" 
и ttoKasaiiu’.iPii .-амедленной ф.иоорегценции (Гд, 17сг ) у зеленой аода- 
росяи Chi. vulgaris

Y а — Ьл а- х аФ* а (х)

*• КАТФ- а. 0.S0 О.Ь9 0,81 0,74
2 КАТФ ~ Кхл.а* О.Ы) 0,69 и.Ы U,74
3- БЛТФ ~ Клл.а- 0.80 0,89 0.81 0,74
«• Вдф-Б։м. 0.80 0.89 0,81 0.74
5 0,74 0.8) 0,79 0-€9
* Бо֊, ‘‘л 0,74 0,Ь0 0,79 0,69

Ч.-Чт 0,67 О;77 0,70 0,6:5

X
 

J7
1 • 1 0.67 0.77 0.70 0.66

9- катф ~ F:i 0.77 0.84 0.83 0.67
1и БЛТФ гл 0.77 0.84 0.83 0.67
»* 0,77 4» .79 0.74 0.67

I 12 — 0-77 0.79 0.74 0,67

Иа основании полученных данных ниже приводятся логарифма 
чсскис и регрессионные уравнения, 
где Кхд-.г концентрация хлорофилла, измеренная спсктрофотомет 

рическим способом;
Б։л—биомасса водорослей, рассчитанная по Кхл.а.;
КАТф— концентрация ЛТФ, измеренная методом АТФ-мстрии;
БЛТ.— биомасса водорослей, рассчитанная по КЛ1-ф։.

Е- и Е(г — параметры ЗФ.

I. Зависимость концентрации ЛТФ от концентрации хл «а»: 

КДТФ = О,; 3 I >’■” г - 0.89, п — 36.

2. Зависимость концентрации АТФ от биомассы но хл «а>:

1п (Кдтф ) = (֊ 1 *39 ± 0,37) т (Э.8Э ± 0,68) !п (Б,.,...) 

или КАТФ=—0,25(БхЛ.а.) г— 0.89, п «■« 36.

3. Зависимость биомассы по АТФ, от концентрации хл «а»: 

1п(БАТФ) = (-0,32 ± 0,42) + (0.89 ± 0,03) 1п (Ко.։.) 

или БАТФ »• 0,40 (Кхл .а- )л,։՛ г “ 0,89, п — 36.
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4. Зависимость биомассы по АТФ от биомассы ио хл «а»: 

1п(6АТФ) = (-0.29 ±0.36) 4-(0.89 ■ 0,08) 1п (Б^...) 

Бл« ֊ °-75 (Б«л .«• )°ю г — 0,89. ո =36.

5. Зависимость концентрации хлорофилла «а» от Е 

1п Хл „а*- - (- 0,13 է 0,69) 4- (1,25 - 0.15) 1п Р 

или Кхл =0.83 (Е? )’’՛’ г = 0,81. п=37.

6. Зависимость биомассы по хл «а» от Е;(

1п Хл .а' = ( -0,5'4 ± 0,69) 4- (1.25 ± 0,16) 1п Р„ 

или Б,л .»• - 0,43 (Бд )’*’5 г = 0.81, ո--=37.

7. Зависимость концентрации хл «а» от Ет:

1п(Хл .а“)«(2.35 -I 0,44) + (1.06 . 0.75) 1пГ„ 

или Кхл.а-= 10.5(Ест)։>йв г = 0.7?, ո =37.

'8. Зависимость биомассы по хл «а» от Е\г:

1п(Бхл.а. > = (1.64 ‘ 0,44) 4-(1,06 + 0,15)1пЕ1Т 

или Бхл .и- =5,16 (Е„ )Ն1Ե г = 0.7 7. и «=37.

9. Зависимость концентрации АТФ от Ед:

1п (КАТф) ~ (-2.35 ± 0.62) + (1,27 ± 0,14) 1ո Рл.

или КАТф — 0,06(Ед)”։' г — 0.84. п •- 36.

10. Зависимость биомассы по АТФ от Ед:

1 л Батф — ( -1,75 ± 0,62) И1.27 ± 0,14} 1п К 

пли БАТф-= 0,17(Ед)։п г = 0,84, ո - 36.

11. Зависимость концентрации АТФ от Рет:

1п.(КАТф)-=(-0.29 ± 0.41) • (4.06 է 0,14) Ш Есг: 

илж КАТФ 0,75 (Ւր։)Լ * г — 0,80. ո —•- ԺՏ.

12. Зависимость биомассы но АТФ от ! ’г.:

1п(Батф) =(Ю,80 ± 0.41) 4֊ (1.С6 1 0,11)1пГСт 

или БАТф - 2.23 (Г„)’’м г — 0,80. ո — 35.

Графические связи между приведенными выше показателями 
сгруппированы в двух характерных группах: линейной и нелинейной 
зависимостей.

Аналогичные опыты -на монокультуре водоросли Зсепедеэтуз 
пока не дали достоверных результатов из-за трудного разрушения 
клеток.
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Полученные нами уравнения зависимости между указанными 
функциональными показателями одноклеточных водорослей СЛ/. 
vulgaris дают возможность с достаточной вероятностью рассчитать 
величину необходимого параметра при наличии одного из них.

Таким образом, математическая обработка полученных результа­
тов показала, что между КАТФ. ВАТф. Fr Fr, К„,а. для монокуль­
туры Chi. vulgaris существуют линейная и нелинейная зависимости.

Вычисленные логарифмические и регрессионные уравнения могут 
быть применены в теоретических и практических гидроэкологичсских 
исследованиях водных экосистем.

Полученные коэффициенты корреляции между количеством АТФ, 
ы. «а» и величиной ЗФ на монокультуре Chi. vulgaris (г = 0,69—0.891 
довольно значимы.
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СТРАТЕГИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ К ИЗУЧЕНИЮ МЕХАНИЗМОВ 
АДАПТАЦИИ ФЕРМЕНТНЫХ СИСТЕМ

THE STRATEGICAL APPROACHES ТО INVESTIGATION OF 
THE MECHANISMS OF ADAPTATION OF ENZYMIC SYSTEMS

МАДОЯН И. A.

ИраиАВ.кий 1'исудор֊гисиниГ< yjinnspcnrcr. *-афс-р1 экологии и охраны ։ р грады

Дани apuiiiuanwiqa хл.ксн (’ п.л.пи фермой mux систем. Спеинфнч- 
ность ч механизме* юррседип д-йСгапи ферментов рас матрк лаются п 
kj i’.r.ie кр.н рне адаил лги. Д:ч .харасесркстнхн jмолекул ирло-эколи- 
»-»։ ie.-кэго с >; • мин фер лги гоп ппэаккя пшы:це ддлг.тлциинноА 
емкости.

The original class fixation о: eiuymle systems 1$ given. Sperl tic By 
nnil correct.on mechanism* of action of ferments arc disabled as the crl- 
tcrla ol adop:atio;i. Fof rhe description о .mole ular-ecofogicnl state ol 
enzymes the con. .p: of adaptation capacity is proposed.

Ферментные системы ~ адаптации иная емкость*

Любой живой организм может существовать благодаря адапта­
ции к условиям обитания. Термин адаптация получил международ­
ное признание и имеет довольно широкий спектр применения [I]. 
Однако в современной научной литературе п<-ка еще не сложилось 
однозначного его толкования. Поэтому при рассмотрении какой-либо 
конкретной проблемы целесообразно дать свое понимание этого тер­
мина с тем. чтобы легче было оперировать им п специальном контексте 
[2тем более, что вопросы адаптации чаще всего обсуждаются с 
позиций морфологии, физиологии, патологии, этологии, психологии. 
Мы же в своем подходе к проблеме адаптации, как одной из фунда­
ментальных проблем биологии и экологии, сосредоточим внимание на 
ее биохимических аспектах. Итак, адаптация—это ссвокупность 
внутренних процессов, направленных на сохранение, восстановление 
или формирование комфортности данной системы. Под комфортностью 
мы подразумеваем состояние, когда биохимические реакции в конк­
ретных условиях обеспечивают стационарное функцитирование си­
стемы, например, клетки. В то же время сами реакция или, верное, 
их механизмы должны быть оптимально приспособлены к выполне­
нию своей биологической функции. В этом смысле биохимическая 
адаптация нами воспринимается в двух ипостасях: адаптация как со­
стояние (статическая адаптация |3|) и адаптация как процесс, разви­
тие (динамическая адаптация [3)). Первая наблюдается по достиже­
нии гомеостаза системы, вторая - при нарушении гомеостаза, появ­
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лении угрозы его смещения, а также при формировании новых си­
стем. В последнее время с целью обозначения функциональной сто­
роны гомеостаза (постоянство внутренней среды) было введено поня­
тие энзнтиосгаза (поддержание функции) [4]. Таким образом, можно 
сказать, чго результатом биохимической адаптации является поддер­
жание постоянства структуры и (или) функции системы. Результат 
этот может быть достигнут нг. разном временном отрезке, который 
зависит от характера эволюционных процессов, физиологического 
состояния организма (онтогенез, биологические циклы), продолжи­
тельности, интенсивности, скорости действия факторов внешней среды 
Ло происхождению биохимические адаптации могут носить гено- н фе­
нотипический характер. В основе генотипической адаптации лежат 
качественные и количественные изменения наследственного материала, 
которые в конечном итоге приводят к эволюционно закрепленным фор­
мам биологической адаптации. Следует отметить, что адаптивные 
генетические модификации всегда благоприятны для организма. В про­
тивном случае они не могут считаться экологически полезными. Иначе 
говоря, адаптация всегда имеет „положительный смысл’ и направлена 
на выживаемость биологических структур. Отсюда, ие всякое приспо­
собление следует принимать за биохимическую адаптацию, а лишь 
то. которое способствует сохранению и восстановлению гомеостаза в 
энантностаза. При изменении факторов окружающей среды включают­
ся механизмы фенотипической адаптации. Они генетически детерми­
нированы, но реализуются автономно от генома, который может вов­
лекаться в эги механизмы лишь благодаря избирательной 'активации 
отдельных генов, приводящей к синтезу макромолекул, необходи­
мых для адаптивиой регуляции.

Среди биохимических адаптивных механизмов важное место за­
нимают фермсьтлтивиые реакция, которые как бы связывают гено- и 
фенотипические формы адаптаций.

Почему х<е нажми ■ нужно изучать ждаптжвные свойства фер­
ментов и их систем? Навелось бы, исследовав структурно-функцио­
нальные особенности ферментов, можшо установить механизм их дей­
ствия и тем самым определить биологическую роль отдельных фер­
ментов и даже целых ферментных систем. Однако несмотря на всю 
глубину и доскональность изучения физико-химических свойств фер­
ментов. без введения понятия адаптации невозможно объяснить био­
логический „смысл* таких явлений, как увнавание субстратов, специ­
фичность действия ферментов, разнообразие последних в животном и 
растительном мире, регуляция и коррекция биохимических процес­
сов, иэоферментность, наличие иди, наоборот, отсутствие тех или 
иных ферментов в конкретных организмах, наконец, сам факт суще­
ствования биологических структур, подобных ферментам. „Нашу 
убежденность в важности анализа адаптивных процессов на биохими­
ческом уровне можно обосновать и следующим образом: для полно­
го раскрытия „главных тем* биологии необходимо знакомиться со 
всеми их вариациями только такой сравнительный подход позволит 
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нам уяснить себе фундаментальные принципы конструкции живых 
организмов”.

Осознав важность проблемы и приступая к ее изучению,следует 
в первую очередь разработать стратегию исследований. В этой статье 
мы попытаемся определить некоторые стратегические моменты в си­
стемном подходе к проблеме ферментативной адаптации. Для начала 
примем, что ферментная система—это комплекс субстратов, продук­
тов н других химических соединений, принимающих участие в ката­
лизе реакций, осуществляемых одним или ;несколькими ферментами. 
Под субстратами и продуктами подразумеваются начальные и ко­
нечные вещества не только одной, но также к цепи биохимических 
реакций.

Рассмотрим некоторые характерные для метаболизма фермент­
ные системы.

I. Система одностадийного перехода субстратов в продукты: 
а) паритетный б) прогрессирующий в) регрессирующий

/В, А։Ч
А-В А֊*В։ Л3-В

'-В3 А3/л
II. Система многостадийного линейного перехода субстратов в 

продукты:
д _» в - С ֊> О.

III. Система многостадийного кольцевого перехода субстратов в 
продукты:

А С

Вес остальные типы ферментных систем можно принимать за разлпч 
ные вариации перечисленных.

Постараемся выделить особенности, характерные для каждой из 
указанных систем и представляющие интерес при анализе адапта­
ционных механизмов действия ферментов.

Одностадийный паритетный переход. Особенностью данной 
системы является то, что в ходе реакции число молекул субстрата, 
вовлеченное в катализ, остается равным числу .молекул образованно­
го продукта: пМ,==пМр. Таковы реакции взаимопревращения а- и 
^■сахаров, катализируемые альдоза-1-эпимеразой. Интересно, что от­
меченная реакция может протекать и о отсутствие фермента, но го­
раздо медленнее. Это позволяет предположить, что наличие фермента 
является следствием эволюционно закрепленной адаптации.

Одностадийный прогрессирующий переход (пМа <пМр). Сюда 
можно отнести системы с участием трипсина, пепсина и других протеаз.

Одностадийный регрессирующий переход (пМ5 > пМр). Этой си­
стеме соответствуют реакции, осущестяляемыс некот.. рыма дегидро­
геназами и полимеразами.

• Хочачкл 17.. Сом։ро Дж. Биохимическая адаптация. М.:Мир, 1°Я8. с. 19.
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Многостадийный линейный переход. Отличительной чертой 
этих реакций является наличие между начальным субстратом и ко­
нечным продуктом по крайней мере одной стадии с промежуточным 
устойчивым продуктом, который одновременно может служить субст­
ратом в последующей реакции, катализируемой отличным от преды­
дущего ферментом. В качестве примера здесь можно принести про­
цесс гликолиза.

Многостадийный кольцевой переход. Такая система складывает­
ся, когда а роли конечного продукта и начального субстрата высту­
пает одно и то же вещество. Классическим образцом подобной си­
стемы может быть цикл лимонной кислоты [4. 5].

Приведенная классификация ферментных систем позволяет пред­
положить, что в процессе эволюции происходила адаптация фермен­
тов к выполнению своих .метаболических функций через выбор наи­
более оптимального пути их реализации. Отметим, что действия того 
или иного фермента н одной из четырех систем ^генетически задано. 
Иначе говоря, выбор специфического перевода субстрата в продукт 
можно рассматривать как генотипическую форму адаптации фермен­
тов. Однако функционирование системы зависит также от условий 
среды. При их постоянстве фермент, а следовательно, и вся система 
будет сработать" в режиме статической адаптации. [Изменение усло­
вий окружающей среды включает механизмы динамической адапта­
ции. В этом случае возможны следующие перестройки .работы" фер­
мента: 1. фермент стремится удержать систему па прежнем уровне; 
2. фермент выводит систему на новый станционарный уровень; 3. про­
исходит полное торможение активности фермента, однако целост­
ность системы при этом сохраняется. В этом случае возможно вос­
становление функции системы при нейтрализации действия внешнего 
фактора; 4. фермент не в состоянии противодействовать деструктив­
ному влиянию внешних факторов — наступает разрушение системы.

Предполагается, что в первых трех случаях происходит ядапта 
имя фермента (системы) к новым условиям. Причем, адаптация бу­
дет полной, если динамическая ее форма перейдет и статическую, то 
■есть будет достигнуто стационарное состояние системы. Четвертый 
вариант соответствует ситуации, когда механизмы динамической адап­
тации (если они успевают включиться) недостаточны для достижения 
статической адаптации, иначе обеспечения комфортности системы.

Для анализа указанных четырех вариантов реакции ферментных 
систем на изменения условий средь՛ следует ввести понятие адапта­
ционной емкости. Под адаптационной ’емкостью ферментной системы 
подразумевается резерв ее способности к реализации своей функции 
под влиянием внешних факторов. Она определяется значениями внеш­
них факторов и (или) времени, в пределах которых система сохра­
няет свою жизнестойкость. Для каждого внешнего фактора (темпе­
ратура, концентрация тяжелых металлов и др.) адаптационная емкость 
определяется сначала отдельно. Затем влияние внешних факторов 
изучается в различном сочетании. После этого полученные данные 
вводятся в ЭВМ со специально разработанной программой. Машин- 
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пая обработка лает возможность сделать достоверные выводы о сте­
пени адаптированное™ ферментных систем. Сведения об адаптацион­
ной емкости биохимических систем помогут, с одной стороны, прог­
нозировать момент наступления патологии, а с другой - увеличить 
физиологические возможности организма.

Важно отметить, что стандартные кинетические характеристики 
ферментативных реакций сами по себе не дают представления о сте­
пени адаптированное™ ферментов при реализации своих функций [5. 
6|. Уровень и стратегия обобщения данных здесь должны Сыть ины­
ми. Поэтому, используя классические методы исследований механиз­
мов действия ферментов, следует подходить к понятиям скорость, 
реакций, специфичность, узнавание, коррекция как к категориям адап­
таций.

В качестве объектов подобных исследований рекомендуются 
ферментные системы с участием аминоацил-тРНК-синтетаэЗ КФ 6.1.1), 
которые по нашей классификации могут относиться к паритетному 
типу:

арс, м;+
АК ьАТФ + тРНК «₽ АК~тРНК-^АМФ+ ПФ.

где АРС — аминоацил-тРНК-синтетаза, АК—аминокислота, ПФ неор­
ганический пирофосфат.

АРС являются ключевыми ферментами биосинтеза белков в 
клетке. Они обеспечивают реализацию генетической информации вне 
рибосом. При этом, в силу своей биохимической роли, они проявляют 
исключительную специфичность по отношению к своим субстратам и 
обладают чувствительным механизмом коррекции своих действий [7].

Известно, что ошибка в отборе аминокислоты на сталии их акти­
вации не может быть обнаружено в процессе трансляции в силу ко- 
дон-знтикодонового механизма узнавания мРНК н аминоацнл-тРНК. 
Отсюда, становится очевидным, чти изменение эволюционно закреп­
ленной адаптированное™ данной ферментной системы может при­
вести к искажению генетической информации во время биосинте­
за белков, а, следовательно, и к нарушению всего метаболизма.

Кинетические и структурно-функциональные аспекты АРС изу­
чаются давно и успешно, накоплен громадный фактический материал 
по механизму нх действия [8—10]. Однако ни в одной из них не 
проводился анализ полученных данных на 'уровне экологических ка­
тегорий. Используя методы биометрии |П] и данные по механизму 
действия и специфичности АРС, мы бы смогли сделать выводы о 
степени надежности и адаптированное™ этих ферментных систем по 
отношению к условиям окружающей среды. Подобные ' исследования 
позволят разработать методы диагностики п прогноза состояния био­
логических систем при различных экологических флуктуациях.
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NATURE OF ENERGETICAL TRANSFORMATIONS 
OF MITOCHONDRIA AND CHLOROPLAST

I) . B. DAVID1AN

Institute of Mechanics. Academy of Sciences of Armenia, Yerevan

Phys.cal mechan-sm of functioning of mitochondria and chloroplast 
is !d*ii ified with the phenomenon o: irregular series of colloid chemistry.

Идентифк троил։ физический механизм функционирования мито­
хондрий и хлэрочла-тэа с явлением неправильных рядов коллоидной 
химии.

Key words — mltochotviria, chloroplast.

In oscillating regime of functioning of mitochondria and chiorop- 
las's the conformation of ferments, pH, permeability, electrolyte compo­
sition. potentials, form, sizes, etc. are changing. The basis of these chan­
ges Is the process of structural recharge of frames of electric double 
ayers t f energotransformating membrane {I. 2].

Various types of charged stales of membrane of cells and organe
l.i standard and pathology are shown on the fig. 1. Similar structures are

Fig. I. Types cf charged slates of membrane cells and organella.
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discovered in ample x combinations, vhlch has brought to light the cons 
tancy of element valency.

On the fig. 2 tlie hypothetical diagram of mitochondria and chlo­
roplast function in the frames of Irregular series Is shown.

Today energization of mitochondria Is imagined as accumulation of 
11,0. Ca, Na, ADP, Pl, O,. feeding substrates, etc. Then H is released, 
the carbon skeleton is transformed Into CO,. H30 and ATI are synthe­
sized. The released energy is spent on synthesis, ATP in an unkn­
own way. In phenomenon of irregular series the change of electrolyte
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concentration Is the lever of transformation MC <=>+MC [3 j. The fact 
of biology testifies about functional changes of eieilrolytc composition of 
organism, ceils, organells, mitochondria, chloroplasts, double spiral of 
DNA. etc. in accordance with the phenomenon of trr< gular scries and 
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ox-red reactions-, which are accompanying it. Behind this little known 
phenomenon is hiding me cd basic laws of living and lifeless nature, which 

is still necessary to understand arid formulate in a correct way.
The disintegration of feeding leads to the accumulation of pro­

ducts in which the sham cations Ca and Na arc Iransforjncd from 
*M(G) C, A, e into (0. e) C, *’£, and are thrown out from matrix, 
moving thus the concentration of electrolytes to the left.

After recharging into MC of both membrane monolayers, (he trans­
formed ATPase synthesizes the ATP. taking up the stored energy 
and excluding its thermal release. The protoxldatlon of incubation me­
dium is connected with recharging of both membrane monolayers from 
+MC Into -MC, and not with the release of *11 from matrix. In dise- 
nerglzed state matrix is acid, that is why the observed absorption of 
medium takes place. The existence of elec tn n-transporting chairs is be­
coming a problem. It Is important to notice, that energization and dise- 
nerglzation disagree with presentation that is assumed In our days. In 
chloroplasts and disks of rod the same pre cesses take place taking into 
account the heightened sensibility +.MC to radiati .n.

Tllacolde space (anode) must be connected with onto: environment 
i formation of galvanic element compartments lMC MC and relea­
se of Oj.

F.lectfolytical composition of mltochondrla-new-comers is the same 
as that of neuron, etc., so called normal cells. With ut an additional 
specialized unscrewed membrane, mitochondria would be founded Is an 
antagonical surrounding and couldn't function. The same can be said 
about other doubled membranes. It can be also stated, that charging and 
signs of charges don't reflect the real picture of manifestation of struc- 
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turai energetical state of membrine In the definition of potential of rest, 
action, etc.

In accordance with all this one can approximately formulate the li­
ving state. The phenomenon of life is a dirigible transformation of the 
structure of galvanical elements In Iwo dosed double molecular layers of 
membrane with difference in energy of ATP.
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