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Механизмы токсического воздействия коразола in 
vivo обусловлены с повышением липидной перокси
дации мембран нейронов, степенью гемолиза эритро
цитов. уровнем церулоплазмина (ЦП) в сыворотке 
крови и снижением уровня витаминов С и А и глюта- 
тион редуктазы [13]. При этом терапия карбамазепи
ном приводит к увеличению уровня Cu,Zn- 
супероксиддисмутазы (СОД) и снижению содержания 
глутатиона в плазме крови [11]. При эпилепсии уров
ни СОД, глутатион редуктазы и каталазы также замет
но изменяются [8.15]. Одним из механизмов эпилеп
тических судорожных состояний является нарушение 
физиологического баланса между анти- и проокси- 
дантными системами мозга [14] и крови [2], препара
ты же антиоксидантного действия а-токоферол и 
Cu.Zn-СОД [3], а также оксакарбазепин [7] оказывают 
противоэпилептическое регулирующее действие. Од
нако молекулярные механизмы непосредственного 
воздействия эпилептогена коразола на компоненты 
крови (металлопротеины) in vitro остаются невыявлен- 
ными. Целью работы является определение воздейст
вия токсических доз коразола на состояние анти- и 
прооксидантного действия металлопротеинов крови - 
регуляторов метаболизма активных форм кислорода 
(АФК).

Материал и методы

Металлопротеины (МП) антиоксидантного дейст
вия (МАД): Cu.Zn- СОД, каталаза, полученные из рас
творимой фракции эритроцитов, ЦП и трансферрин 
(ТФ) - из сыворотки крови крыс, и металлопротеины 
прооксидантного действия (МПД): изоформы цито
хрома (цит.) Ь558, в частности Ь558Ш эритроцитар
ных мембран (ЭМ), супероксид (ОгЭ-продуцирующий 
липопротеин сыворотки - супрол получали в высоко- 
очищенном состоянии биотехнологическим способом 
[4], без использования детергента при солюбилизации 
цит. Ь558 из ЭМ. При этом белковые фракции сыво
ротки растворимой части эритроцитов и ЭМ подверга
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ли ионообменной хроматографии на целлюлозах DE- 
52, КМ-52 (“Whatman”, Англия) и DEAE А-50 (“Phar
macia", Швеция) и гель-фильтрации - на сефадексах 
G-75 и G-100. Количество МАД и МПД определяли, 
рассчитывая характерную для данного белка плот
ность максимального оптического поглощения, что 
для цит. Ь558Ш имеется при 530 нм, супрола - 430 нм, 
ЦП - 610 нм и ТФ - 470 нм. Активность СОД, Օշ- 
продуцирующая активность цит. Ь558Ш и супрола 
вычисляли нитротетразолиевым синим (НТС) мето
дом [1], определяя % ингибирования (для СОД) и при
роста (для супрола и цит. Ь558Ш) образования форма- 
зана (при 560 нм) при восстановлении НТС суперок
сидными радикалами. За единицу СОД активности и Օշ՜-продуцирующей активности принимали то коли
чество белка, которое вызывает 50% ингибирование 
(для СОД) или 50% стимулирование (для супрола и 
цит. Ь558Ш) образования формазана. Активность ка
талазы определяли перманганатометрическим мето
дом с учетом количества расщепленной за 1 мин (при 
20°) перекиси водорода (Н2О2) под воздействием оп
ределенного количества каталазы. За единицу каталаз
ной активности принимали то количество белка, кото
рое вызывает расщепление 0,1 М Н2О2 в приведенных 
условиях. Метгемоглобин (метНЬ)-восстанавливаю- 
щую активность цит. Ь558Ш определяли оптическим 
спектральным методом, путем вычисления плотности 
максимального оптического поглощения феррогемо- 
глобина (ферроНЬ) при 555 нм, под воздействием сте
хиометрического количества цит. Ь558 III (10'5М) в 
аэробных условиях in vitro при 20° в течение 4-5ч [6].

Оптические спектры поглощения регистрировали 
на спектрофотометре ‘‘Specord UV-VIS” (Германия) с 
длиной оптического пути 1 см при 20°. Коразол полу
чали из фирмы “Sigma” в кристаллическом виде. Ко
разол в дозе 50 мг вызывает 50% гибель крыс (ЛД - 
50), а 70 мг - 100% (ЛД -100) [3]. Исходя из этого был 
определен эффект приведенных токсических доз кора
зола (до 60 мг) на оптико-спектральные показатели и 
активность МАД и МПД. Коразол (10-60 мг/мл) инку
бировали с определенным количеством МП (послед-
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ние были растворены в 0.02 М калийфосфатном буфе
ре (КФБ). pH 7.4 при 20° в течение 1 ч и 24 ч в аэроб
ных условиях. В ходе получения и очистки МП были 
использованы центрифуги К-70 и К-24 (Германия), а 
также стеклянные колонки для ионообменной хрома
тографии (3x15. 2x20 с.и) и гель-фильтрации (2x90см). 
Статистическую обработку полученных результатов 
осуществляли общеизвестным методом вариационной 
статистики Стьюдента-Фишера с определением крите
рия р (п=10).

Результаты и обсуждение

В результате инкубирования коразол в приведен
ных условиях практически не влияет на активность 
СОД (рис. 1) и не изменяет форму и интенсивность 
(при 470 нм) ТФ (рис. 2). Однако коразол почти пол
ностью (83,4±6,1 %) инактивирует каталазу (рис. 3), 
снижает Օշ՜-продуцирующую активность (25,2±3,1 %) 
и метНЬ-восстанавливающую активность (18,7±1,9 %) 
цит. Ь558Ш (рис. 4).
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Рис. 1. Изменение активности Си,2п-С0Д под воздействием • 
коразола в приведенных концентрациях после инкубиро
вания фермента с коразолом в течение 1 ч при 20°

После 24 ч инкубирования коразола (60 мг/мл) с 
ЭМ (последние были смешаны с 0,04 М КФБ) не на
блюдается изменения степени отщепления 
(рилизинга) изоформ цит. Ь558 ЭМ (при pH 7,4). Од
нако это вызывает резкое повышение степени агрега
ции изоформ цит. Ь558 (81,4±4,0%), как это показано 
на рис. 5а. При этом повышается величина оптическо
го индекса (А412/А530) цит. Ь558Ш от 8,7 до 9,1 и не-

Рис. 2. Оптический спектр ТФ до (___) и после (....)
инкубирования белка с 60 мг/мл коразолом в течение 24 ч 
при 20°

много снижается интенсивность поглощения (12,0±1.4 
%) цит. Ь558Ш при 530 нм (рис.5б). Фактически кора
зол резко снижает растворимость изоформ цит. Ь558 
ЭМ (они снова переходят в растворимую фазу при pH 
9, с дальнейшим диализом против воды). Коразол не
сколько и необратимо снижает (до 12,2±1,1 %) плот
ность поглощения ЦП (при 610 ли) (рис. 6). При этом 
ощутимо повышается Օշ՜-продуцирующая активность

_1_________ _1------------- և20 40 60Коразол (мг/мл)
Рис. 4. Изменение метНЬ-восстанавливающей активности 
(1) и Օշ՜-продуцирующей активности (2) цит. Ь558Ш (10 5М) 
после его инкубирования с коразолом в приведенных 
количествах

Рис. 3. Изменение активности каталазы после ее часового 
инкубирования с коразолом в приведенных количествах при 
20й
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супрола (49.1 ±3,7%) (рис. 7) с одновременным сниже
нием стабильности (растворимости) этого липопро
теина сыворотки высокой плотности. Повышение сте
пени агрегации цит. Ь558 ЭМ и супрола под воздейст
вием коразола может вызывать снижение текучести 
ЭМ и повышение вязкости сыворотки с нарушением 

гемодинамики. С другой стороны, снижение метНЬ- 
восстанавливающей и О2-продуцирующей активности 
цит. Ь558Ш может вызывать изменение гомеостаза 
кислорода (метНЬ не транспортирует О2 к клеткам) 
[13].

Рис. 5. а - изменение уровня агрегированного цит.Ь558П1, 
полученного из ЭМ крыс после их инкубирования с 
60 мг/лм коразолом в течение 24 ч при 20° 

б - оптический спектр поглощения нативного цит. Ь5581П 
(1) и агрегированного цит. Ь558Ш (2)

Полученные результаты хорошо коррелируют ли
тературные данные, связанные с увеличением уровня 
ЦП [13, 16] и каталазы [10, 12] под воздействием ко
разола (или другого эпилептогена пентилентетразола) 

in vivo. Это, видимо, является ответом адаптационных 
механизмов организма против снижения уровня ЦП и 
каталазы под воздействием коразола.

Рис. 6. Оптический спектр ЦП до (___) и после (.... )
инкубирования белка с 60 мг/мл коразолом в течение 24 ч 
при 20“

Рис. 7. Увеличение О2՜ -продуцирующей активности 
супрола после инкубирования с коразолом в приведенных 
количествах в течение 1 ч при 20°

Можно заключить, что наряду с нейротоксическим 
действием [17] коразол оказывает определенное де
градирующее действие на МАД и МПД, регуляторов 

метаболизма АФК, что можно считать механизмом 
оксидативного повреждения крови под воздействием 
эпилептогена коразола.

Поступила 25.12.04
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էպիլեպտոգեն կորազոլի վնասակար ազդեցությունը արյան մետաղապրոտեինների վրա in vitroԼ. Ա. Սիմոնյան, Գ. Մ. Սիմոնյան, Ա. Ա. Սիմոնյան, Մ. Ա. Սիմոնյան
էպիլեպտոգեն կորազուը (մինչև 60 մգ/մլ) 1-24 ժամ 

20°-ում ինկուբացման հետևանքով ցուցաբերում է վնասակար ազդեցություն արյան հակա- և պրոօքսի- դանտային ազդեցության մետաղապրոտեինների վրա 
in vitro: Դա արտահայտվում է կաաալազի ակտիվազրկմամբ (83,4±6,1%), ցիաոքրոմ (ցխո.) ե558111-ի Օշ՜ ֊գոյացման (25,2±3,1 %) և tihp.Hb- վերականգնման (18,7±1,9%) ակտիվությունների նվազմամբ, էրիթրոցիտների թաղանթներում ագրեգացման աստիճանի մեծացմամբ (81,4±4,0%): Նկատվում է ցիտ. ե558111-ի օպտիկական ինդեքսի 
(А4|2/дяо) աճ: Այդ պայմաններում կորազոլը գունաթափում է ցերուլոպլազմինը (12,2±1,1 %) և 

բարձրացնում է սուպրոլի Օշ-գոյացնող ակտիվությունը (49,1±3,7%), նվազեցնելով նրա կայունությունը (լուծելիությունը): Միաժամանակ կորազուը գործնակա- նորեն չի ակտիվազրկում Cu.Zn-ՍՕԴ-ը, չի վնասում տրանսֆերինին և չի փոփոխում էրիթրոցիտների թաղանթներից ցիտ. ե558-ի իզոձևերի արտազատման աստիճանը:Եզրակացվում է, որ գործելով նշված մեխանիզմներով, կորազուը հանգեցնում է թթվածնի ակտիվ միացությունների նյութափոխանակության կարգավորող մետաղապրոտեինների օքսիդատիվ վնասմանը in 
vitro պայմաններում:

The damaging effect of the epileptogen corazole on blood metalloproteins in vitro

L.A. Simonyan, G.M. Simonyan, A.A. Simonyan, M.A. Simonyan -

After the incubation of corazole (to 60 mg/тГ) with 
blood metalloproteins in vitro, a damaging effect of these 
proteins is observed. This is expressed by inactivation of 
catalase (83,4±6,1%), decrease of Օշ՜ -producing 
(25,2±3.1 %) and met.Hb-reducing (18,7±1,9%) activities 
of cytochrome (cyt.) Ь558 Ш in erythrocyte membranes to 
81,4±4,0%. Simultaneously an increase of the optical 
spectral index (A412/A530) of cyt. Ь558 Ш is observed. 
In these conditions corazole irreversibly bleaches ceru

loplasmin (12,2±1,1 %), increases Օշ՜ -producing activity 
of suprol (49,1±3,7%) and decreases its stability. Corazole 
does not practically inactivate Cu,Zn-SOD and does not 
damage transferrin, neither influences the releasing degree 
of isoforms of cyt. B558 from EM.

Thus, the toxic effect of corazole is expressed by oxi
dative damage of blood metalloproteins - regulators of 
metabolism of reactive oxygen species in vitro.
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