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ОБЩИЕ ПРОБЛЕМЫ ГЕРОНТОЛОГИИ

РОЛЬ И.И. МЕЧНИКОВА В ФОРМИРОВАНИИ СОВРЕМЕННОЙ ГЕРОНТОЛОГИИ

В.В. Безруков, Ю.К. Дупленко

Институт геронтологии АМН Украины

г. Киев, Украина

100 лет назад И. И. Мечников ввел в научный оборот термин «геронтология». Он появился в его статьях (1906) в Harper’s Monthly Magazine и Revue du Mois в период подготовки к изданию «Этюдов оптимизма». Но этим не исчерпывается вклад Мечникова в историю геронтологии. Он подошел к изучению старения, будучи всемирно признанным авторитетом в области сравнительной эмбриологии и общей патологии. И прежде всего он критически пересмотрел эволюционную роль естественной смерти, по А. Вейсману. Даже т. наз. естественную смерть у человека Мечников считал более правильным относить за счет болезней стариков, т.е. и в этих случаях он видел «насильственный процесс». Концепция старения как побочного эффекта эволюции была по сути открыта заново Мечниковым и получила самостоятельное развитие в трудах его последователей. Важное место в развитии геронтологии занимают экспериментальные исследования Мечникова, которые основывались на его представлениях о клеточных механизмах старения. Мечников ведущую роль отводил нарушениям межклеточных взаимоотношений и гетерохронности старения различных тканевых элементов. Исследования действия различных цитотоксических сывороток на стареющий организм, основанные на принципах, намеченных им, изучение иммунологической реактивности – дело последующего этапа развития его идей А. А. Богомольцем (1939, 1940) и его последователями. И, наконец, идея Мечникова о значении аутоинтоксикационных процессов в механизмах старения. С одной стороны, она послужила основанием для экспериментального моделирования старения (первая попытка получить экспериментальную модель старости). С другой стороны, эта идея была развита его учеником В. Коренчевским (1961) и определила важное исследовательское направление в современной геронтологии. 

Эпигенетические механизмы формирования возрастных стратегий адаптаций

А.И. Божков

НИИ биологии Харьковского национального университета им. В.Н. Каразина

г. Харьков, Украина

E mail: bozhkov@univer.kharkov.ua

О старении организмов мы чаще всего судим по проявлению тех или иных признаков. С физиологической точки зрения наиболее универсальным проявлением старения организма является снижение способности к адаптации и увеличение вероятности развития патологий. Мы убеждены, что феномен возрастзависимого снижения адаптивных возможностей является центральной проблемой геронтологии.

Снижение адаптации организма в процессе онтогенеза может быть связано: 1 – с накоплением каких-либо количественных или качественных возрастзависимых изменений; 2 – с потерей каких-либо компонентов или ингибированием возрастзависимых процессов; 3 – с формированием новых свойств, в частности, эпигенетической памяти (Божков 1998(.

Мы полагаем, что возрастзависимое изменение адаптивных возможностей является следствием функционирования как минимум 3-х принципов  биосистем независимо от уровня их организации: 1 – принципа исходного состояния; 2 – принципа эпигенетической памяти; 3 – принципа необратимости эпигенетических изменений.

С целью проверки этого положения использовали различные экспериментальные модели. На культуре клеток микроводорослей, которые были адаптированы к высоким, токсичным для этого вида концентрациям ионов меди, показано, что эпигенетические изменения способны переходить в стойкие метаболические состояния. При моделировании задержки роста экспериментальных животных было показано, что у взрослых животных активность аминотрансфераз, глюкозо-6-фосфатазы и фосфорилирующей активности митохондрий  изменяются в большей степени, чем у молодых. Это демонстрирует, что молодые и взрослые животные используют различные стратегии адаптации. Выбор стратегии адаптации определяется особенностями исходного метаболического состояния. Различием исходных метаболических состояний молодых и взрослых животных объясняется различие в ответной реакции молодых и взрослых животных на токсическое действие ионов меди и других факторов. Так, если молодые и взрослые  животные находились на  сдерживающих рост диетах, то ответная реакция иммунной системы молодых и взрослых животных была однотипной. 

В работе рассматриваются основные положения концепции эпигенотипа в формировании возрастзависимых патологий. 

О "БЕССМЕРТИИ" ЖИВОТНЫХ, РАСТЕНИЙ И КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ

А.Н. Хохлов

Сектор эволюционной цитогеронтологии, биологический факультет

МГУ им.  М.В. Ломоносова

г.  Москва, Россия

E-mail: khokhlov@genebee.msu.su

В геронтологической литературе довольно часто употребляется, применительно к живым организмам, понятие "бессмертный" (immortal). Естественно, речь не идет о реальном бессмертии, как у Кощея Бессмертного. Погибнуть эти организмы могут, однако они не стареют, т.е. вероятность их смерти остается практически постоянной на протяжении достаточно долгого времени. При этом как бы само собой подразумевается, что эта вероятность очень мала, поэтому указанные организмы живут гораздо дольше, чем "смертные". Однако именно при высокой вероятности смерти организмы просто не доживают до старости и уж точно считаются "нестареющими". Практически все долгоживущие "нестареющие" животные обладают неограниченным ростом (омары, камбалы, осетры, некоторые киты, аллигаторы, черепахи) или очень высокой (иногда неограниченной) способностью к регенерации (пресноводная гидра). Первые достигают обычно очень больших размеров, а вторые непрерывно обновляют свои клетки. Таким образом, в обоих случаях налицо непрерывная клеточная пролиферация. Сходную ситуацию мы можем видеть и у некоторых губок или у кораллов, а также у многих вегетативно размножающихся растений. Надо заметить, что "супердолгожители" среди стареющих растений, как и долгожители-животные, достигают обычно очень больших размеров (классический пример – секвойя). У таких растений лишь ничтожное количество продолжающих размножаться живых клеток, остальные же давно умерли. В "бессмертных" клеточных линиях гибель отдельных клеток идет непрерывно. При каждом пересеве таких культур до 40 % клеток не доживают до следующего пассажа. Однако остальные размножаются настолько интенсивно, что мы наблюдаем экспоненциальное увеличение численности клеточной популяции. Впрочем, в случае всех высших животных (включая человека) мы тоже имеем "бессмертие по Вейсману", ибо так называемая "зародышевая плазма" практически бесконечно передается из поколения в поколение. Для экспериментальной геронтологии все вышесказанное ведет к следующим достаточно пессимистичным выводам. Казалось бы, можно просто стимулировать размножение клеток организма и их замену. Однако многие наши ткани состоят из абсолютно не делящихся клеток (кардиомиоциты, нейроны и др.) и размножение, скажем, нейронов для нас невозможно без потери личности, а размножение кардиомиоцитов – без нарушения работы сердца (отсюда гигантские проблемы лечения инсультов и инфарктов). Некоторых успехов можно было бы добиться путем стимуляции роста организма за счет размножения "некритических" клеток, однако это приведет к слишком значительным побочным эффектам (размеры тела). Единственно же возможные подходы к реально заметному замедлению старения – это уменьшение скорости возникновения возрастных повреждений в клетках организма или устранение уже возникших дефектов (главным образом, дефектов в ДНК). К сожалению, такого рода задачи вряд ли могут быть решены полностью в обозримом будущем.

МЕХАНИЗМЫ СТАРЕНИЯ, РОЛЬ СРЕДЫ В СТАНОВЛЕНИИ ЭТОГО ПРОЦЕССА И МОДИФИКАЦИИ ЕГО ТЕМПА

А.В. Халявкин, А.И. Яшин

Институт биохимической физики РАН, г. Москва, Россия

Университет Дьюка, Дюрем, Северная Каролина, США

E-mail: ab3711@mail.sitek.net
У большинства видов и старение по программе, и стохастические механизмы нормального старения маловероятны. Для смены поколений в естественной среде программа старения излишня. А против стохастических сбоев, не превышающих резервные возможности, есть мощные системы восстановления, развитые за сотни миллионов лет эволюции. Старение скорее следствие отклонений в работе организма как целого, чем результат первичных деструктивных изменений его частей. Эти отклонения связаны с особенностями систем управления организмом и неизбежны в условиях, отличных от тех, к которым эволюционно приспособлен вид. Темп старения пропорционален степени отличия реального режима жизнедеятельности от эволюционно обусловленного, при котором особи могут функционировать без старения. Кривые выживания реальных популяций расположены между двумя асимптотами. Нижней асимптотой является экспонента, характеризующая идеальный случай отсутствия старения в привычной среде при  высоком риске гибели от внешних причин. Верхняя асимптота напоминает прямоугольную зависимость. Она возникает при исходно низком риске гибели в комфортных условиях в сочетании с наивысшим темпом старения. Кривые выживания птиц и грызунов в природе близки к ниспадающей экспоненте. В неволе они более прямоугольны, как у населения развитых стран. Статистика смертности людей ведется сравнительно недавно. Палеодемография, судящая о возрасте по анализу костных останков, дает заниженные цифры. Это связано с сильным влиянием условий существования на параметры зависимости биологического (костного) возраста от реального. Даже в современных популяциях коэффициенты пересчета костного возраста в хронологический различаются в 3,6 – 5,9 раз. Значит, характеристики костей физически активного человека 80-ти лет будут соответствовать параметрам малоподвижного человека более молодого возраста. И оценкой его костного возраста будет не 30+50=80 лет, а 30+50/К, т.е. 38,5 лет или 44 года. Поэтому "исчезновение" стариков Геркуланума во время извержения Везувия перестает быть загадкой. Просто их костный возраст соответствовал костному возрасту наших современников 40-45 лет. Об этом же говорят результаты оценки останков из датированных древнеримских могил. Анализ показал, что костный возраст образцов был моложе 40 лет, тогда как их реальный возраст был старше 70 лет.
ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИЕ ЛАНДШАФТЫ И ОНТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ТРАЕКТОРИИ

А.М. Вайсерман

Институт геронтологии АМН Украины

г. Киев, Украина

Е-mail: vaiserman@geront.kiev.ua

В процессе эволюции у представителей всех видов выработался механизм “прогностического адаптивного ответа” (“predictive adaptive response”), который позволяет заблаговременно готовиться к условиям жизни, в которых они оказываются после рождения. Однако реализация этого механизма приводит к увеличению приспособленности организма только в тех случаях, когда условия обитания до и после рождения сходны, если же они различаются (прогноз оказывается неверным), это впоследствии может  быть причиной возникновения различных патологий. Так, показано, что если внутриутробное развитие людей происходит на фоне неполноценного (качественно или количественно) питания, они рождаются со сниженным весом и измененным обменом веществ. Люди с подобным “запасливым” (“thrifty”) типом метаболизма лучше выживают в условиях голодания, однако при нормальном питании быстро набирают массу и впоследствии склонны к ожирению и заболеванию диабетом. 

Одним из наиболее вероятных кандидатов на роль “носителя памяти” об условиях раннего развития является эпигенотип организма. До последнего времени считалось, что все индуцированные стрессами изменения генетической активности, происходящие в организме после завершения периода эмбрионального развития, обратимы. Однако оказалось, что это не так. Некоторые из них оказываются необратимыми и, будучи индуцированными, особенно на ранних стадиях развития, могут импринтироваться (запечатлеваться) и влиять на формирование фенотипа организма. Эпигенетика является областью науки, в последнее время переживающей период бурного развития. Одним из ее важных разделов является изучение эпигенетических механизмов возрастных заболеваний. Наиболее хорошо исследованы механизмы, приводящие к возникновению рака, но их участие в возникновении сердечно-сосудистых заболеваний, диабета и т.д. также не подлежит сомнению. Поскольку основная часть “эпигенетических адаптаций” происходит в ходе внутриутробного этапа развития или в первые недели после рождения, высказывается предположение, что отклонения условий раннего развития от нормы могут в будущем приводить к значимым для организма последствиям, в частности, увеличивать риск возрастных заболеваний.

ГЕНЕТИКА И ГЕНОМИКА МИТОХОНДРИЙ: ВОЗРАСТНЫЕ АСПЕКТЫ

А.Я. Литошенко

Институт геронтологии АМН Украины

г. Киев, Украина

E-mail: alitoshenko@yahoo.com

Постулат об отсутствии генетической программы старения не отрицает роли клеточных геномов в этом процессе. В связи с тем, что митохондрии, обеспечивая клетки Metazoa энергией и выполняя ряд других витальных функций (регуляция Са2+-сигнализации, апоптоза и пр.), генерируют активные формы кислорода (АФК), первой «жертвой» АФК оказывается митохондриальный геном. Митохондрии находятся под двойным генетическим контролем (генетическая полуавтономия) со стороны ядерной и митохондриальной ДНК (яДНК и мтДНК соотв.). Особенностями митохондриальной генетики являются материнская (неменделевская) наследственность, полиплоидия (до 10 молекул мтДНК на органеллу, тысячи– на клетку), высокая скорость мутирования (на порядок выше таковой для яДНК; поэтому мтДНК 2-х индивидуумов различаются на 10-70 п.н.), особенно в области D-петли молекулы мтДНК, не ассоциированная с клеточным циклом репликация, репликативная сегрегация при клеточном делении. К особенностям митохондриального генома относятся ковалентно замкнутая кольцевая форма молекулы мтДНК, ее небольшие размеры (~16 т.п.н.), 37 кодируемых ею генов (13 полипептидов - субъединиц комплексов окислительного фосфорилирования, 2 рРНК и 22 тРНК), собственный генетический код, отличный от универсального, зависимость экспрессии от экспрессии ядерного генома. Большинство эволюционно зафиксированных мутаций мтДНК, в первую очередь однонуклеотидные замены (SNP), создают нейтральные полиморфизмы, сегрегирующие и накапливающиеся в популяциях по материнской линии. Эти полиморфизмы распределяются на гаплогруппы и связанные с ними гаплотипы. Вариабельность последовательностей мтДНК явилась инструментом реконструкции эволюции Homo sapiens. Установлена корреляция между принадлежностью индивидуумов к той или иной гаплогруппе и продолжительностью жизни и риском развития ассоциированный с возрастом дегенеративных заболеваний. В норме (в идеале) все молекулы мтДНК в клетке идентичны – гомоплазмия, но у лиц с болезнями, вызванными мутациями мтДНК, клетки содержат смесь мутантных и «диких» молекул – гетероплазмия. В онтогенезе происходит накопление соматических мутаций (замена оснований, делеции) и других повреждений (модификация оснований, сшивки) мтДНК.

Некоторые мутантные молекулы могут амплифицироваться с большей скоростью, чем «дикие» молекулы мтДНК, постепенно замещая последние (гомоплазмия мутантных мтДНК). В быстро делящихся клетках этот механизм может лежать в основе развития опухолей. Накопление с возрастом поврежденных молекул мтДНК вызывает энергетическую недостаточность, прежде всего, самих митохондрий. Вследствие этого молекулы мтДНК могут покидать органеллу через открывшуюся т.н. пору переменной проницаемости, промотируя инсерционный мутагенез яДНК. При достижении же некоего порога энергетической недостаточности клетки (для разных типов клеток его величина различна) происходит митохондриальная индукция гибели клеток (апоптотическая или некротическая), и, как следствие, функциональная недостаточность органов и тканей, лежащая в основе дистрофических болезней, ассоциированных со старением. Таким образом, накопление мутаций мтДНК как результат нормального функционирования митохондрий лежит в основе старения и связанных с ним заболеваний.

свободнорадикальная теория старения и антиоксиданты: теоретико-надежностный аудит
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Экспериментально доказано, что при случайных сбоях электронного транспорта в митохондриях возникают радикал O2( и его токсичные продукты – активные формы кислорода (АФК). Согласно расчетам на основе теории надежности, продолжительность жизни человека достигла бы 250 лет, если бы ферментная защита от АФК – супероксиддисмутаза (СОД) и др. функционировала со стопроцентной надежностью [Koltover, 1997]. Мощными генераторами O2(, оксида азота (NO) и других АФК служат также фагоциты. Но не доказано, являются ли АФК причиной старения или следствием запрограммированного возрастного снижения надежности биологических структур. Ингибиторы цепных окислительных процессов («антиоксиданты»), в частности – 4-метил-2,6-дитретбутилфенол (BHT), продлевают жизнь животным [Harman, 1957; Эммануэль, Липчина, 1958; Обухова, 1999]. Но, вопреки распространенному мнению, никакие «антиоксиданты», в том числе витамин E, аскорбиновая кислота, флавоноиды, BHT, не способны конкурировать с СОД и другими антиоксидантными ферментами за перехват радикалов in vivo, поскольку проигрывают ферментам много порядков по константам скоростей реакций и концентрациям. В то же время BHT, увеличивая степень оксигенации тканей, предотвращает превращение митохондрий в генераторы интенсивных потоков O2( [Кольтовер и др., 1984; Koltover, 1996], а флавоноиды индуцируют повышение активности СОД и каталазы [Nelson et al., 2006]. Показано, что BHT вызывает рост уровня АКТГ и кортикостероидов, снижение тиреотропина и T3, а также появление NO в крови крыс [Frolkis et al., 1990; Koltover, 1995]. Уровень активности СОД в крови обезьян Macaca mulatta положительно коррелирует с уровнями гормонов кортизола и DHEAS [Goncharova et al., 2006]. Таким образом, «антиоксиданты» снижают уровень активных радикалов не путем их прямого перехвата, а превентивным профилактическим путем, и делают это через гормональную регуляцию и NO. Соответственно, эффективные геропротекторы могут быть созданы на основе гормональной терапии и доноров NO.

ЗАПРОГРАМИРОВАННАЯ ГИБЕЛЬ КЛЕТОК И СТАРЕНИЕ
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Исследования особенностей запрограммированной гибели клеток (ЗГК) многоклеточных организмов является на сегодняшний день очень актуальным вопросом не только биологии, но также медицины и сельскохозяйственных наук. Так, познания особенностей ЗГК растений, позволят управлять процессами их развития, роста, развития и старения. Без исследования ЗГК животных невозможно понять многие физиологические и патологические процессы в их организме. Исследование ЗГК у человека позволит понять патогенез, методы профилактики и лечения ряда заболеваний. В настоящей работе обсуждается связь ЗГК со старением растений, животных и человека.

Ещё в 1968 г. в журнале «Успехи современной биологии» (т.62, вып. 2, с. 258-269) Г.Д. Бердышев опубликовал результаты своих экспериментальных исследований о биохимических механизмах ЗГК в органах нерестующей горбуши. В этом обзоре, а также в работах 1965-1977 гг. им была выдвинута гипотеза о том, что запрограммированная гибель клеток животных вносит существенный вклад в старение и долголетие и связана с влиянием нуклеаз на ДНК и возрастными изменениями хроматина клеточных ядер. Горбуша являлась удобным объектом для биохимических исследований. Генетические механизмы тогда ещё не были известными, также не были выделены гены, которые принимают участие в ЗГК (с 1972 г. по предложению Дж. Керра этот вид гибели клеток стали называть апоптозом). В начале 1960-х годов для исследования апоптоза С. Бреннер, Д. Салстон и Р. Хорвиц стали использовать небольшую нематоду Caenorhabditis elegans, у которой из 1090 неделящихся клеток, составляющих её организм, 131 гибнет по механизму апотоза. Также как у дрозофилы у нематоды были получены многочисленные мутации, ускоряющие или устраняющие апоптоз. За работы по расшифровке генетических механизмов ЗГК указанные три автора были удостоены в 2002 г. Нобелевской премии по физиологии и медицине.

Таким образом, на сегодняшний день выделены определённые гены, которые тем или иным образом принимают участие в ЗГК и старении. В основном это касается животных организмов. Роль апоптоза у человека раскрыта нами в статье журнала «Физика сознания и жизни, космология и астрофизика» за 2004 г. (т.4, №2). У растений этот вопрос пока мало изучен. 

Нами получены данные, которые свидетельствуют о том, что у высших растений при ЗГК происходит фрагментация структуры ДНК, а также осуществляется дифференциальное метилирование остатков цитозина в сайт-специфических последовательностях ДНК. На протяжении старения высших растений осуществляется гипер- или гипометилирование, или поддержка неизменного уровня метилирования остатков цитозина в сайт-специфических палиндромных последовательностях ДНК. Предполагается участие данной модификации ДНК в генетической регуляции процесса морфогенеза вегетативных органов высших растений. В докладе будут приведены результаты молекулярно-генетического исследования механизмов ЗГК в связи со старением у растений (сахарной свёклы), горбуши и человека.
РОЛЬ ЦЕРАМИДА В РЕАЛИЗАЦИИ РАЗЛИЧНЫХ СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ В УСЛОВИЯХ НОРМАЛЬНОГО СТАРЕНИЯ И СТРЕССА
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Церамид – компонент мембранных структур клетки и участник различных внутриклеточных сигнальных путей. Содержание церамида увеличивается в клетках в ответ на действие самых различных экстраклеточных сигналов в разных физиологических и патофизиологических ситуациях. Если вопрос об участии церамида в сигнальной трансдукции в качестве настоящего вторичного посредника окончательно не решен, то роль липида в процессах роста, дифференцировки и гибели клеток при действии различных стрессорных факторов является доказанной. Уровень церамида резко увеличивается в различных клетках при действии противоопухолевых препаратов, γ-облучения и ряда токсических веществ, что предшествует апоптозу, некрозу или развитию воспалительной реакции. Повышение способности клеток и тканей образовывать и накапливать церамид наблюдается при атеросклерозе, диабете и нейро-дегенеративных заболеваниях наиболее часто возникающих в пожилом возрасте и в старости. Экзогенный церамид, добавленный в культуральную среду молодых клеток, способствует формированию фенотипа старой клетки. Церамид вызывает экспрессию маркера старения клеток – β-галактозидазы, индуцирует дефосфорилирование pRb и его активацию, ингибирует регулятор клеточного цикла Cdk2, увеличивает концентрацию ингибиторов Cdk: p21/Sdi p27/Kip1 и индуцирует арест клеточного цикла и морфологические изменения, характерные для старой клетки. Уровень церамида в клетках и тканях существенно увеличивается в условиях нормального старения организма животных и человека. Нашими исследованиями установлено, что в старости происходит резкое накопление церамида в печени, гиппокампе, коре больших полушарий, мышечной ткани и поджелудочной железе. Основной причиной увеличения базального уровня липида в изученных тканях является активация сфингомиелиназ на фоне подавления способности клеток метаболизировать церамид в старости. В тоже время, кратковременное накопление церамида в стимулированных клетках молодых доноров – важное условие нормального ответа на действие тиреоидных гормонов и ряда других стимулов. Накопление церамида в старых клетках и клетках, подвергнутых воздействию стресса (CCl4, NO, 16:0),  является важной причиной нарушения сигналинга про-пролиферативных стимулов и гормонов. Так, церамид, препятствуя транслокации Rho и Arf в плазматическую мембрану, блокирует активацию тиреоидными гормонами, инсулином и ростовыми факторами важного звена сигнальной трансдукции - фосфолипазы D. Установлено, что возраст- и стресс-зависимые изменения обмена церамида и индуцированные церамидом нарушения регуляции активности фосфолипазы D обратимы. Подавление под действием α-токоферола в старых клетках печени активности сфингомиелиназ, приводящее к снижению массы церамида, сопровождается увеличением чувствительности клеток к действию тироксина и инсулина, что выражается в активации сфингомиелинсинтазы, кратковременном накоплении диацилглицерина (ДАГ) и последующем ДАГ/протеинкиназа С-зависимом увеличении активности фосфатидилхолин-специфичной фосфолипазы D. Таким образом, установлено, что, моделируя пищевой статус организма старых животных либо состав среды культивирования клеток, можно направленно воздействовать на определенные звенья обмена сфинголипидов, снижать базальный уровень церамидов и реконструировать ответ клеток на действие гормонального стимула. 

К ВОПРОСУ О ГЕНЕТИЧЕСКОМ МЕХАНИЗМЕ ДЕТЕРМИНАЦИИ ВИДОВОЙ ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТИ ЖИЗНИ
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Актуальность вопроса о видовой продолжительности жизни (ВПЖ) человека определяется признаками фактического достижения естественного барьера увеличения ПЖ в экономически развитых странах — замедлением темпов роста ПЖ, а также компрессией заболеваемости и падением эффективности вложений в здравоохранение. Предполагается, что методология оценки ВПЖ допускает наличие различных взаимодополняющих подходов и должна опираться на наличие сформулированных в явном виде критериев определения искомого параметра, учёт статистического характера исследуемых величин и генетической гетерогенности вида.

Предельная естественная ВПЖ трактуется на основе критериев оптимальности взаимодействия генотип-окружающая среда. Механизм генетического предопределения ПЖ при фиксированных параметрах окружающей среды на настоящее время неизвестен. В качестве одного из инструментов его исследования разработан способ построения математических моделей, основанный на компьютерной реализации метода статистических испытаний (метод Монте-Карло) и позволяющий описывать генетические феномены, связанные с ПЖ — распределение организмов по ПЖ, наследование ПЖ, влияние отбора и мутагенеза на ПЖ. На первых исследованных моделях воспроизведены такие генетические феномены как гетерозис, проведена ориентировочная оценка числа участвующих в генетическом предопределении ПЖ генов и характера их взаимодействия. Воспроизводятся также основные черты феномена наличия ВПЖ как видоспецифической инварианты: низкая эффективность целенаправленного отбора на увеличение ПЖ и незначительная способность единичных благоприятных мутаций увеличивать ПЖ. Дальнейшее исследование предполагает рассмотрение факторов и взаимодействий второго порядка, не учитывавшихся на этапе разработки базовых моделей.

Анализ нелинейной динамики старения
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Биология старения, несмотря на все поразительные успехи последнего десятилетия, пока не создала метода количественной оценки скорости старения индивида, располагая которым можно было бы предсказать продолжительность жизни особи. Количественный результат геронтологических опытов часто сводится к регистрации "возрастных различий" или "возрастных изменений", и хотя в литературе оба термина нередко используются как равнозначные, каждый имеет свое собственное смысловое содержание. Поперечные методы (cross-section) изучения, а именно с их помощью поставляется основной массив эмпирических фактов, позволяют определить средние возрастные различия между группами животных или лиц. Анализ средних величин не может сказать ничего о том, с какой скоростью стареет особь и каковы индивидуальные черты этого процесса. Только длительное (longitudinal) наблюдение одних и тех же подопытных животных позволяет проследить истинные возрастные изменения, совокупность которых складывается в адекватную динамическую картину старения.

Наша работа содержит сведения об индивидуальных возрастных изменениях массы тела, ректальной температуры, показателя функциональной моторной асимметрии (поведения) и продолжительности жизни 37 мышей самок СВА за период с марта 1993 по октябрь 1995 гг. Как персональные, так и усредненные возрастные зависимости выше названных параметров имеют экстремальный (нелинейный) вид. Обнаружено, что возраст достижения максимальной массы (Тm) и наибольшей латерализации поведения (Tп) связаны друг с другом (r=0,6, p<0,001). Разность (Тm – Tп) линейно связана с  индивидуальной продолжительностью жизни (r=0,62, p<0,001), то есть эта величена имеет прогностическое значение как "предиктор продолжительности жизни". 

Апоптоз-индуцирующие свойства митохондрий печени крыс в радиационной модели ускоренного старения

Т.Г. Мозжухина, А.Я. Литошенко

Институт геронтологии АМН Украины

г. Киев, Украина

E-mail: alitoshenko@yahoo.com

Крыс-самок линии Вистар в возрасте 5 мес. облучали дозой 2 Гр и брали в эксперимент через 30 сут после облучения (в предыдущих исследованиях было найдено, что данные условия облучения вызывают изменения ряда структурно-функциональных параметров ядер и митохондрий, которые по количественным характеристикам и направленности совпадают с таковыми у старых животных.). 

Апоптоз-индуцирующй эффект митохондрий изучали в бесклеточной системе, содержавшей изолированные ядра печени интактных взрослых крыс и митохондрии, изолированные из клеток печени интактных взрослых (6 мес.), старых (26 мес.) и облученных (6 мес.) животных. Было установлено, что митохондрии облученных животных так же, как и митохондрии старых интактных, индуцировали более выраженную фрагментацию ядерной ДНК (относительное количество фрагментированной ДНК, рассчитанное на основании денситометрического анализа, составляло (64,6 + 6,9), (52,1 + 5,2) и (31, 8 + 2,6) % соответственно для облученных, старых и взрослых животных). Ингибирующий эффект Zn2+ проявлялся в меньшей мере в системе с митохондриями, изолированными из гепатоцитов облученных и старых животных по сравнению со взрослыми (12,9, 11,7 и 18,5 –Δ%). Таким образом, вследствие рентгеновского облучения формируются сходные с возрастными изменения способности митохондрий индуцировать ядерный апоптоз.

Для интегральной оценки состояния митохондриальной мембраны и индукции открытия митохондриальной поры (МП) применяли спектрофотометрическое определение скорости набухания митохондрий. Было установлено, что скорость набухания митохондрий печени облученных крыс существенно выше по сравнению с митохондриями взрослых и старых интактных крыс. Нарушения дыхательной функции митохондрий, моделируемые путем преинкубации с 2,4-динитрофенолом и азидом натрия, вызывали изменения формирования МП митохондрий печени облученных животных, сходные с таковыми старых. С другой стороны, Са2+-зависимые эффекты формирования МП в митохондриях облученных крыс не отличались от соответствующих показателей митохондрий интактных взрослых. 

Таким образом, полученные данные дают основание полагать, что облучение индуцирует изменения, подобные тем, которые возникают при старении; тем не менее, радиационную модель ускоренного старения нельзя считать полностью адекватной процессу физиологического старения.

РОЛЬ ПРООКСИДАНТНО-АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМЫ В ПРОЦЕССАХ СТАРЕНИЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ПОДХОДЫ К РЕГУЛЯЦИИ ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТИ ЖИЗНИ

Ю.В. Никитченко
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г. Харьков, Украина
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Проведенные в широком возрастном диапазоне при естественном старении и в условиях модулирования продолжительности жизни исследования состояния прооксидантно-антиоксидантной системы организма позволили установить новые закономерности и определяющие факторы возрастных перестроек системы регуляции свободнорадикального окисления биомолекул. Показано, что суть перестройки антиоксидантной системы (АОС) в процессе постнатального онтогенеза определяется особенностями изменений активности неферментативной и ферментативной АОС и активности ферментов, обеспечивающих АОС GSH и NADPH. В зависимости от возраста выделено три основных состояния АОС: 1) высокая активность неферментативной  АОС и низкая активность ферментативной  АОС у молодых неполовозрелых и пубертатных животных; 2) низкая активность неферментативной  АОС и высокая активность ферментативной АОС у взрослых и старых животных; 3) низкая активность неферментативной АОС и существенно сниженная активность ферментативной АОС у животных сенильного возраста. При этом, в отличие от первого, второе и третье состояния АОС характеризуются снижением обеспеченности антиоксидантных ферментов GSH и NADPH.

Показано, что направленность изменений активности ферментов АОС и содержания продуктов свободнорадикального окисления липидов и белков в процессе постнатального онтогенеза противоположна, а степень возрастных изменений этих параметров имеет высокие коэффициенты корреляции.

Установлено, что, в отличие от длительного применения тироксина и несбалансированной (по животным белкам и витаминам антиоксидантного ряда) диеты, калорийно ограниченная диета приводит к замедлению возрастных изменений прооксидантно-антиоксидантной системы, которое обусловлено в основном увеличением активности глутатионзависимых антиоксидантных ферментов. 

Анализ полученных данных позволяет обосновать целесообразность смещения акцентов в экспериментальной геронтологии в пользу применения гериатрических средств на ранних этапах онтогенеза и считать, что одним из эффективных подходов к существенному увеличению продолжительности жизни может быть увеличение активности собственной ферментативной АОС и, особенно, активности глутатионзависимых антиоксидантных ферментов.

НЕЙРОИММУННОЭНДОКРИННЫЕ МЕХАНИЗМЫ СТАРЕНИЯ

И.В. Князькин, Т.В. Кветная, П.Н. Зезюлин, С.В. Филиппов

Санкт-Петербургский  институт биорегуляции и геронтологии СЗО РАМН
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Современные представления о механизмах старения не могут формироваться без учета важного вклада в данный биологический процесс нейроиммуноэндокринных структурно-функциональных связей. Диффузная нейроиммуноэндокринная система (ДНИЭС) – единая функциональная биологическая система, клетки которой расположены практически во всех органах и, продуцируя биологически активные вещества, играют роль местных регуляторов гомеостаза. Мелатонин и серотонин являются базовыми гормонами ДНИЭС, адекватная выработка которых препятствует преждевременному старению. 

Объектом исследования явились органы, в которых локализуются нейроэндокринные и иммунокомпетентные клетки, входящие в ДНИЭС - желудок, щитовидная железа, поджелудочная железа и селезенка. Пинеалэктомия и облучение сублетальными дозами являлись моделями преждевременного и ускоренного старения. Общую популяцию нейроэндокринных клеток выявляли методом серебрения по Гримелиусу. Иммуногистохимические исследования клеток ДНИЭС проводили с применением моноклональных антител к серотонину, кальцитонину, глюкагону, соматостатину. Морфометрические исследования выполнены с помощью системы компьютерного анализа микроскопических изображений Nikon Eclipse 400. 

Установлено, что в различных моделях преждевременного и ускоренного старения наблюдаются изменения структурно-функциональной организации клеток ДНИЭС, сопровождающие нарушения структуры и функции изученных органов. Введение мелатонина и серотонина практически полностью нивелируют явления моделированного старения, что свидетельствует о выраженном геропротекторном влиянии данных гормонов, реализуемое через восстановление нарушенных при старении нейроиммуноэндокринных межклеточных сигнальных взаимодействий. Основной точкой приложения мелатонина и серотонина являются энтерохромоффинные (ЕС-) клетки желудочно-кишечного тракта, в которых под влиянием обоих гормонов (особенно мелатонина) усиливается экстрапинеальный синтез серотонина и мелатонина, что практически компенсирует аплазию пинеальной железы при старении организма.

ДНИЭС играет ведущую роль в нейроиммуноэндокринных механизмах старения, продуцируя широкий круг гормонально активных сигнальных молекул, составляющих общность ключевых регуляторных механизмов функционирования нервной, эндокринной и иммунной систем.

пептидная регуляция функций организма при старении

В.Х. Хавинсон, В.В. Малинин

Санкт-Петербургский институт биорегуляции и геронтологии СЗО РАМН

г. Санкт-Петербург, Россия

Е-mail: vvm@gerontology.ru

Старения характеризуется сложным комплексом молекулярно-генетических и биохимических изменений, сопровождающихся дезорганизацией пептидергической системы регуляции функций организма. Учитывая важную физиологическую роль эндогенных пептидов в регуляции процесса старения, перспективным является разработка и изучение геропротекторных средств пептидной природы.  

Применение современных методов исследования позволило детально изучить клеточно-молекулярные механизмы пептидной регуляции процессов старения и геропротекторные эффекты пептидных биорегуляторов. Введение пептидов тимуса и эпифиза мышам и крысам различных линий способствовало достоверному увеличению средней продолжительности жизни на 30-40 % и подавлению роста спонтанных, индуцированных и перевиваемых опухолей у животных по сравнению с контролем. При этом у животных отмечались восстановление уровня мелатонина, ферментов антиоксидантной защиты и нормализация отдельных компонентов дыхательной цепи митохондрий. Геропротекторное действие пептидов также связано с регуляцией экспрессии генов и процесса биосинтеза, нарушающихся с возрастом. Генетические механизмы действия пептидов во многом обусловливают иммуномодулирующие, онкомодифицирующие и стресспротекторные свойства этих веществ. Создание лекарственных средств на основе пептидов позволило разработать и внедрить в клиническую медицину новую технологию коррекции генетической предрасположенности организма к возрастной патологии и восстановления функций клеток, утрачиваемых с возрастом – биорегулирующую терапию. Применение пептидных препаратов тимуса и эпифиза у пациентов пожилого и старческого возраста приводило к восстановлению уровня мелатонина, показателей антиоксидантной защиты, иммунной, эндокринной и сердечно-сосудистой систем, а также функций мозга, что сопровождалось снижением смертности у этих лиц в 2 раза.

Расширение представлений о молекулярно-генетических механизмах действия пептидов свидетельствует о перспективности применения пептидных биорегуляторов для профилактики ускоренного старения и возрастной патологии.

КОРРЕЛЯТИВНЫЕ  СВЯЗИ МЕЖДУ ИНТЕГРАЛЬНЫМИ  ПАРАМЕТРАМИ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ ЭПИГЕНОТИПОВ У ЖИВОТНЫХ РАЗНОГО ВОЗРАСТА
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Известно, что  функциональные эпигенотипы, формирующиеся  в результате компенсаторно-адаптивных перестроек, характеризуются  специфическими  паттернами экспрессии генов. Однако, на уровне  интегральных параметров, без анализа   паттернов  экспрессии, эти  функциональные  эпигенотипы   трудно различимы. Это  создает  определенные  сложности  в прогнозировании поведения (в частности, возрастспецифического поведения) биосистемы   при воздействии дополнительных факторов. Информативным  показателем, позволяющим  дифференцировать   различные функциональные эпигенотипы, может служить  характер коррелятивных  связей  между   интегральными  параметрами  биосистемы.

Известно, что в регуляцию  активности мембраносвязанных ферментов  включается   липидная   фаза мембран: между  активностью  мембраносвязанного фермента и  физико-химическими свойствами  липидной фазы   выявляются  определенные корреляции. Однако приоритет и характер   мембраносвязанной регуляции  не является  абсолютным  и может  изменяться  в   процессе онтогенеза и под   влиянием  различных  факторов среды. Так,   у молодых  животных выявлялась   положительная корреляция  между  содержанием липидов  в микросомальных мембранах   печени и активностью мембраносвязанного фермента глюкозо-6-фосфатазы (гл-6-Ф) (линейная зависимость). У старых  животных   активность  гл-6-Ф не зависела от содержания   липидов  в мембранах. В условиях  хронического  введения  тетрациклина  у   старых животных повторно «формировалась» система  мембраносвязанной регуляции гл-6-Ф: активность фермента  положительно коррелировала  с содержанием липидов в   микросомальных мембранах. У молодых  животных в условиях  хронического  введения тетрациклина  система  мембраносвязанной регуляции  активности гл-6-Ф  трансформировалась с образованием  бифуркации: увеличение содержания  липидов  в мембранах могло сопровождаться  как увеличением активности фермента, так и снижением его активности.

Выявленные различия  в характере коррелятивных связей  между интегральными  параметрами  у животных разного возраста (на примере  активности мембраносвязанного фермента)  свидетельствуют  о различных стратегиях компенсаторно-адаптивных перестроек у молодых и старых животных и  формировании  возрастспецифических   функциональных  эпигенотипов.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ СТАРЕНИЯ РЕПРОДУКТИВНОЙ СИСТЕМЫ
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Исследование механизмов старения системы репродукции является одной из важных задач, стоящих перед современной геронтологией. Известно, что возрастное снижение содержания половых стероидов в мужском организме связано с рядом патологических состояний, таких как половая дисфункция, остеопороз, саркопения, нарушение обмена липидов, нарушение когнитивных функций мозга и др. 

Процесс старения поражает в первую очередь нейрональные структуры, в основном гипоталамические и лимбические, что приводит к постепенному снижению эндокринных и поведенческих факторов репродуктивной функции. В опытах на животных показано, что возрастная инволюция гипоталамуса связана с изменениями в синтезе и аккумуляции нейромедиаторов и их метаболитов, а также с дегенерацией структуры нейронов. В структурах лимбической системы - гиппокампе и амигдале - старение приводит к уменьшению содержания норадреналина и дофамина, как и в гипоталамусе, при этом количество серотонина не изменяется, но возрастает его метаболизм. Данные иммуногистохимических исследований этих мозговых структур свидетельствуют о нарушениях структуры соответствующих тканей: наблюдается разрушение диффузного распределения дофамин- и серотонинергических нейронов и образование кластеров. 

Возрастное изменение медиаторного статуса гипоталамуса приводит к сбоям в эндокринной регуляции. Известно, что старение мужской репродуктивной системы сопровождается десинхронизированными выбросами люлиберина и лютеинизирующего гормона (ЛГ). Снижение чувствительности клеток Лейдига к ЛГ приводит к уменьшенному тестостероногенезу; с другой стороны, с возрастом нарушается система обратной связи тестостерон-ЛГ, что тоже приводит к снижению уровня андрогена в крови. Кроме этого, в опытах на старых крысах-самцах показано, что с увеличением возраста снижается метаболизм тестостерона по пути 5α-редукции. 

Особое место в репродуктивном старении занимает инволюция пептидергической системы. Установлено, что возрастной дисбаланс в продукции нейропептидов приводит к нарушениям в системе репродукции, что дает основания к применению пептидных биорегуляторов для поддержания функции мужской половой системы при старении.                  

УРОВЕНЬ ОКСИДАТИВНОГО ПОВРЕЖДЕНИЯ  БЕЛКОВ, ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ ЖИЗНИ  ДРОЗОФИЛ И  ИХ  МОДИФИКАЦИЯ  КСЕНОБИОТИКАМИ

В.И. Падалко, Е.В. Козлова, И.С. Леонова
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г. Харьков, Украина

E-mail: padalko@univer.kharkov.ua

Известно, что свободные радикалы кислорода, генерируемые при  аэробном метаболизме, являются одной из основных причин изменения структуры биомолекул и потери их функций. В частности, содержание карбонилированных белков в настоящее время рассматривается как один из показателей окислительной модификации белков, а изменения этого параметра трактуются в пользу концепции окислительного стресса, как причинного фактора старения.

В  настоящей работе использовали мух  Drosophila  melanogaster  линии Oregon-R, которым вносили в питательную смесь  2,4-динитрофенол  (ДНФ, разобщитель, регулирующий продукцию активных форм кислорода митохондриями) и нитропруссид натрия (НП, донор высокореакционного оксида азота). 

Установлено, что максимальное количество карбонилированных белков обнаруживалось у насекомых, получавших НП, минимальное – у мух, получавших ДНФ, причем внесение в питательную смесь разобщителя существенно замедляло рост уровня карбонилов, обусловленный НП. Такая картина наблюдалась как у 0-часовой предкуколки, так и у имаго дрозофил. 

 При рассмотрении интегрального показателя жизнеспособности дрозофил – продолжительности жизни, установлено, что средняя продолжительность жизни  мух составляла 21,8 и 31,6 дня для контрольной и «ДНФ-получавшей» популяций, соответственно. Этот показатель в группе, получавшей  НП, был существенно меньше контроля и составлял 50 % от такового в группе с разобщителем. При этом совместное внесение с НП ДНФ приводило к практически полному нивелированию негативного действия НП на продолжительность жизни мух.    

Кроме того, на основании полученных результатов относительно увеличения размеров пуффов хромосом слюнных желез дрозофил и устойчивости мух к температурному стрессу, высказано предположение о возможном увеличении в условиях эксперимента синтеза белков теплового шока у насекомых, получавших ДНФ.

 Полученные результаты свидетельствуют о том, что негативное влияние НП на продолжительность жизни  дрозофил в значительной степени устраняется ДНФ за счет способности последнего существенно снижать степень оксидативного повреждения белков и, возможно,  индуцировать синтез белков теплового шока.     

СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ И СТАРЕНИЕ

А.Н. Сукач
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г. Харьков, Украина
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На клеточном уровне процесс старения можно охарактеризовать как уменьшение репликативной способности пролиферирующих клеток и уменьшение функциональной активности постмитотических соматических клеток. Источником восполнения утерянных соматических клеток на протяжении жизни организма являются стволовые клетки (СК). СК обладают тремя фундаментальными свойствами, отличающими их от соматических: самовозобновлением, мультипотенцией и стабильностью популяции. К настоящему моменту накоплено достаточно данных, указывающих на центральную роль СК в развитии процессов старения. 
Старение оказывает влияние на количественные и качественные характеристики СК. При этом качественные изменения являются более важными, так как они затрагивают потенциалы самовозобновления и дифференциации СК и влияют на внешнюю сигнальную регуляцию СК. Еще до недавнего времени полагали, что СК обладают неограниченной способностью к самовозобновлению и поэтому не подвержены старению. Однако в настоящее время имеется достаточно доказательств указывающих на прогрессирующее ухудшение в процессе старения взрослого организма репликативной активности гемопоэтических, мышечных, кишечных, нервных СК. Это является причиной возникновения тяжелых хронических заболеваний. С другой стороны, в процессе старения может происходить нарушение механизмов, контролирующих самовозобновление и дифференциацию СК. Это может послужить причиной возникновения раковых заболеваний. К тому же, возрастные изменения гемопоэтических СК приводят к снижению эффективности функционирования иммунной системы. 


СК на протяжении жизни подвержены действию как внешних, так и внутренних факторов. С одной стороны в процессе старения претерпевает значительные изменения микроокружение СК, с другой – неуловимые молекулярные сдвиги происходят в самих СК. Совокупность этих факторов оказывает влияние на количество и активность рецепторов СК, их теломеразную активность, апоптоз, метаболическое состояние и плотность клеток. Они также могут стать причиной уменьшения количества стволовых ниш.
Дальнейшее изучение СК позволяет надеяться как на более полное понимание процессов, приводящих к старению, так и на разработку новых методов и подходов, направленных на ограничение и устранение причин приводящих к старению организма.

THE OUTER MITOCHONDRIAL MEMBRANE AS A CANDIDATE FOR PROGRAMMED AGING OF ORGANISMS

Victor V. Lemeshko

School of Physics, National University of Colombia, Medellin Branch, AA 3840, Medellin, Colombia

E-mail: vvasilie@unalmed.edu.co

The aging of living organisms is usually considered as non-programmed process associated with mitochondria and DNA damages caused by free radicals and other genotoxic agents. On the other hand, the programmed cell death, apoptosis, is known to be realized through a permeabilization of the outer mitochondrial membrane to cytochrome c and other pro-apoptotic proteins. Earlier, we have suggested that not only cell death but also the aging of organisms might be programmed at the level of the outer mitochondrial membrane. This conclusion was based on experimental data showing significant increase with age of structural lability of the outer membrane of mitochondria, which conserved their high ATP-producing activity [Lemeshko V.V. Dependence of the structural lability of the outer membrane of liver mitochondria on the age and sex of rats. Biophysics. 1982, 27:877–881]. It looked like as a programmed change with age of two populations of mitochondria with different structural integrity of the outer membrane. Recently, it was shown that staurosporine, a pro-apoptotic agent, induces hypersensitivity of the outer mitochondrial membrane to digitonin, which takes place long before cytochrome c is released from mitochondria in intact cells [Duan S., Hajek P., Lin C., Shin S.K., Attardi G., Chomyn A. Mitochondrial outer membrane permeability change and hypersensitivity to digitonin early in staurosporine-induced apoptosis. J. Biol. Chem. 2003, 278:1346–1353], thus indirectly confirming our concept. In addition to be responsible for some mechanisms of apoptosis and to change the structural integrity with age, the outer mitochondrial membrane seems to control cell energy flux between mitochondria and the cytoplasm [Lemeshko, S.V., Lemeshko V.V. Energy flux modulation on the outer membrane of mitochondria by metabolically derived potential. Mol. Cell. Biochem. 2004, 256/257:127-139], thus it could be a good candidate for programmed aging of organisms. 

8-Окси-2'-дезоксигуанозин как биомаркер старения в цитогеронтологических экспериментах – можем ли определить?
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8-Окси-2'-дезоксигуанозин (8-одГ) является наиболее распространенным окислительным повреждением ДНК. В силу того, что количество его при старении in vivo и in vitro непрерывно увеличивается как в ядерной, так и в митохондриальной ДНК (причем в последней – с гораздо более высокой скоростью), многие геронтологи (особенно стоящие на позициях свободнорадикальной теории старения) считают его одним из лучших молекулярных биомаркеров старения. Существует несколько обладающих разной чувствительностью методов определения количества 8-одГ в ДНК различных тканей организмов (иммуноферментный метод, аффинная хроматография, хроматография с масс-спектрометрией или электрохимической детекцией). Некоторые из них позволяют проводить такую оценку даже в цитогеронтологических экспериментах, т.е. в культивируемых клетках (в этом случае на первое место выходит проблема количества получаемого в конкретном эксперименте клеточного материала), однако стоимость этих методов достаточно высока и, как правило, нереальна для многих лабораторий. Мы попытались наладить метод определения количества 8-одГ в ДНК культивируемых клеток с использованием относительно недорогих реактивов и оборудования и оценить, сможем ли мы таким методом проводить исследования "стационарного старения" клеточных культур и тестировать на них геропротекторы-антиоксиданты. Нами был выбран метод хроматографического анализа количества 8-одГ в ДНК с УФ- и электрохимической детекцией. Анализ проводили на хроматографе "Gold" (Beckman Coulter, США) при длине волны 254 нм. Для определения 8-одГ использовали электрохимический детектор фирмы "Химавтоматика" (Россия). Анализ проводили с напряжением на электроде +0,4 В. Свидетель для калибровки детектора синтезировали из 2'-дезоксигуанозина (ДГ) в присутствии 20 мМ ЭДТА, 20 мМ аскорбиновой кислоты и 2 мМ FeSO4 при 37 ОС, пропуская воздух через раствор в течение 3 ч. Выделение и очистку 8-одГ проводили с помощью полупрепаративной обращено фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии. Структуру полученного соединения подтверждали УФ- и ЯМР‑спектроскопией и масс-спектрометрией. Отметили, что при хранении 8-одГ в растворе при комнатной температуре он с заметной скоростью гидролизуется  до 8-оксигуанина. С помощью синтезированного свидетеля было определено минимальное количество (не более 5 пикомолей) 8-одГ, которое возможно достоверно обнаружить в наших условиях. Таким образом, принимая во внимание, что обычно соотношение 8-одГ : ДГ составляет приблизительно 1 : 105, для анализа необходимо выделять ДНК из 108 клеток. Этого же количества клеток нам должно хватить для определения количества выделяемого при "стационарном старении" в ростовую среду 8-оксигуанина.

ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ ЖИЗНИ И ИНТЕЛЛЕКТ ЧЕЛОВЕКА: ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ УКРАИНСКОЙ ПОПУЛЯЦИИ
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Одно из первых лонгитюдных исследований влияния уровня интеллекта на продолжительность жизни было начато в 20-е гг. ХХ в. американским ученым Л. Терманом. Было показано, что высокоинтеллектуальные люди обладали рядом преимуществ, способствовавших поддержанию здоровья, но однозначной связи между заболеваемостью, смертностью и уровнем IQ найдено не было [Friedman H.S. et al., 2003]. В то же время другими исследователями была обнаружена положительная корреляция между уровнем IQ и долгожительством [Brand C., 1987], способностью обслуживать себя без посторонней помощи [Snowdon D.A. et al., 1989], более поздним развитием болезни Альцгеймера [Snowdon D.A. et al., 1996], более высокой физической подвижностью, координацией рук и силой хватки руки, остротой зрения, меньшим количеством умственных нарушений [Snowdon D.A. et al., 1989]. Проводятся также молекулярно-генетические исследования возможной связи между старением и IQ [Skuder P. et al., 1995; Joseph J.A., 1992]. Украина – самостоятельное государство с собственной историей, но подобные популяционные исследования в ней отсутствуют, что и определяет актуальность данной работы. 

Известно, что наследуемость интеллекта довольно высокая [Plomin R., 2003] и между родственниками существует положительная корреляция по IQ. Продолжительность жизни, как показано в ряде исследований, также генетически обусловлена [Lewis R., 1995]. Целью нашей работы было изучение связи между уровнем IQ внуков и продолжительностью жизни их бабушек и дедушек по материнской и отцовской линиям. Средний возраст внуков составил 22,8 лет (половое соотношение 45 % мужчин и 55 % женщин). Обнаружены умеренные отрицательные корреляции между уровнем IQ внуков и продолжительностью жизни их бабушек по обеим линиям и дедушек по материнской линии (r = -0,22, -0,30 и -0,19 соответственно) и высокая корреляция между уровнем IQ внуков и продолжительностью жизни их дедушек по отцовской линии (r=0,90). При изучении связи между вредными привычками (курение и употребление алкоголя) мы не выявили никаких корреляций между возрастом начала курения, частотой употребления спиртных напитков и уровнем IQ внуков. Однако обнаружена высокая положительная корреляция между IQ и числом выкуриваемых сигарет (r=0,58). Полученные результаты оказались неожиданными и изучение причин подобной ситуации мы видим в дальнейшей исследовательской работе.

ПИРАМИДЫ, ЗДОРОВЬЕ, СТАРЕНИЕ И ДОЛГОЛЕТИЕ
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Пирамиды – одно из древних чудес света – по-прежнему скрывают в себе много тайн и загадок, одна из которых – повышение здоровье и замедление старения живых организмов в пирамиде. Разгадка этой тайны связана с раскрытием природы физической энергии пирамиды. Существуют десятки гипотез о физической природе энергии пирамид – от оргонной и интертонной до торсионной. Недавно мы закончили изучение андронной природы энергии, возникающей в результате вибрации протонов и нейтронов в атомном ядре и концентрирующейся в пирамидах [Адаменко А.А., Бердышев Г.Д. Пирамиды: история, современное состояние и перспективы использования //Физика сознания и жизни, космология и астрофизика. – 2005. – Т. 5.- № 3. – С. 26-36]. В настоящее время учение о пирамидах отряхивает с себя шелуху мифов и легенд о пирамидах, постепенно превращаясь в рациональную науку со своими методами познания, с тысячелетней историей, объектом и предметом исследований.

Настоящая работа посвящена изучению электромагнитной природы энергии пирамид, в частности, влиянию электромагнитных полей (ЭМП) на здоровье, старение, заболеваемость и смертность линейных мышей. Наша планета является гигантскими электромагнитом, по поверхности которого движутся электромагнитные волны, рассеиваясь на любом препятствии – стволах и кронах деревьев, стенах пещер и деревянных домов, колонах и куполах храмов, дольменов, обелисках и мегалитах. Эволюционное формирование человека от обезьяны до Homo sapiens проходило в лесах, которые были раем для Адама и Евы, так как были наполнены слабыми рассеянными ЭМП. Изгнание из рая людей произошло тогда, когда они стали строить железобетонные дома и ездить на железном транспорте. Человек стал испытывать хронический электромагнитный голод, чувствовать себя некомфортно, болеть, ускоренно стареть. Пребывание в полых пирамидах – концентраторах рассеянных ЭМП оздоровляет человека, замедляет старение, продлевает его долголетие. 

С целью проверки этих теоретических предпосылок, нами проведено экспериментальное исследование на четырёх группах мышей (самцов и самок, каждая группа разделена по полу на две подгруппы). Животные обитали в обычных лабораторных условиях. Лаборатория представляла собой деревянное строение без железной крыши, экранизация ЭМП в ней отсутствовала. Первая группа мышей от рождения до смерти содержалась в железных клетках (клетках Фарадея). Вторая группа (контроль) обитала в обычных клетках из диэлектриков; третья группа находилась в постоянных сильных ЭМП, а четвёртая группа – в полой пирамиде, изготовленной из диэлектриков (дерева и фанеры). Сравнивали их состояние здоровья, скорость развития и старения, заболеваемость, смертность мышей. Первая и третья группы хуже росли и развивались, быстрее старели, заболевали и умирали по сравнению с контролем. Пирамидальные мыши четвёртой группы по сравнению с ними быстрее росли, медленнее старели, меньше болели, на 30 % жили дольше, чем в контроле. Половинной разницы в их выживаемости не обнаружено. Сделан вывод о том, что млекопитающие для своего нормального роста и развития нуждаются в слабых рассеянных ЭМП, которые присутствуют в природе и возникают в полых пирамидах.

БИОХИМИЧЕСКИЕ И ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ ОНТОГЕНЕЗА

ВОЗРАСТНЫЕ И ЛИЧНОСТНЫЕ ОСОБЕННОСТИ МЕХАНИЗМОВ ВЕГЕТАТИВНОЙ РЕГУЛЯЦИИ ПРИ ЭМОЦИЯХ

Н.А. Прокопенко
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Эмоции в структуре психики человека относятся к психическим процессам, обеспечивающим первичное отражение и осознание личностью воздействий окружающей действительности. Все связанные с эмоциями явления являются результатом активности определенных отделов мозга. Воздействие эмоциогенных факторов нарушает гомеостаз гормональной и вегетативной нервной систем. При этом изменяется ритм сердечных сокращений, уровень артериального давления, частота дыхания. Характеристика этих изменений тесно связана с особенностями личности данного человека. Личность интегрирует в своем составе и темпераментные и характерологические свойства человека. 

Исследование посвящено изучению механизмов регулирования физиологических функций организма при воздействии эмоциогенных факторов на основе  концепции интегральной индивидуальности. Для физиологического контроля над функциональным состоянием человека во время эмоциональных проб применялся анализ вариабельности сердечного ритма (временной и спектральный). Этот метод позволяет количественно охарактеризовать активность различных отделов вегетативной нервной системы через их влияние на функцию синусового узла, которое проявляется в колебаниях длительности RR-интервалов. При разделении испытуемых на группы учитывались следующие свойства индивидуальности: экстраверсия-интроверсия как темпераментный параметр, экстернальность-интернальность как зона локализации механизмов самоконтроля, экстрапунитивность-интропунитивность как характерологический признак в ситуациях фрустрирования. 

Как показали результаты исследования значительные различия во взаимосвязи показателей вариабельности сердечного ритма и свойств названных уровней индивидуальности выявлены при  моделировании отрицательных эмоций. При этом у интровертов и у испытуемых при интропунитивном типе реагирования наблюдалась одинаковая направленность  изменений показателей вариабельности сердечного ритма по сравнению с исходным состоянием: уменьшались SDNN, RMSSD, триангулярный индекс и мощность в HF-диапазоне, рос индекс Баевского. Это может свидетельствовать об изменении вегетативного баланса в виде активации симпатоадреналового звена и напряжении регуляторных систем. Такие закономерные изменения показателей вариабельности сердечного ритма аналогичны изменениям этих показателей при старении. 

Проведенное исследование показало, что особенности эмоционального склада личности, которые определяются не только врожденными свойствами нервной системы, но и теми условиями, которые формируют системы эмоциональных отношений, играют большую роль в укреплении здоровья и профилактике нейрогенных заболеваний. 

Онтогенетическая зависимость регуляции факторами роста репродуктивных мужских функций

А.И. Гладкова

Институт проблем эндокринной патологии им. В.Я. Данилевского АМН Украины

г. Харьков, Украина

E-mail: ipep@vl.kharkov.ua

История изучения факторов роста (ФР) началась с ингибина (ныне отнесенного к семейству трансформирующих ФР-бета). В настоящее время ФР принадлежит ведущая роль в ауто- и паракринной регуляции яичка. Практически все ФР прямо или опосредованно (через андрогены или гонадотропины) влияют на гормональную продукцию и сперматогенез.

В эмбриональном периоде развитие внутренних и наружных половых органов, а затем и вторичных половых признаков контролируется антимюллеровым гормоном (АМГ) наряду с тестостероном и инсулиноподобным ФР (ИФР). АМГ вызывает регрессию Мюллерова протока у плодов мужского пола. Высокую активность в эмбриональном периоде обнаруживает также трансформирующий ФР-альфа (ТФРα), который стимулирует клеточную пролиферацию и тканевой морфогенез. ФР фибробластов (ФРФ) участвует в половой дифференциации мозга, снижение содержания одной из его форм вызывает приостановку развития яичка и препятствует появлению мужского фенотипа.

Выраженная возрастная зависимость уровней ФР, связанная и с функционированием гонад, свидетельствует об участии ФР в поддержании фертильности. Сложные отношения характерны для периода пубертата. АМГ участвует в трансформации гоноцитов и сперматогоний, тормозя до позднего пубертата вхождение половых клеток в мейоз и пролиферацию клеток Лейдига. Секрецию фолликулостимулирующего гормона перед началом пубертата модулирует ингибин. В период пубертата уровни ингибина возрастают параллельно содержанию обоих гонадотропинов и тестостерона. ИФР регулирует экспрессию стероидогенной функции, индуцирует сперматогонии и паракринно действует на другие типы герминативных клеток, обеспечивая их фертильные качества. Значение ТФРα снижается от раннего к позднему пубертату. В случае выраженного экспрессирования ТФРα наступает преждевременное половое созревание.

Пролиферация гонадальных клеток стимулируется ФРФ, ТФРα, ФР нервов, активином, стероидогенная – ИФР, ТФРα. Выраженным ингибитором всех типов клеток является ТФР-β1.

На этапах нисходящего онтогенеза уровень многих ФР снижается  либо повышается содержание связывающих их белков. Такая зависимость прослежена, в частности, для ИФР, что обосновало его лечебное использование при возрастном снижении уровня тестостерона. У здоровых мужчин после 70 лет уровень ингибина падает параллельно со снижением активности клеток Сертоли и повышением уровня ФСГ.

Биологически снижение уровней большинства ФР в старших возрастных группах оправдано, так как к этому времени исчерпана функция размножения. Однако для ряда ФР в этот период онтогенеза объектом действия становится предстательная железа. Роль ФР для физиологических процессов в предстательной железе не исключается во все возрастные периоды. Но поскольку многие ФР являются сильными митогенами, то их активация ведет к пролиферации простаты. ФР нервов может быть стромально обусловленным медиатором эпителиально-клеточной пролиферации в простате. ФРФ-2  -митоген ангиогенеза и стромальных клеток, а ФРФ-7 – эпителиальных клеток. Поэтому ФРФ играют ведущую роль в патогенезе доброкачественной гиперплазии, а также простатической карциномы. Противостоит этим эффектам ТФР-β1, затормаживающий эпителиальный рост простаты, стимулированный андрогеном, а также активин, тормозящий пролиферацию предстательной железы, вызывая апоптоз опухолевых клеток.

Знание участия ФР в регуляции процессов размножения способствует коррекции соответствующих патологических проявлений.

ИЗМЕНЕНИЕ БИОСТРУКТУРЫ ТКАНЕЙ БЕЛЫХ КРЫС В ОНТОГЕНЕЗЕ

О.И. Галавина

НИИ биологии Харьковского национального университета имени В. Н. Каразина

г. Харьков, Украина

E-mail: Galavin@yandex.ru

Для выяснения фундаментальной причины старения следует обратиться к представлениям о природе и структуре живой материи. Э. С. Бауэр, сформулировавший принцип устойчивого неравновесия, характерного для живых организмов, пришел к выводу, что “молекулярная структура живой материи является неравновесной искривленной решеткой”, которая при умирании приобретает вид “недеформированной решетки ” [Бауэр, 1935]. Представление о том, что живое состояние определяется особой структурой развивается и в работах Е. М. Маковски, который создал теорию биоструктурированной материи. Он писал, что часть материи живой протоплазмы интегрирована в особую свойственную только живому структуру, которую он назвал биоструктурой, а другая часть является внутриклеточным интрацеллюлярным раствором. Биоструктура существует только в живой протоплазме и распадается при её умирании. Им было показано, что в состав биоструктуры входит связанная вода. Существование и целостность  биоструктуры зависит от притока энергии, и при введении ингибиторов метаболизма происходит частичный распад биоструктуры и, вследствие этого, увеличение количества свободной воды [Маковски, 1976]. Эти представления согласуются с взглядами Сент-Дьердьи, который придавал исключительное значение структурированной воде. Он считал, что “живое вещество является как бы системой из воды и органического вещества, которое составляет одну единую неразделимую единицу - систему. Биологические функции могут фактически заключатся в образовании и нарушении водной структуры; вода – неотъемлемая часть живой машины, а не просто её среда; водные структуры и их взаимодействия с электронными возбуждениями тесно связаны с самой сущностью живого состояния” [Сент-Дьердьи, 1960].

В связи с выше сказанным представлялось интересным выяснить как изменяется содержание связанной воды в онтогенезе.

Опыты проводили на белых крысах линии Вистар в возрасте 1, 3, 12 и 24 месяца. Связанную воду определяли в тканях мозга, диафрагмы, печени и кожи хвоста методом Окунцова – Маринчик (1964), используя растворы сахарозы разной концентрации. Навески тканей погружали в раствор сахарозы. Через 3 часа при помощи рефрактометра АББЕ определяли показатель преломления раствора и рассчитывали количество связанной воды. 

Разность между водой перешедшей в 42 %  и в 25 % раствор сахарозы представляет собой фракцию связанной воды, которая уменьшается в течение онтогенеза во всех исследованных тканях.  

Такое снижение связанной воды может свидетельствовать как об уменьшении количества биоструктуры, так и о снижении состояния неравновесия биоструктуры при старении. Эти изменения биоструктуры, возможно, приводят к значительным возрастным изменениям поглощения воды тканями при погружении их в разбавленные растворы сахарозы (1,5 % и менее). Это поглощение значительно увеличивается в онтогенезе. 

Таким образом, происходящее в онтогенезе уменьшение неравновесного состояния биоструктуры, т.е. увеличение энтропии является фундаментальной причиной старения. Можно предположить, что это необратимое изменение биоструктуры в онтогенезе вызывает широкий спектр адаптивных изменений. Именно такими изменениями возможно является происходящее в онтогенезе увеличение термостабильности ДНП и коллагена.

HYPOTHALAMIC-PITUITARY-ADRENAL (HPA) AXIS AND ANTIOXIDANT ENZYMES: CIRCADIAN RHYTHMS, STRESS, AND AGING

N.D. Goncharova

Research Institute of Medical Primatology

Sochi, Russia

E-mail: ndgoncharova@mail.ru

Increasingly more data appear that reactive oxygen species (ROS) like superoxide radical and its reactive chemical products induce not only destructive effects for organism but play important role in different physiological processes. On the other hand, the same is a true for the  data certifying corticosteroids, for primates – cortisol (F), dehydroepiandrosterone and dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS), as the key regulators of the physiological processes in which ROS are play the important role. The present research has been aimed at investigating the role of the HPA axis in regulation of the antioxidant enzyme system in nonhuman primates. 

Females Macaca mulatta of 6-8 years (young) and 20-27 years (old) were subjected to the acute stress (two hours’ immobilization) at 9.00 or 15.00 h. As the markers of activity of the HPA axis, levels of F, DHEAS and ACTH in peripheral blood plasma were measured before the stress and 5, 15, 30, 60, 120, 240 min and 24 h after the challenge and also at 10.00, 16.00 and 22.00 under the basal conditions. In parallel, activities of superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase, glutathione reductase (GR) and glutathione-S-transferase were measured in erythrocytes.

Young monkeys demonstrated the well-defined circadian rhythm in the SOD activity with maximum at 10.00 h and minimum at 22.00 h. The diurnal changes in the SOD activity tightly correlated with the diurnal changes in the levels of F and DHEAS. With aging, these circadian rhythms of SOD, F and DHEAS are flattened although the correlation between the diurnal changes in F and SOD still remains even for old monkeys. Young animals demonstrated much higher growth of F and ACTH in response to the stress imposed at 15.00 than to identical stress imposed at 9.00. However, no such circadian differences in dynamics of the hormonal accretion after the stress were found for old animals. In comparison with old monkeys, young ones demonstrated essentially higher responsiveness of the HPA axis to the evening stress but lower responsiveness to the morning stress. Additionally, young animals demonstrated essentially higher increase in the GR activity in response to the immobilization at 15.00 versus 9.00, whereas old animals demonstrated, on the contrary, essentially higher rise of the GR activity in response to the immobilization at 9.00. The changes in the GR activity at stresses and aging well correlated with the changes in the level of F.

Thus, in non-human primates the HPA axis plays the important role in regulation of the SOD activity in basal conditions. Additionally, it plays the role in regulation of the GR activity in response to the stress. However, the reliability of this regulation shows the evidence of essential decrease with aging.

ВОЗРАСТНЫЕ РАЗЛИЧИЯ РЕАКТИВНОСТИ ГИПОТАЛАМО-ГИПОФИЗАРНО-АДРЕНАЛОВОЙ СИСТЕМЫ В УСЛОВИЯХ ОСТРОГО ПСИХОЭМОЦИОНАЛЬНОГО СТРЕССА НА МОДЕЛИ САМОК МАКАК РЕЗУСОВ С УЧЕТОМ ВРЕМЕНИ СУТОК
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Целью исследования явилось изучение возрастных особенностей функционирования гипоталамо-гипофизарно-адреналовой системы (ГГАС) в условиях острого психо-эмоционального стресса с учетом времени суток на модели самок макак резусов. 

Материалы и методы: Четырех молодых половозрелых и 4 старых  самок макак резусов подвергали острому стрессорному воздействию (нежесткой иммобилизации в метаболических клетках в течение 2х часов) с учетом времени суток: в 9.00 ч или в 15.00 ч. Функцию ГГАС оценивали по уровню кортизола (F) в плазме периферической крови до начала воздействия и через 15, 30, 60, 120, 240 мин и 24 ч после начала иммобилизации. С целью изучения метаболических эффектов феномена повышения активности ГГАС во всех образцах плазмы определяли уровень глюкозы. 

Результаты: Выявлено, что молодые животные более чувствительны к стрессорному воздействию в вечернее время, чем в утреннее. Так, при иммобилизации молодых животных в 15.00 ч, подъем уровня F во все исследуемые интервалы времени был достоверно выше по сравнению с подъемом уровня F в ответ на иммобилизацию, начатую в 9.00 ч. У старых животных различий в реакции коры надпочечников на стрессовое воздействие в зависимости от времени суток выявлено не было. Однако у старых животных отмечалась более выраженная реакция на иммобилизацию в утренние часы по сравнению с молодыми животными. Так, у старых самок концентрация F через 120 мин после начала иммобилизации в 9.00 ч увеличивалась на (191(7) % от исходного уровня, а у молодых лишь на (157(10) % (р(0,05). При исследовании изменений концентрации глюкозы было обнаружено, что у молодых животных при иммобилизации в 15.00 ч отмечалось более пролонгированное повышение уровня глюкозы по сравнению со старыми животными. В тоже время, у старых животных отмечалось более продолжительное повышение уровня глюкозы при иммобилизации, начатой в 9.00 ч. 

Таким образом, изменение уровня глюкозы в крови в ответ на стрессорное воздействие зависело от времени суток и возраста животных и коррелировало с характером изменений концентрации F в крови.

Возрастные нарушения в реакции коры надпочечников на острое стрессорное воздействие могут играть определенную роль в патогенезе возрастной патологии.

К МЕХАНИЗМУ ГЕРОПРОТЕКТОРНОГО ЭФФЕКТА ДЕЛЬТА-СОН ИНДУЦИРУЮЩЕГО ПЕПТИДА
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Фармакологическая  коррекция возрастных изменений в настоящее время остается весьма актуальной. В свете свободнорадикальной теории старения в этом плане определенный интерес представляет дельта-сон индуцирующий пептид (ДСИП) – гипногенный модулятор мозга с антиоксидантными свойствами. Показан геропротекторный эффект ДСИП [Анисимов и др., 2003], однако неизвестен его механизм. С возрастом интенсивность свободнорадикальных процессов (СРП) снижается, однако снижается и надежность систем антиокислительной защиты, что может способствовать свободно-радикальному повреждению тканей, препятствовать нормальному функционированию клеточных мембран. Нами исследовано влияние ДСИП на интенсивность СРП и состояние мембран эритроцитов в тканях и крови 2-10 мес. крыс-самцов. В исследовании использован экзогенный ДСИП, вводимый подопытным крысам с 2-х месячного возраста ежемесячно курсами по 5 последовательных дней подкожно в дозе 100 мкг/кг массы. Нами показано, что интенсивность ПОЛ (по уровню МДА) в тканях и плазме крови 2-10 мес. животных существенно не изменяется, вероятно, за счет увеличения с возрастом содержания веществ-антиоксидантов – мочевины и мочевой кислоты. Однако изменяется структурно-функциональное состояние мембран эритроцитов, т.к. содержание внеэритроцитарного гемоглобина в плазме крови крыс с возрастом увеличивается. Таким образом, регуляция ДСИП СРП в тканях и крови разных возрастных групп животных реализуется через активацию неферментативной антиоксидантной системы (увеличение концентрации мочевины и мочевой кислоты), стабилизацию структуры эритроцитарных мембран (уменьшение содержания ВЭГ). 

ИЗМЕНЕНИЕ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ СЕМЕННИКОВ ВЗРОСЛЫХ  КРЫС ПОСЛЕ ПРИМЕНЕНИЯ ПРЕПАРАТОВ УСИЛИВАЮЩИХ МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ  В НЕОНАТАЛЬНОМ ВОЗРАСТЕ
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Повышение уровня депопуляции связано не только с сокращающейся продолжительностью жизни и геронтологическими проблемами. Не менее важную проблему представляет собой снижение уровня фертильности современного человека. Идиопатическое бесплодие – по-прежнему ведущая патология в структуре бездетных браков. Причем снижение функционирования половой системы мужского организма может быть вызвано  факторами, которые не определяются на первый взгляд, потому что действие их происходило в ранний постнатальный или даже в пренатальный период и связаны с изменением гомеостаза организма, часто обусловлены  изменением интенсивности белкового обмена.  Применение лекарственных средств, которые могут усиливать анаболические процессы, относительно способности их применения в критический период половой дифференциации вызывать нарушения сомато-полового развития взрослых мужских особей, осталось не изученным. Поэтому цель нашего исследования состоит в том, чтобы установить значимость влияния стимуляторов анаболических процессов примененных в неонатальном периоде для формирования патологии полового развития. 

Использовали  самцов крыс линии Вистар, которые получали препараты, стимулирующие метаболические процессы и усиливают синтез белка: метилурацил (М), рибоксин (Рб) и ретаболил (Р).   Препараты вводили на 3-7 день жизни,  манифестация действия исследовалась у взрослых крыс. После декапитации выделяли андрогенреагирующие органы и измеряли их параметры. Определяли содержимое фруктозы (Ф). Исследовались морфо–функциональная характеристика сперматозоидов. В сыворотке крови определяли уровень тестостерона (Т) и эстрадиола (Е). Данные оценивали статистически. У половозрелых самцов крыс, которым неонатально вводили стероидный анаболик Р масса семенников была в 5 раз меньше, чем в контроле. При введении М, отмечалось возрастание массы семенников на 9,4 %. Неонатальная обработка животных Рб снижала массу семенников на ~ 10 %. При применении Р, наблюдается снижение в крови как Т, так и Е, происходящее синхронно, о чем свидетельствует соответствующий норме уровень Т/Е. На фоне снижения массы семенных пузырьков (СП) Ф в них снижалась также как и продукция половых гормонов. Ф/Т оставалось в пределах контроля. У животных, которые неонатально получали М, уровень Т  был в пределах нормы, но снижался Е. Повышалось Т/Е, что свидетельствует об усилении андрогенизации организма. При этом масса СП была значительно выше, чем в контроле, а содержимое Ф в СП не возрастало. Кол-во Ф, которая вырабатывается на единицу Т, оставалось на уровне нормы. При введении Рб отмечалось уменьшение массы СП и содержание в них Ф при нормальном уровне Т и Е, снижалось Ф/Т, что свидетельствует о неадекватной чувствительности клеток СП к действию Т.

Препараты неоднозначно влияют на сперматогенез. Р обладает  – тормозящим, М – нейтральным, а Рб – стимулирующим эффектом, который, вероятно, зависит от разнонаправленности   механизма действия на процесс синтеза белка – преимущественно анаболического (Р), антикатаболического (М) и нуклеотидсинтезирующего (Рб).

Таким образом, неонатальная модуляция метаболических процессов трансформирует программу полового развития у взрослых самцов крыс, характер которой может проявляться торможением или активацией, или диссоциацией пубертатного развития и функции половой системы организма.

ВЛИЯНИЕ КВЕРЕЦЕТИНА НА СОДЕРЖАНИЕ ФОСФОЛИПИДОВ В МОЗГЕ И ПЕЧЕНИ СТАРЫХ КРЫС
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Известно, что нарушение содержания и обмена фосфолипидов в процессе позднего постнатального онтогенеза является важной причиной снижения функциональной активности мозга и печени, и повышает риск развития ряда патологических состояний, ассоциированных со старением. Установлено также, что флавоноиды являются регуляторами уровня липидов в организме в условиях экспериментального нарушения их метаболизма. Однако влияние флавоноидов на содержание и обмен фосфолипидов в мозге и печени старых крыс практически не изучено. 

В настоящей работе исследовали влияние кверцетина (одного из наиболее биологически активных растительных флавоноидов) на массу и синтез фосфолипидов: сфингомиелина (СФМ), фосфатидилхолина (ФХ) и фосфатидилэтаноламина (ФЭА) в печени и мозге 24-месячных крыс-самцов линии Вистар.

Суспензию тканей печени и мозга инкубировали 90 минут при 37 °С в присутствии [14С]ацетата Na (10 μСi/мл) и кверцетина (30 μМ), или без флавоноида. Липиды экстрагировали из тканей по методу Bligh и Dyer, и разделяли с помощью тонкослойной хроматографии. Определение радиоактивности липидов проводили в сцинтилляторе ЖС-8 с помощью счетчика радиоактивности БЕТА-1.

В настоящей работе установлено, что кверцетин не влияет на содержание [14С]фосфолипидов в печени старых крыс и вызывает снижение содержания вновь синтезированных ФХ, СФМ и ФЭА в коре головного мозга на 23, 41 и 65 %, соответственно. Наряду с этим, под влиянием кверцетина в коре мозга не наблюдалось изменения массы ФХ и СФМ, однако отмечалось повышение уровня ФЭА на 19 %.

Согласно свободнорадикальной теории старения, перекисное окисление фосфолипидов клеточных мембран может лежать в основе возрастных нарушений функционирования различных органов и систем организма. Показано, что мозг более чувствителен к оксидативному повреждению, чем печень: старение вызывает в нем более выраженное накопление продуктов свободнорадикального окисления в сочетании со снижением содержания фосфолипидов. Установлено также, что кверцетин, обладающий выраженными антиоксидантными свойствами, способен улучшать оксидативный статус мозга и повышать содержание фосфолипидов в ходе экспериментального оксидативного стресса. Полагают, что антиоксиданты индуцируют накопление в мембранах легкоокисляемых фракций фосфолипидов, к которым относится ФЭА. Не исключено, что повышение массы ФЭА под влиянием кверцетина, обнаруженное в настоящей работе, связано с замедлением деградации этого фосфолипида, а снижение содержания [14С]ФЭА является результатом ингибирования его синтеза по принципу обратной связи.

Таким образом, в настоящей работе установлена тканевая специфичность влияния кверцетина на фосфолипиды 24-месячных крыс: не оказывая эффекта на содержание [14С]фосфолипидов в печени, этот флавоноид вызывает снижение синтеза ФХ, СФМ и ФЭА и повышение массы ФЭА в коре головного мозга.

ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ УТИЛИЗАЦИИ ЭНДОГЕННЫХ АЛЬДЕГИДОВ В ТКАНЯХ ВНУТРЕННИХ ОРГАНОВ ПРИ СТАРЕНИИ
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В процессе формирования оксидативного стресса образуются цитотоксические карбонильные соединения и в т.ч. альдегиды. В клетках существует  ферментативная система их утилизации, которая  включает альдегидредуктазу (АР), альдегиддегидрогеназу (АЛДГ) и глутатионтрансферазу (ГТ). Предполагается, что эта система принимает участие в адаптации к повреждающему действию окcидативного  стресса. Изменение ее состояния при старении может способствовать возрастному понижению адаптационных свойств организма.  Учитывая это, в работе было изучена активность ферментов катаболизма  альдегидов в субклеточных фракциях печени и сердца взрослых и старых крыс.   

Исследования показали, что  в печени взрослых (12-ти месячных) крыс активность всех изученных ферментов значительно превышает их величину в сердечной мышце.  При этом в печени активность НАДН-зависимой АР и ГТ  оказывается в 68 и в 36 раз соответственно выше, чем  в миокарде. В виду того, что данные ферменты катализируют основные пути утилизации эндогенных альдегидов в тканях внутренних органов,  становится понятной причина сравнительно большей чувствительности миокарда к действию повреждающих факторов стресса. При старении в печени происходит понижение активности НАДН-зависимой АР и АЛДГ на 36 %,  по сравнению с их величиной  у  взрослых животных. Активность же НАДФН-зависимой АР и ГТ  при этом существенно не изменяется, хотя и имеет определенную тенденцию к понижению (Р > 0,05). Аналогичная ситуация наблюдается и в миокарде: у старых крыс активность НАДН-зависимой АР и АЛДГ понижается на 35 и  45 % соответственно, по сравнению с их величиной у взрослых животных.

Полученные результаты  указывают на то, что в позднем онтогенезе в разных тканях  происходят однонаправленные изменения в активности ферментов катаболизма  альдегидов. Понижение активности ферментов катаболизма альдегидов выступает в качестве одного из факторов возрастания чувствительности тканей внутренних органов к оксидативному стрессу. В большей мере это касается миокарда, что  предопределяет особое место заболеваний сердечно-сосудистой системы в возрастной патологии. 

МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ И КОНФОРМАЦИОННЫЕ ПРЕВРАЩЕНИЯ АМИЛОИДНЫХ ПЕПТИДОВ В НЕЙРОНАХ ПРИ СТАРЕНИИ ОРГАНИЗМА
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Специфической чертой нейродегенеративных заболеваний (НДЗ) является образование в нейронах амилоидных структур, определяющих их гибель. В настоящее время примерно 50 миллионов человек во всем мире страдают болезнью Альцгеймера (БА) - наиболее распространенным НДЗ. Согласно прогнозам, частота БА среди лиц старше 65 лет увеличивается вдвое каждые пять лет. Само по себе старение является важнейшим фактором риска возникновения НДЗ, и типы деменции, которые находятся в прямой зависимости от возраста, складываются в различные формы НДЗ. Деменция затрагивает память, речевую функцию, зрительные, пространственные, когнитивные способности, эмоциональную сферу и личность. Некоторые нарушения памяти являются нормальным явлением у стареющих людей, но серьезные изменения, возникающие в результате прогрессирующего ухудшения нескольких областей интеллектуальных способностей, указывают на появление деменции. В большинстве случаев НДЗ возникают спорадически, и менее чем 10 % случаев обусловлены генетическими факторами. Данная работа посвящена рассмотрению последовательности событий амилоидоза в процессе старения организма. Описаны неамилоидогенный и амилоидогенный пути расщепления белкового предшественника амилоидов в нервных клетках и образование патогенных (-амилоидов, конформационные перестройки и межмолекулярные взаимодействия амилоидных пептидов, ведущие к образованию фибриллярных структур и формированию амилоидных олигомеров. Обсуждается возможная роль этих процессов в гибели нейронов. Предполагается, что на конечном этапе амилоидоза в результате межмолекулярных взаимодействий модифицированных молекул нейропептидов образуются фибриллярные структуры различной сложности, которые накапливаются и остаются на месте погибших нейронов, выполняя определенные функции. 

ЦИКЛООКСИГЕНАЗЫ МОЗГА В МЕХАНИЗМАХ НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ
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Циклооксигеназы (ЦОГ) являются ключевыми энзимами, которые превращают арахидоновую кислоту в простагландины и являются фармакологической мишенью для нестероидных противовоспалительных веществ (НПВ). Простагландины играют важную роль, как в нормальном функционировании нервной системы, так и при различных возрастных нейропатологиях. Экспрессия индуцибельной изоформы циклооксигеназ, ЦОГ-2, в мозге обнаруживается преимущественно в неокортексе, гиппокампе и амигдале в ответ на различные повреждающие воздействия, такие как ишемия, судороги. Усиленная экспрессия ЦОГ-2 и увеличение синтеза простагландинов коррелирует с развитием нейродегенеративных процессов. Большой интерес представляет применение ингибиторов ЦОГ для лечения поражений мозга при заболеваниях, возникновение которых с возрастом увеличивается - инсульты, деменции, нейродегенеративные заболевания. 

В настоящей работе для изучения возможности нейропротекции с помощью ингибиторов ЦОГ использовали экспериментальное повреждение мозга крыс каиновой кислотой (КК), агониста каинатных рецепторов глутамата, обладающего нейротоксическим и эпилептогенным действием. Однократное введение этого вещества приводит к развитию нейродегенерации в височных областях мозга и прогрессирующим нарушениям процессов памяти и обучения у животных. Показано, что на начальных этапах действия КК у них можно выявить нарушения тормозных процессов, особенно очевидных в тесте экспериментального угашения (ингибирования) навыка. Этот поведенческий эффект можно было предотвратить применением антиконвульсанта (вальпроат натрия, ежедневно по 300 мг/кг в течение 4-х дней после введения КК). Однако, как было показано, наряду с антисудорожной активностью этот препарат обладает также свойством ингибировать активность ЦОГ-2 в мозге. Анализ действия нестероидных противовоспалительных веществ, ингибирующих ЦОГ, показал, что некоторые из них способны компенсировать дисфункции, вызванные КК (введение индометацина после КК, 4 мг/кг в сутки, в течение 9 дней), другие (диклофенак, целекоксиб) наряду с позитивными эффектами обладают отрицательным влиянием на когнитивные функции, что, по-видимому, объясняется двойственной ролью простагландинов в механизмах нейропротекции. 

Работа поддержана грантами РФФИ № 04-04-48587, № 04-04-97277 наукоград.

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ МОРФО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ ОСОБЕННОСТЕЙ СТАРЕНИЯ РАЗЛИЧНЫХ ОТДЕЛОВ МОЗГА КРЫС

Т.Ю. Квитницкая-Рыжова, С.А. Михальский

Институт геронтологии АМН Украины

г. Киев, Украина

E-mail: morphology@geront.kiev.ua

Целью исследования явилось выяснение структурных, ультраструк​турных и ультрацитохимических особенностей старения эволюционно и функционально разных отделов мозга –  коры (К), гиппокампа (Г), вентромедиального ядра (ВМЯ) и латеральной области (ЛГО) гипота​ламуса крыс Wistar (8, 27 и 32 мес.). 

Методы исследования. Возрастные морфофункциональные изменения в К, Г, ВМЯ и ЛГО оценивались на светооптическом и электронно-микроскопическом уровне по следующим показателям: численная плотность нейронов (ЧПН) и глиоцитов (ЧПГ) с учетом их качественного соста​ва, уровень накопления в нейронах липофусцина (Лф), средний цитохимический показатель активности щелочной фосфатазы (ЩФ) в области кровеносных капилляров, содержание глиального белка S100B (выявлявшееся иммуногисто​химически), которые можно рассматривать в качестве маркеров старения.

Результаты анализа изменений в филогенетически различных областях мозга по выбранным морфофункциональным маркерам старения позво​ляют располо​жить К, Г, ЛГО и ВМЯ в следующие ряды по степени выраженности возрастных изменений: по уменьшению ЧПН – Г, К, ЛГО, ВМЯ; по накоплению Лф – К, Г и ЛГО (в равной мере), ВМЯ; по накоплению белка S100B – Г, К, ЛГО, ВМЯ.

При этом даже в пределах одного образования – гипоталамуса – при старе​нии отмечается различная выраженность возрастных изменений его ядер: уровень деструкции и, в конечном итоге, потеря нейронов в ЛГО были выше, чем в ВМЯ. Более выраженное возрастное снижение активности ЩФ в ЛГО в сочетании с деструктивными изменениями в эндотелии и отеком перикапиллярных отрост​ков астроцитов также свидетельствует о более раннем и интенсивном старении ЛГО по сравнению с ВМЯ.

Полученные данные свидетельствуют, о том, что хотя филогенетически новые зоны мозга стареют раньше, чем древние, тем не менее, по отдельным показателям такая закономерность нарушается.

НЕОКОРТИКАЛЬНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ЭМОЦИОНАЛЬНОГО ПОВЕДЕНИЯ И ВЕГЕТАТИВНЫХ ФУНКЦИЙ КРЫС РАЗНОГО ВОЗРАСТА

В.М. Шеверева, А.И. Новикова

НИИ биологии Харьковского национального университета им. В.Н. Каразина

г. Харьков,  Украина

Участие новой коры (НК) в регуляции эмоциональной сферы и висцеральных функций целостного организма остается предметом пристального внимания исследователей. Значительный интерес эта проблема приобретает в ходе онтогенеза, т.к. до настоящего времени не решен вопрос о степени развития возрастных изменений на разных “этажах” ЦНС. Ставилась задача изучить роль НК в регуляции эмоционального поведения и частоты сердечных сокращений  (ЧСС) у молодых (З мес.) и старых (24 мес.) крыс линии Вистар. В работе использовали метод вживления электродов в структуры мозга, методы регистрации ЭЭГ и ЧСС, самораздражение мозга (по Олдсу) и безусловно-рефлекторную реакцию избегания (РИ), функционально-обратимое выключение НК методом распространяющейся депрессии (РД) Leao на протяжении тест-периода длительностью 30 мин. Показано, что в условиях аппликации 25 % р-ра КС1 на лобные отделы НК развитие депрессии биопотенциалов в НК, гиппокампе (ГПК) и гипоталамусе (ГПТ) и у молодых, и у старых животных сопровождалось возрастзависимой перестройкой ритмов подкорковых структур. У 3 мес. крыс перестройка активности ГПК и ГПТ в значительной степени определялась ее исходными параметрами. Пролонгированное выключение НК у этих животных сопровождалось дестабилизацией основных ритмов ГПТ, что выражалось в снижении доли альфа-активности в указанной структуре преимущественно за счет смещения биопотенциалов в диапазон и быстрых, и медленных колебаний. В этих же условиях биоэлектрические показатели подкорковых структур старых крыс характеризовались в основном снижением частоты биопотенциалов и увеличением численности волн тета- и дельта диапазонов. Корковая РД вызывала независимое от возраста торможение инструментальной положительной эмоциональной деятельности животных. Тестирование отрицательных эмоциогенных зон ГПТ сопровождалось неоднозначными, зависимыми от  исходного уровня отрицательной эмоциональной возбудимости крыс, изменениями порогов РИ у молодых животных и повышением значений исследуемого параметра у старых крыс. Независимо от возраста на 30 мин опытов ЧСС снижалась, однако в условиях более низких исходных показателей данного параметра у старых животных, скорость развития указанных изменений и степень их выраженности у этих крыс, были меньше, чем у молодых. Таким образом, у 3 мес. животных НК оказывала стабилизирующее влияние на электрическую активность ГПТ и модулирующее - на уровень отрицательной эмоциональной возбудимости крыс, выполняла роль пускового механизма гипоталамических центров положительного подкрепления, осуществляла вегетативный контроль аппаратов рефлекторной регуляции сердца. У 24 мес. животных НК выполняла в основном функцию "механизма", поддерживавшего общий физиологический и эмоциональный тонус стареющего организма. 

ОНТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ АКТИВНОСТИ Nа+, К+-АТФ-азы И УРОВНЯ МАЛОНОВОГО ДИАЛЬДЕГИДА ПРИ ДИАБЕТЕ

А. И. Станев, О. А. Кокошкина, А. В. Запорожченко

Одесский национальный университет им. И. И. Мечникова
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Патогенез сахарного диабета характеризуется нарушением углеводного и липидного обмена, активацией свободнорадикальных и пероксидных процессов, а также усилением неферментативного гликозилирования белков. Деструктивное действие продуктов перекисного окисления липидов приводит к нарушению мембранных структур клетки, что особенно характерно при старении.

Поэтому цель нашей работы состояла в исследовании активности Nа+, К+-АТФ-азы и уровня малонового диальдегида (МДА) в органах крыс разного возраста при аллоксановом диабете, и в изучении возможности коррекции этих показателей с помощью витаминного комплекса (ВК).

В исследованиях использованы крысы-самцы Вистар 3-х возрастных групп: молодые – 2-3 нед., взрослые – 3-4 мес., старые – 24-26 мес. Половине животных каждой возрастной группы вводили в течение 7-ми дней ВК объемом 0,2 мл на 100 г массы животного, а второй половине (контроль) в равном объеме физиологический раствор. Дозы витаминов (мг/кг массы): тиамина – 6, рибофлавинмононуклеотида – 2, пантотената-Са – 25, пиридоксина – 5, липоевой кислоты – 2, никотинамида – 20. Аллоксановый диабет у крыс вызывали путем одноразовой внутрибрюшинной инъекции аллоксана в дозе 150 мг/кг массы.

При аллоксановом диабете в печени, мозге, почках и сердце крыс всех возрастных групп отмечалось существенное увеличение уровня МДА. В исследованных тканях выявлено значимое снижение активности Nа+, К+-АТФ-азы в зависимости от ткани и возраста крыс относительно контрольной группы. Наиболее выраженные изменения были отмечены в печени и мозге старых крыс. Снижение активности Nа+, К+-АТФ-азы может быть обусловлено его модификацией активными радикалами кислорода, вследствие усиления процессов перекисного окисления липидов. 

Протекторный эффект предварительных инъекций ВК был выражен во всех исследуемых группах, особенно у молодых и взрослых крыс. Препарат может быть предложен для клинических исследований с целью корригирующего действия метаболических нарушений при диабете, что особенно важно для лиц пожилого возраста.

АСТРОГЛИАЛЬНЫЙ ОТВЕТ НА ИНТОКСИКАЦИЮ ТОЛУЕНОМ В МОЗГЕ МОЛОДЫХ И СТАРЫХ КРЫС
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Нейродегенеративные изменения, которые во многих случаях ассоциированы с процессом старения, являются одной из наиболее важных причин нарушения функций ЦНС и развития познавательного дефицита.

Повреждения различной природы вызывают в нервной ткани характерную реакцию – астроглиоз, клеточный ответ, направленный на репарацию повреждений и поддержание функций ЦНС. Такой глиальный ответ сопровождается интенсивным фибриллогенезом и повышением экспрессии глиального фибриллярного кислого белка (ГФКБ). На основании этого повышение экспрессии ГФКБ рассматривается как маркер повреждений ЦНС. Астроциты являются основным клеточным типом, который обеспечивает питание, ионный баланс и выживание нейронов. Несмотря на то, что в последнее время достигнут значительный прогресс в изучении функций астроцитов, роль этих клеток в возрастных изменениях остается невыясненной. 

Известно, что интоксикация толуеном вызывает энцефалопатию и необратимые структурные изменения в мозге, а также индуцирует астроглиоз.

Целью работы было изучение интенсивности астроглиального ответа и способности к обучению на интоксикацию толуеном в мозге молодых (8-10 недель) и старых (70-80 недель) крыс. Астроглиоз оценивали по количеству ГФКБ в коре больших полушарий и гиппокампе, способность к обучению в водном тесте Мориса.

В мозге молодых крыс ежедневные ингаляции толуена (3000 ppm) на протяжении 45 дней вызывали более интенсивный астроглиальный ответ по сравнению с группой старых животных (повышение ГФКБ на 94 % и 43 % соответственно). Время выполнения задачи теста Мориса также существенно отличалось между возрастными группами. Молодые крысы затрачивали на поиски подводной платформы на 52 % больше времени, старые животные – на 117 % больше по сравнению с контролем того же возраста. Полученные результаты свидетельствуют о развитии более существенного познавательного дефицита в группе старых животных при интоксикации толуеном. В этой же группе отмечен менее интенсивный астроглиальный ответ (более чем в 2 раза по сравнению с молодыми животными). Высокий коэффициент корреляции между изменениями показателей глиального ответа и способности к обучению (r = 0,74) позволяет предположить важную роль астроцитов в обеспечении нейрональных функций.

Менее интенсивную астроглиальную реакцию в стареющем мозге можно объяснить тем, что с возрастом метаболическая и пролиферативная активность глиальных клеток существенно снижается. Таким образом представленные результаты показали, что активность астроцитов и их реакция на действие повреждающих факторов имеет существенное значение для поддержания и восстановления нейрональных функций.

РЕГУЛЯЦИЯ СВОБОДНОРАДИКАЛЬНЫХ ПРОЦЕССОВ ПЕПТИДНЫМИ ПРЕПАРАТАМИ ЭПИФИЗА ПРИ СТАРЕНИИ
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Эпифиз выполняет исключительно важную роль в регуляции различных физиологических функций организма. Известно, что гормон индольной природы мелатонин (N-acetyl-5-methoxytriptamine), продуцируемый эпифизом, защищает липиды, белки и нуклеиновые кислоты от свободнорадикального окислительного повреждения. Нами установлено, что наряду с мелатонином антиоксидантными свойствами, особенно проявляющимися при старении, обладают пептидные препараты эпифиза – эпиталамин и эпиталон. Антиоксдантное действие полипептидного препарата эпифиза эпиталамина осуществляется посредством повышения активности эндогенных антиоксидантных ферментов (Cu, Zn-супероксиддисмутазы, глутатионпероксидазы) и церулоплазмина. Синтезированный на основе эпиталамина тетрапептид эпиталон (Ala-Glu-Asp-Gly) подавлял генерацию активных форм кислорода и перекисное окисление липидов в мозгу, печени и сыворотке крови экспериментальных животных (2-годовалых крыс LIO и 30 мес. мышей CBA). Представленные данные свидетельствуют о том, что антиоксидантные свойства эпиталамина и эпиталона могут вносить весомый вклад в  описанные в литературе геропротекторные и антиканцерогенные эффекты указанных соединений [Хавинсон, Коркушко, 2002; Хавинсон, Баринов, Арутюнян, Малинин, 2003; Анисимов, 2003].

ВЗАИМОСВЯЗЬ  ВОЗРАСТНЫХ  ИЗМЕНЕНИЙ  ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ ЭПИФИЗА, ТИМУСА И  КОРЫ  НАДПОЧЕЧНИКОВ  У  ИММУНИЗИРОВАННЫХ Т-ЗАВИСИМЫМ   АНТИГЕНОМ  МЫШЕЙ  ЛИНИИ  СВА
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Возрастные изменения  мелатонинобразующей функции эпифиза могут изменить характер адаптивных реакций функционирования тимуса и коры надпочечников на внешние стимулы.

Цель: У животных разного возраста исследовать колебания уровня мелатонина, тимического сывороточного фактора (ТСФ) и кортикостерона после введения Т-зависимого антигена; оценить динамику изменений показателей в условиях активации функции эпифиза.

 Методы. У взрослых  и старых  мышей СВА исследовали уровень ТСФ, мелатонина и кортикостерона  в крови через 15-20, 30 и 60 мин, 3 часа, 1, 2, 3, 4, 5, 6 и 7 сут. после внутрибрюшинной инъекции 3 % суспензии эритроцитов барана (ЭБ). Контроль - 0,9 % раствор хлорида натрия. Части мышей с возраста 4 мес. вводили длительно пептидный препарат эпифиза эпиталамин, в результате чего у старых мышей уровень мелатонина в эпифизах и крови значительно вырос [И.Ф.Лабунец и др., 2003, 2005]. Таких старых мышей иммунизировали  ЭБ и в  те же сроки  определяли уровень ТСФ и кортикостерона.

Результаты. У взрослых мышей уровень ТСФ увеличился  через 15 мин после инъекции ЭБ и оставался повышенным практически во все сроки; уровень кортикостерона был высоким через 30 мин и 1 сут. Концентрация мелатонина существенно увеличилась через 20 мин, снизилась через 3 часа и не отличалась от контроля через 4 сут. У старых иммунизированных мышей уровень ТСФ и кортикостерона существенно не изменился, а концентрация мелатонина постепенно снижалась в процессе наблюдения. У взрослых и старых иммунизированных мышей между уровнем исследованных гормонов есть корреляционная связь. После иммунизации старых мышей, которые  с 4 месячного возраста получали эпиталамин, временная динамика уровня ТСФ и кортикостерона приблизилась к картине взрослых иммунизированных мышей. 

Выводы. У старых мышей факторы эпифиза восстанавливают фазность реакции функционального состояния тимуса и коры надпочечников на антигенный стимул. 

ВОЗРАСТНАЯ ДИНАМИКА ЭКСПРЕССИИ ЭКСТРАПИНЕАЛЬНОГО МЕЛАТОНИНА
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Мелатонин (МТ) – гормон, играющий важную роль в регуляции гомеостаза организма. Пинеальная  железа не является исключительным органом синтеза МТ.  Экстрапинеальный МТ широко распространен в организме. Клетки, продуцирующие МТ, обнаружены в желудочно-кишечном тракте, дыхательных путях, поджелудочной железе, надпочечниках, щитовидной железе, тимусе, мозжечке и в других органах. Также экспрессия МТ выявлена в тучных клетках, естественных киллерах, эозинофильных лейкоцитах. Такое широкое распространение МТ в организме  позволяет рассматривать его как базовый гормон диффузной нейроиммуноэндокринной системы (ДНИЭС) - единой функциональной биологической системы, играющей важную роль в нейроиммуноэндокринных механизмах старения.

Значительное количество МТ вырабатывается экстрапинеальными источниками его синтеза, основными из которых являются энтерохромаффинные клетки (ЕС-клетки) желудка. Были изучены возрастные особенности экспрессии МТ в гастробиоптатах у пациентов, не страдающих хроническим гастритом в возрасте 51-60 лет, 71-80 лет и старше 80 лет. Экспрессию экстрапинеального МТ верифицировали в ЕС-клетках слизистой оболочки пилорического отдела желудка иммуногистохимическим методом с использованием специфической кроличьей поликлональной антисыворотки к МТ (URMA, CIDtech Research Inc.). Морфометрический анализ проводили с помощью микроскопа Axiophot-2 (Zeiss) и программного обеспечения SPOT для компьютерного анализа изображений.

Количество МТ-иммунопозитивных ЕС-клеток сохраняется стабильным до 60 лет, и только у более старых людей их количество достоверно снижается. Оптическая плотность МТ-иммунопозитивных ЕС-клеток не меняется с возрастом, оставаясь стабильным показателем, что свидетельствует о снижении выработки МТ в слизистой оболочке желудка у лиц старше 60 лет за счет численного уменьшения популяции ЕС-клеток, а не за счет ослабления его синтеза в самих ЕС-клетках. 

Стабильная выработка МТ в желудочно-кишечном тракте до 60 лет и ее более медленное снижение по сравнению с пинеальным МТ (уровень которого начинает снижаться с 41 года, уменьшаясь к 60 годам в 2 раза) в старческом возрасте обеспечивает регуляцию физиологических процессов на достаточном уровне.

ЭФФЕКТЫ ПОСЛЕДЕЙСТВИЯ КРИОКОНСЕРВИРОВАННЫХ КЛЕТОЧНЫХ ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ У БОЛЬНЫХ С ЦИРРОЗОМ ПЕЧЕНИ В РАЗНЫХ ВОЗРАСТНЫХ ГРУППАХ
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Старение организма сопровождается снижением адаптационных процессов, что приводит к повышенной восприимчивости к стрессорным факторам внешней или внутренней среды и увеличению заболеваемости и смертности. Несмотря на преобладание сердечной недостаточности и артериальной гипертонии в качестве причины заболеваемости и смертности у пациентов пожилого и старческого возраста, в этой группе большое количество больных хроническими заболеваниями печени. Вирусы гепатитов В, С, D являются основными этиологическими факторами, приводящими к развитию хронических заболеваний печени.  Патогенез фиброза печени при любых патологических состояниях является результатом развития оксидативного стресса, так как активизируется фактор некроза опухоли, воспалительные цитокины, приводя к микровоспалению, фиброзированию и индуцированному апоптозу. С возрастом печеночный кровоток снижается на 40 %. В последующем это связано с изменениями сердечного выброса, масса печени уменьшается на 40 % к 80-летнему возрасту пропорционально снижению печеночного кровотока. С возрастом происходит утолщение и дефенестрация эндотелия синусоидов с отложением коллагена и образованием плотной базальной мембраны (коллагенизация пространства Диссе). Рядом авторов показано, что восстановление нарушенных функций печени возможно при трансплантации стволовых клеток. Во всем мире трансплантация печени становится привычной операцией для лечения терминальной стадии заболеваний печени, разрабатываются методы, позволяющие эффективно устранять явления печеночно-клеточной недостаточности, а в ряде случаев, даже избежать ее. Изолированные гепатоциты частично восстанавливают синтетическую и детоксикационную функции печени. Для получения гепатоцитов in vitro могут быть использованы различные линии стволовых клеток разных органов.  

В клинике ИОНХ АМНУ имеется многолетний опыт использования фетальных гепатоцитов гемопоэтических клеток-предшественников для коррекции нарушений гомеостаза у больных с циррозом печени. После применения гемопоэтических клеток-предшественников и фетальных гепатоцитов при циррозе достоверные положительные изменения были получены по показателям неспецифической резистентности (активность белков системы комплемента, фагоцитоз нейтрофилов). Донорские криоконсервированые гемопоэтические клетки-предшественники (у молодых) и фетальные гепатоциты (у пациентов старшего возраста) стимулировали адгезию и эндоцитоз фагоцитирующих гранулоцитарных нейтрофилов. У пациентов младшей группы с циррозом печени после применения гемопоэтических клеток-предшественников увеличивалась субпопуляция CD8+ Т-лимфоцитов до (51,1(16,3) % и значительно снижалась субпопуляция CD4+ Т-хелперов в первые сутки после трансфузии. Через 3-е суток после применения клеток-предшественников нормализовался иммунорегуляторный индекс за счет повышения CD4+ Т-хелперов до (30,5(7,3) %. Положительная динамика изменения иммунологических показателей коррелировала с улучшением клинических проявлений заболевания. Отмечали также уменьшение объема асцитической жидкости выделяемого по дренажу (объем снизился с 2 литров до 100 мл в сутки). Разработка методологий применения фетальных гепатоцитов и гемопоэтических клеток-предшественников в зависимости от характера функциональных расстройств и возраста пациентов, позволит осуществлять направленную коррекцию метаболических нарушений у больных с осложненной патологией.

ВОЗРАСТНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ГОРМОНАЛЬНЫХ ФЕНОТИПОВ ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК

В.О. Полякова
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В последние два десятилетия появляются данные о том, что экспрессия гормонов в иммунокомпетентных клетках является важным паракринным механизмом регуляции местного гомеостаза, нарушения которого существенно влияют на процессы старения как отдельных органов, так и организма в целом. В этой связи возрастные аспекты изучения синтеза и секреции биогенных аминов и регуляторных пептидов в различных иммунокомпетентных клетках является несомненно актуальным. 

Объектом исследования были культуры тимоцитов, эпителиальных клеток тимуса (ТЭК), тучных клеток, макрофагов и дендритных клеток, выделенных из тимуса абортных эмбрионов человека (20 недель). Культуры проходили от 3-х (молодые) до 8-ми (старые) пассажей. После соответствующих процедур разделения тимоцитов на субпопуляции CD4+ или CD8+, экспрессию мембранных молекул для их идентификации определяли методом проточной цитофлуорометрии. Иммуноцитохимические исследования проводили с использованием антител к различным гормонам. 

В различных субпопуляциях тимоцитов человека, находящихся на различной стадии дифференцировки и онтогенеза, обнаружена экспрессия следующих гормонов: в предшественниках Т-лимфоцитов (CD4-CD8-) содержатся серотонин и мелатонин; в незрелых кортикальных клетках (CD4+CD8+) обнаружен только серотонин (только в молодых культурах), в зрелых медуллярных клетках (CD4+CD8-) выявлен серотонин, мелатонин, бета-эндорфин и гистамин. 

В ТЭК, формирующих тельца Гассаля, обнаружена экспрессия серотонина и гастрина (в молодых культурах), соматостатина и серотонина (в старых культурах). В тучных клетках в молодых культурах верифицирована экспрессия серотонина, мелатонина и гистамина, а в старых культурах экспрессия мелатонина отсутствует, но регистрируется секреция вазоактивного  интестинального пептида. 

Положительная иммунореактивность к мелатонину, серотонину и инсулину регистрируется в макрофагах (как в молодых,  так и в старых культурах).  Незрелые дендритные клетки проявляют иммуноокрашивание с антителами к бета-эндорфину и кальций-ген-родственному пептиду, а в зрелых дендритных клетках дополнительно появляется иммунореактивность к соматостатину и нейротензину.

Впервые выявленные особенности экспрессии различных гормонов, обладающих геротропными свойствами, в иммунокомпетентных клетках отражают важную роль присущей им гормональной функции в молекулярной сигнальной регуляции процессов старения. 

СОСТОЯНИЕ ПРООКСИДАНТНО-АНТИОКСИДАНТНОЙ И МОНООКСИГЕНАЗНОЙ СИСТЕМ В ТКАНЯХ СТАРЫХ КРЫС ПОСЛЕ МНОГОКРАТНОГО ВВЕДЕНИЯ ФЕТАЛЬНЫХ КЛЕТОК
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Работа посвящена изучению основных закономерностей изменения состояния прооксидантно-антиоксидантной и монооксигеназной систем в печени и крови старых крыс после многократного введения фетальных клеток печени (КФП) и мозга (КФМ) человека.

Установлено, что содержание продуктов свободнорадикального повреждения белков (карбонилов) в плазме крови 25-месячных крыс, которым с 13-месячного возраста вводили КФП и КФМ (с интервалом в 3 месяца), было достоверно ниже, чем у контрольных старых животных. Содержание ТБК-активных продуктов ПОЛ  в плазме и гомогенатах печени было ниже только у животных, получавших КФП. При этом у крыс, получавших КФП, супероксиддисмутазная (плазма), селензависимая глутатионпероксидазная (цитозоль, митохондрии), селеннезависимая глутатионпероксидазная (цитозоль), глутатион-S-трансферазная (митохондрии) и глутатионредуктазная (митохондрии) активности были выше, чем у контрольных животных. У крыс, получавших КФМ, обнаружено, что супероксиддисмутазная (плазма), каталазная (цитозоль, эритроциты), селензависимая глутатионпероксидазная (эритроциты), селеннезависимая глутатионпероксидазная (цитозоль) и глутатионредуктазная (цитозоль, эритроциты) активности были выше, чем у контрольных животных. Исследуемые показатели монооксигеназной системы печени (амидопирин-N-деметилазная активность и содержание цитохрома Р-450), которые при старении крыс значительно снижались к 24-месячному возрасту, у опытных 25-месячных животных, получавших КФП, были в 1,7 и 1,9 раз выше, а у получавших КФМ – в 2,0 и 2,3 раза выше, чем у контрольных старых крыс.

Таким образом, полученные в работе данные свидетельствуют о том, что КФП и КФМ замедляют обусловленное возрастом накопление продуктов свободнорадикального повреждения липидов и белков и увеличивают надежность антиоксидантной и монооксигеназной систем печени и крови старых животных. При этом обнаруженные особенности влияния КФП и КФМ на ряд показателей прооксидантно-антиоксидантной системы организма свидетельствуют о перспективности изучения их совместного действия с целью создания потенциального геропротектора.

AGE-RELATED POSTTRANSLATIONAL DEAMIDATION AND GLYCATION OF LACTOPEROXIDASE FROM COW’S MILK

M.Y. Bibov,  I.A. Sorokina, A.I. Lukash

Rostov State University

Rostov-on-Don, Russia

E-mail: mbibov@yahoo.com

Lactoperoxidase (LPO) is well known to be one of the most powerful enzymatic factors of nonspecific antimicrobial resistance in milk, which exhibits an extreme amount of heterogeneity. It was also shown that some LPO isoforms originate from a common precursor via non-enzymatic deamidation of certain asparaginyl and glutaminyl residues. Non-enzymatic deamidation as well as glycation have been shown to be typical age-related posttranslational modifications of proteins and they are considered as an important evolutional adaptive mechanism timing life and functions of protein molecules. The present study was aimed to investigate the role of nonenzymatic deamidation and glycation processes in age-related structural modifications as well as biological activity of LPO from cow’s milk during its storage in vitro under simulated physiological conditions. In order to investigate deamidation and glycation processes in vitro commercial LPO preparations were used (Biopreparat, Russia). To simulate age-related deamidation and glycation sterile LPO samples were incubated in physiological solution containing 0,2 or 5% glucose at 37°C for 7 and 14 days. Samples dissolved in pure physiological solution w/o glucose were used for control experiments. After incubation the proteins were purified from unbound glucose and the level of glycation was measured [Parker et al., 1981]. The assessment of amide group content was performed by method of Gershenovich et al., (1960). Conformational rearrangements in LPO molecule were studied spectrofluorimetrically in the presence of acrylamide to quench fluorescence [Lakovich 1986]. Enzymatic activity of LPO was estimated with ortho-toluidine reagent as the oxidation substrate [Alperovich et al., 1990]. After 7 day incubation in 0,2 % and 5 % glucose solution the content of glycated LPO was increased by 38% and 170% respectively. The same dynamics was observed in case of prolonged 14 day incubation. Incubation of LPO samples in pure physiological solution for 14 days led to 42% decrease in TAG content. Surprisingly, the rate of deamidation was unaffected by the presence of glucose in the incubation media. We suggest that the latter phenomenon can be accounted for rather high rate of LPO deamidation even in the absence of glucose that can shelter its effect. Deamidation and glycation caused conformational rearrangements in LPO molecule. After 7 and 14 day incubation the sensitivity of Trp residues to quenching by acrylamide was increased by 12 % and 17 % respectively. Incubation in 0,2 % and 5 % glucose solution partially prevented these changes and enabled the protein to keep its native structure. 

ВПЛИВ ЗАНЯТЬ ЙОГОЮ НА рівень перекисного окиснення ліпідів І ЕЛЕКРИЧНУ АКТИВНІСТЬ СЕРЦЯ у ЛЮДЕЙ 50–70 РОКІВ
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Відомо, що у багатьох людей після 40 років починає відмічатися дисбаланс у багатьох системах організму, в першу чергу у серцево-судинній системі. В тих осіб, котрі зберігають фізичну активність на достатньому рівні ці зміни настають пізніше і протікають легше. Ми вирішили дослідити вплив занять Йогою на серце і перекисне окиснення ліпідів (ПОЛ). 

Метою нашого дослідження було встановити вплив занять Хатха-Йогою на рівень продуктів ПОЛ у крові, активність ферментів АО-системи і на прояви електричної активності серця людей 50–70 років.

Було обстежено 21 особу, з них 11 осіб були у віці 50–60 років (І група), 10 – 61–70 років (ІІ група). Усі ці люди займались у групі оздоровчої гімнастики з використанням вправ Хатха-Йоги. Ніхто з обстежуваних скарг на стан здоров’я не пред’являв.

Перед початком занять були проведені визначення рівня тіобарбітурат-активних продуктів і активності ферментів АО-захисту у сироватці крові (супероксиддисмутаза, глутатіонпероксидаза, глутатіонредуктаза), а також було знято електрокардіограми (ЕКГ) на 100 кардіоциклів для виявлення можливих патологій серцевої діяльності і розрахунку індексу Баєвського. В подальшому ЕКГ проводили щомісяця, а біохімічні дослідження крові – щотримісяці.

Заняття включали розминку з виконанням вправ з різних вихідних положень, дихальну гімнастику Йоги, а також виконання статичних вправ Хатха-Йоги. Обидві групи обстежених осіб займались протягом десяти місяців.

У результаті попередніх досліджень було встановлено, що у осіб І групи не відмічено суттєвих патологічних змін серця за ЕКГ, але виявлено зниження активності ферментів АО-системи і підвищення рівня ТБК-активних продуктів ПОЛ.

У обстежених осіб ІІ групи виявлено значне зростання вмісту продуктів ПОЛ і зниження активності ферментів АО-захисту. За ЕКГ виявлено аритмію (у 2-х обстежених), тахікардію (у 5-и осіб), переважання симпатичних впливів над парасимпатичними (в усіх 10).

Протягом шести місяців занять фізичними вправами Йоги відмічено незначне зростання активності АО-системи, хоча рівень ТБК-активних продуктів ПОЛ залишався на високому рівні, в обох групах обстежених осіб.

Після 10 місяців занять фізичними вправами Йоги в осіб І групи відмічено зростання активності ферментів АО-захисту до нормальних величин, значне зниження продуктів перекисного окиснення ліпідів порівняно зі значеннями на початку занять. В осіб ІІ групи також відмічене зростання активності ферментів АО-захисту і зниження продуктів ПОЛ, хоча в меншому ступені ніж у обстежених І групи. Стосовно стану серцево-судинної системи, можна відмітити незначне зменшення аритмії і тахікардії і зростання індексу Баєвського, що свідчить про покращання стану серцево-судинної системи.

Влияние стресса и введения дексаметазона на активность глутатионзависимой антиоксидантной системы у самок макак резусов

А.В. Шмалий, Н.Д. Гончарова

ГУ НИИ Медицинской приматологии РАМН

г. Сочи, Россия

E-mail: iprim@mail.sochi.ru

Центральное положение в регуляции неспецифической адаптации организма к стессовому воздействию занимает гипоталамо-гипофизарно-адреналовая система. Однако вопрос о роли этой системы в регуляции антиоксидантных процессов остается не изученным. Целью настоящей работы явилось изучение влияния глюкокортикоидных гормонов на активность глутатионзависимой антиоксидантной системы (ГАОС) у лабораторных приматов. 

Материал и методы. В экспериментах использовали 8 самок макак резусов 2-х возрастных групп – 6-8 лет (n=4) и 20-22 лет (n=4). Животных подвергали острому стрессорному воздействию (2-х часовой нежесткой иммобилизации в метаболических клетках), а также введению дексаметазона (в дозе 0.5 мг/кг м.т) с интервалом в 2 недели. Уровень кортизола в плазме периферической крови определяли до начала иммобилизации и через 5, 15, 30, 60, 120 и 240 мин и 24 ч спустя, а также до введения дексаметазона и через 6 ч после его введения. ГАОС оценивали по активности следующих антиоксидантных ферментов в гемолизате эритроцитов: глутатионпероксидазы (ГП), глутатионредуктазы (ГР) и глутатионтрансферазы (ГТ). 

Результаты. Установлено, что при стрессе у обезьян обеих возрастных групп наряду с повышением уровня кортизола в крови наблюдается выраженное увеличение активности ГР. При этом динамика уровня кортизола тесно коррелировала с динамикой активности ГР (r=0,859 для молодых животных и r=0,987 для старых животных). Введение дексаметазона, синтетического аналога кортизола, также приводило к заметному увеличению активности ГР. В то же время не было выявлено значимой корреляции между активностю ГР и уровнем дегидроэпиандростерона сульфата, другого важнейшего кортикостероида и антагониста кортизола (r=0,484). Активность глутатионпероксидазы и глутатионтрансферазы не подвергались существенным изменениям при стрессе или введении дексаметазона. Полученные данные дают основание полагать о важной роли глюкокортикоидов в регуляции активности глутатионредуктазы - важнейшего фермента глутатионзависимой антиоксидантной системы.

ВОЗРАСТНЫЕ  ИЗМЕНЕНИЯ  АКТИВНОСТИ  АНТИОКСИДАНТНЫХ ФЕРМЕНТОВ  КРОВИ  ЧЕРНОМОРСКИХ РЫБ, ОТНОСЯЩИХСЯ  К  РАЗНЫМ  ЭКОЛОГИЧЕСКИМ  ГРУППАМ

И.И. Руднева*, Т.Б. Вахтина*,  Е.Н. Скуратовская*,  И.Н.Залевская**

*Институт биологии южных морей НАН  Украины, г. Севастополь, Украина

** Таврический  национальный  университет, г. Симферополь,  Украина

Е-mail: svg@bios.iuf.net

Одними из  важнейших биомаркеров, характеризующих состояние  организма  в  условиях  стресса, вызванного  массированным  антропогенным  воздействием, является  уровень  активности  антиоксидантной  системы и, в  частности,   активность  антиоксидантных  ферментов. Эти  параметры  нашли  широкое  применение  в  экотоксикологических исследованиях,  в  том  числе при  изучении морских гидробионтов. Однако  при  этом  следует  учитывать  и  физиологическое состояние  организма, в частности,  его  возраст, пол, стадию жизненного  цикла и особенности  экологии. На  этом  основании целью настоящей  работы  явилось исследование активности антиоксидантных ферментов крови 10  видов  черноморских рыб, относящихся  к разным  экологическим группам (донные, придонные, придонно-пелагические  и  пелагические). Результаты  показали, что у  представителей  разных экологических групп наряду  с различиями  в  значениях  активности  анализируемых   показателей существует  общая  тенденция, выражающаяся  в  возрастании активности  ключевых антиоксидантных ферментов у средневозрастных  групп,  доминирующих в  популяциях, и  последующем  снижении этих параметров у  рыб более старшего  возраста. На  основании  полученных результатов  можно  заключить, что уменьшение  активности  антиоксидантных ферментов  крови у  рыб  с  возрастом обусловлено  как снижением  защитных возможностей  организма, так  и  значительным  антропогенным воздействием,    которому  подвергаются прибрежные черноморские  акватории, являющиеся  средой  обитания для  исследуемых  видов. Таким  образом, при использовании показателей  антиоксидантной  системы  в  качестве биомаркеров  в  морской  экотоксикологии необходимо  учитывать  физиологические особенности  рыб  и  беспозвоночных и, прежде  всего,  их  возраст. 

СТАН СИСТЕМИ АНТИОКСИДАНТНОГО ЗАХИСТУ ТА ФУНКЦІОНУВАННЯ МІТОХОНДРІЙ ПЕЧІНКИ СТАТЕВО НЕЗРІЛИХ ЩУРІВ ЗА АКТИВАЦІЇ СИСТЕМИ ОКСИДУ АЗОТУ

К.М. Муращук, О.В. Іккерт, С.К. Гордій, М.О. Гальків 

Львівський національний університет імені Івана Франка
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Процеси за участю кисню є невід’ємною складовою функціонування усіх живих організмів. Значну роль у регуляції цих процесів відіграє система оксиду азоту. Проте практично відсутні дані літератури щодо взаємозв’язку між кисень-залежними процесами та активністю NO-ергічної ланки на ранніх етапах онтогенезу.

Метою роботи було дослідити вплив L-аргініну та інгібітора NO-синтази L-NNA на активність системи АОЗ, інтенсивність процесів ПОЛ та процеси дихання і окисного фосфорилювання у печінці статево незрілих щурів.

Досліди проводили на статево незрілих щурах-самцях віком до 6 тижнів. Тварин було поділено на 3 групи: контрольну, з введенням L-аргініну (600мг/кг) та із введенням L-NNA (35 мг/кг). Час дії препаратів становив 30 хв. 

Результати показали, що введення L-аргініну призводило до зниження активності каталази на 17 %, а інтенсивності процесів ПОЛ на 21 % у печінці статево незрілих щурів. Дія L-NNA обмежувалась зниженням вмісту МДА на 55 % (р<0,05).

Порівняння процесів мітохондріального дихання показало, що інтенсивніше процеси енергозабезпечення відбуваються у разі використання КГ ніж сукцинату. Це підтверджується вищим показником ефективності фосфорилювання (АДФ/О) на 27 % та зниженням часу окисного фосфорилювання (ОФ) на 28 % у мітохондріях печінки статево незрілих щурів. Активація NО-ергічної ланки призводила до зниження енергозабезпечення МХ печінки статево незрілих тварин. При введенні L-аргініну досліджено зниження швидкості та ефективності ОФ при окисненні СК на 38 % та 29 % відповідно та зниження ефективності ОФ на 30 % при окисненні КГ. Введення L-NNA при окисненні КГ викликало зниження ефективності ОФ на 44 % при зниженні швидкості цього процесу на 27 % на тлі зростання часу ОФ на 97 %.

Отже, система оксиду азоту призводить до зниження процесів окисного фосфорилювання на фоні зниження інтенсивності процесів ліпопероксидації у тканині печінки статево незрілих щурів. 

АКТИВНОСТЬ ТИРОЗИНАМИНОТРАНСФЕРАЗЫ ПРИ ОКСИДАТИВНОМ СТРЕССЕ У КРЫС РАЗНОГО ВОЗРАСТА

С.М. Охрименко

Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина

г. Харьков, Украина

Тирозинаминотрансфераза (КФ 2.6.1.5) катализирует скоростьлимитирующий этап катаболизма тирозина и включения этой аминокислоты в реакции глюконеогенеза в печени. Фермент индуцируется глюкокортикоидами как in vivo, так и in vitro. Важное место в регуляции активности тирозинаминотрансферазы (ТАТ) занимают процессы деградации фермента. Соотношение скоростей синтеза и деградации фермента отражают скорость катаболизма тирозина в экстремальных условиях. Одно из экстремальных состояний – поступление в организм соединений тяжелых металлов и металлов с переменной валентностью, что вызывает активацию процессов перекисного окисления липидов, изменение активности ферментов, накопление активных метаболитов кислорода и развитие оксидативного стресса. Малоизученными остаются возрастные аспекты процессов адаптации ферментов азотистого обмена в этих условиях. В связи с этим целью данной работы было изучение влияния солей кобальта и ртути на активность тирозинаминотрансферазы печени крыс разного возраста и исследование механизмов регуляции активности фермента при оксидативном стрессе, вызванном поступлением в организм солей этих металлов. 

Объект исследования – крысы-самцы линии Вистар двух возрастных групп: 1 и 3 месяца. Хлориды кобальта или ртути вводили внутрибрюшинно в дозах соответственно 3 мг и 0,7 мг на 100 г массы тела за 4 часа до эксперимента. Контрольным животным вводили физраствор. Механизмы регуляции активности ТАТ изучали на 3-месячных животных. С этой целью использовали предварительное введение актиномицина Д в дозе 0,05 мг на 100 г массы, который вводили внутрибрюшинно за 30 минут до раствора соли. Поскольку распад апофермента ТАТ протекает с участием убиквитинзависимой системы деградации белков, в функционировании которой принимают участие белковые тиолы, определяли содержание белковых SH-групп через 4 часа после введения солей кобальта или ртути.

Результаты проведенных экспериментов свидетельствуют о том, что введение и хлорида кобальта, и хлорида ртути вызывало повышение активности тирозинаминотрансферазы в печени животных обеих возрастных групп. Использование ингибитора белкового синтеза актиномицина Д показало, что повышение активности ТАТ при введении хлоридов кобальта или ртути происходит путем синтеза фермента de novo, что дает основание предполагать индукцию данного фермента под действием глюкокортикоидов в условиях оксидативного стресса, вызванного поступлением в организм животных солей кобальта или ртути. Ранее нами было показано развитие стресс-реакции в организме животных при введении солей данных металлов. В то же время, содержание белковых SH-групп в печени крыс снижалось как при введении хлорида кобальта, так и при введении хлорида ртути, что может свидетельствовать в пользу замедления процессов деградации ферментного белка.

Таким образом, повышение активности  ТАТ печени в условиях оксидативного стресса, вызванного введением в организм животных  хлоридов кобальта или ртути, происходит как за счет синтеза фермента de novo, так и путем замедления процесса деградации апофермента.

ВІКОВІ ОСОБЛИВОСТІ АКТИВНОСТІ КАРБОКСИПЕПТИДАЗИ А У ЖІНОК З НОВОУТВОРЕННЯМИ РЕПРОДУКТИВНОЇ СИСТЕМИ

І. Л. Вовчук

Одеський національний університет ім. І. І. Мечникова

м. Одеса, Україна

E-mail: irvov@ukr.net

Оскільки протеолітичний потенціал клітин у значному ступені визначається лізосомним апаратом, дослідження маловивченої лізосомальної карбоксипептидази А, яка приймає участь на останніх етапах у деградації міжклітинного матриксу, викликає особливий інтерес.

Мета роботи – дослідження  активності карбоксипептидази А в тканинах новоутворень тіла матки та яєчника за наявністю доброякісного та злоякісного процесу з урахуванням вікових особливостей жіночого організму.

Досліджували гомогенати неураженої тканини та зразки новоутворень тіла матки та яєчника, вилучених операційним шляхом у жінок, які не отримували медикаментозного доопераційного лікування. У супернатанті визначали активність карбоксипептидази А по гідролізу  синтетичного субстрату карбобензоксіфенілаланіну та вміст білка – за методом Lowry. 

Дослідження як відносної так і питомої активності карбоксипептидази А в тканинах тіла матки та яєчника  без патології не виявило вірогідної різниці показників у жінок різного віку, але мало тенденцію до зниження у жінок похилого віку. У межах однієї вікової групи наявність патологічних процесів супроводжується збільшенням активності ферменту в  1,8 – 2,5 рази, відносно показників тканин без патології. 

За наявності доброякісних процесів у тканинах тіла матки найбільша активність встановлена у жінок у віці 61-70 років;  за наявності злоякісних  - у жінок  віком 51-60 років та в обох випадках активність ферменту вірогідно зменшується у жінок віком після 70 років. 

На відміну від патологічного процесу в тілі матки найбільша активність  карбоксипептидази А за наявності доброякісної патології яєчника встановлена у жінок у віці від 41 до 60 років, а за наявності злоякісного процесу – у жінок у віці від 31 до 50 років.

Отримані результати свідчать  про тканиноспецифічність досліджуваних процесів у гормонозалежних тканинах та про посилення катаболізму білків у геронтогенезі за наявності онкопатології.

АКТИВНІСТЬ КАРБОКСИПЕПТИДАЗИ А В ТКАНИНАХ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ У ЖІНОК РІЗНОГО ВІКУ

К.А. Філіпцова, І.Л. Вовчук

Одеський національний університет ім. І І.Мечнікова
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У  останні роки науковий інтерес акцентовано на вивченні  протеїназно-інгібіторної системи, яка приймає участь на різних етапах розвитку організму, за різних патологій, однією з яких є процес новоутворень.

Мета роботи – дослідження активності карбоксипептидази А в тканинах новоутворень молочної залози за наявності доброякісного та злоякісного процесу з урахуванням вікових особливостей жіночого організму.

Досліджували гомогенати неураженої тканини та зразки новоутворень молочної залози, вилучених операційним шляхом у жінок, які не отримували медикаментозного доопераційного лікування. У супернатанті визначали активність карбоксипептидази А по гідролізу 2 мМ синтетичного субстрату карбобензоксифенілаланіну та вміст білка – за методом Lowry.

Виявлено незначне підвищення активності карбоксипептидази А в неураженій тканині молочної залози у жінок віком 31 – 40 та 61 -70 років. У жінок у віці 41 -60 років і після 70 років спостерігається зниження активності даного ферменту. Однак, порівняльне    вивчення активності карбоксипептидази А в тканинах неураженої молочної залози та в зразках новоутворень у жінок одного віку виявило вірогідне зростання активності ферменту в 1,8 – 2,8 рази та в 2,1 -3,3 рази за наявності доброякісного і злоякісного пухлинного процесу відповідно. За доброякісної патології тканини молочної залози найбільша активність карбоксипептидази А спостерігалась у жінок у віці 20 – 30 років та в постклімактеричному періоді (60 років і більше).

У тканинах злоякісних новоутворень, на відміну від неураженої тканини молочної залози, максимальна активність ферменту встановлена у жінок в преклімактеричному періоді (41 -50 років), що позитивно корелює з частотою виникнення злоякісного процесу серед жіночого населення. Активність карбоксипептидази А зменшується у жінок із злоякісними новоутвореннями молочної залози віком 50 років і більше, а після 70 років спостерігається незначне підвищення активності ферменту.

Отримані результати свідчать, що за наявності пухлинного процесу активність карбоксипептидази А, яка приймає участь у катаболізмі білків, зростає у жінок у преклімактеричному періоді та особливо – у жінок похилого віку.

Влияние (-амилоидных пептидов на активность ферментов  обмена перекиси водорода в мозге крысы
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Самым «модным» возрастным заболеванием в настоящее время становится деменция (слабоумие), известная как болезнь Альцгеймера, а главным ее диагностическим признаком  - наличие сенильных бляшек на поверхности нейрона, состоящих из (-амилоидных (А() пептидов.  А(-пептиды – это протеолитические продукты белка-предшественника (-амилоидов, инициирующие медленную дегенерацию и гибель нервных клеток при болезни Альцгеймера и других возрастных нейродегенеративных заболеваниях. В данной работе проведено исследование действия А(-пептидов на митохондриальные и немитохондриальные ферменты-источники активных кислородных метаболитов и  антиокислительные ферменты в мозге. В экспериментах на крысах оказалось, что вводимые в желудочки мозга   A(25-35  и A(1-40 стимулировали образование Н2О2 в митохондриях мозга лишь тогда, когда они находились в агрегированной форме. Хроническое введение агрегированного A(1-40 приводило также к повышению активности H2O2-генерирующей Mn-супероксиддисмутазы, снижению активности H2O2-потребляющих ферментов каталазы и глутатионпероксидазы и концентрации неферментного антиоксиданта глутатиона в митохондриях мозга. Агрегированный A(1-40 повышал активность Cu,Zn-супероксиддисмутазы и альдегидоксидазы, способствовал окислительному превращению ксантиндегидрогеназы в ксантиноксидазу и соответствующему ускорению образования H2O2 в цитозоле. Введение крысам в мозг препарата МК-801 частично восстанавливало антиокислительный статус митохондрий и образование Н2О2, что свидетельствует о том, что действие амилоида in vivo осуществляется с участием NMDA-рецепторов. Эти данные представляют собой новый вклад в наши знания о молекулярных механизмах, лежащих в основе нейродегенерации и гибели нервных клеток при болезни Альцгеймера.

Работа поддержана РФФИ (грант 04-04-48188) и Программой Президиума РАН «Фундаментальные науки – медицине». 

АНТИРАДИКАЛЬНЫЙ И НЕЙРОПРОТЕКТОРНЫЙ ЭФФЕКТЫ 

ГИДРАТИРОВАННЫХ С60 ФУЛЛЕРЕНОВ

А.А. Тихомиров1, Г.В. Андриевский2, В.С. Недзвецкий1, В.В. Корса1, 

В.К. Клочков2, Л.И. Деревянченко2
1Днепропетровский национальный университет, г. Днепропетровск, Украина

2Институт терапии им. Л.Т. Малой, г. Харьков, Украина

E.mail: artem_tykhomyrov@ukr.net;   yard@kharkov.ua

Фуллерены являются третьей аллотропной формой углерода. В продолжение пионерских работ по исследованию уникальной биологической активности С60FWS – водных молекулярно-коллоидных растворов гидратированных С60 фуллеренов (HyFn) – было проведено две серии тестирований. В первом эксперименте была воспроизведена модель интоксикации крыс ионами алюминия, обладающими выраженными нейротоксическими свойствами. Во второй серии опытов была выбрана модель алкоголизации крыс. Патогенетической особенностью данных моделей является индукция токсическими факторами развития оксидативного стресса, в особенности в тканях печени и мозга животных. Обоснованием для использования HyFn для коррекции патологий, вызванными этанолом и ионами Al3+, послужили данные об антиоксидантных эффектах фуллеренов и их некоторых водорастворимых производных. 

Уровень перекисного окисления липидов (ПОЛ) оценивали по содержанию ТБК-активных соединений в крови, тканях мозга и печени. Показано, что у крыс, систематически потреблявших раствор этанола (5-15 %) в течение 12 недель, прием С60FWS способствовал снижению уровня ПОЛ в мозге (на 133 %) и печени (на 36 %) по сравнению с алкоголизированными животными. Кроме того, потребление С60FWS нормализовало содержание глюкозы в крови животных на фоне развития алкогольной гипоглюкозэмии.   HyFn в суммарной дозе 0,6 мг/кг, вводившейся крысам, потреблявшим 0,2 % раствор AlCl3, способствовали уменьшению степени ПОЛ на 54 % в мозге и 24 в печени по сравнению с интоксицированными животными. HyFn не вызвали сколько-нибудь достоверных изменений в содержании ТБК-активных соединений в крови экспериментальных животных, что свидетельствует о наличии высокого индекса накопления данного вещества органами животных.

Степень нейротоксического действия стресс-факторов характеризовали по содержанию и уровню протеолитической деградации маркера астроглиоза – глиального фибриллярного кислого белка (ГФКБ). В условиях развития патологии, индуцированной алкоголем и Al3+, было показано увеличение количества ГФКБ и степени протеолиза его субъединиц, что указывает на развитие реактивного астроглиоза в поврежденной ЦНС. Терапия с использованием С60FWS способствовала нормализации содержания фибриллярного белка астроцитов и его физико-химических свойств. Возможно, что развитие астроглиоза в условиях действия данных факторов, опосредуется нарушением окислительно-восстановительного баланса в нервной ткани. Нейропротекторный эффект HyFn, по-видимому, связан с их способностью регулировать цепные процессы свободнорадикального окисления биомолекул. 

Наряду с биохимическими показателями была проведена оценка поведенческих реакций животных с помощью теста «открытое поле». Различные нарушения локомоторной, поисковой и эмоциональной активности крыс, потреблявших как этиловый спирт, так и AlCl3, восстанавливались до контрольного уровня в результате терапии HyFn, причем наибольшим положительным эффектом обладал С60FWS в низких дозах (30 нМ/л), потреблявшийся алкоголизированными крысами ad libitum. HyFn обладают ярко выраженными седативным и адаптогенным эффектами, о чем свидетельствует нормализация психофизиологических функций. Также при регулярном приеме животными растворов С60FWS отмечалось улучшение их экстерьера, повышалась репродуктивная способность и выживаемость.

Результаты тестирования HyFn свидетельствуют не только в пользу абсолютной нетоксичности молекул С60, но и открывают широкие перспективы для использования  С60FWS как нанопрепаратов нового поколения для профилактики и терапии различных патологий.

ОСОБЕННОСТИ ВЛИЯНИЯ ФАКТОРОВ-МОДУЛЯТОРОВ УРОВНЯ NO НА МИТОХОНДРИАЛЬНОЕ ОКИСЛЕНИЕ В ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ ЕСТЕСТВЕННОМ И ЗАМЕДЛЕННОМ СТАРЕНИИ
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Цель работы - изучение особенностей влияния факторов-модуляторов уровня NO-радикалов (донора NO-радикалов нитропруссида натрия (НП Na) и ингибитора NO-синтазы L-NNA) на состояние системы митохондриального окисления в печени молодых и старых крыс в контроле и при использовании калорийно ограниченной диеты. В работе были исследованы интенсивность дыхания митохондрий (МХ) при окислении FAD- и NAD-зависимых субстратов (сукцинат и глутамат с малатом) в состояниях 3, 3р и 4 по Чансу (V3, V3р и V4), дыхательный контроль (ДК) и коэффициент АДФ/О в контроле и после введения животным (дважды в сутки, через 12 час, внутрибрюшинно) донора NO-радикалов (0,1 мг на 100 г) и ингибитора NO-синтазы (3,5 мг на 100 г), а также содержание гидроперекисей липидов (ГПЛ) в МХ печени крыс.

Показано, что введение НП Na и L-NNA не влияло на интенсивность дыхания и окислительного фосфорилирования МХ при окислении сукцината. При окислении глутамата с малатом наблюдалось значительное увеличение у 3- и 20-месячных крыс (стандартный рацион) V3 (47,9 и 53,7 %) и ДК (65,0 и 47,6 %) в ответ на введение НП Na. В отличие от НП Na, введение L-NNA вызывало существенное увеличение только V3 

(24,0 %) в МХ печени 3-месячных крыс. НП Na не влиял на уровень ГПЛ в МХ печени крыс всех изученных возрастных групп, а L-NNA вызывал достоверное увеличение этого показателя у старых крыс при стандартном и калорийно ограниченном питании на 16,2 и 36,2 % соответственно. 

Результаты работы свидетельствуют о возможности использования доноров NO-радикалов для повышения эффективности работы дыхательной цепи митохондрий печени на поздних этапах онтогенеза, особенно, при возникновении и развитии возраст-зависимых патологий.

РАДИАЦИОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ В КРОВИ И ПЕЧЕНИ ВЗРОСЛЫХ И СТАРЫХ КРЫС НА ФОНЕ ОДНОКРАТНОГО ГИПОКСИЧЕСКОГО ВОЗЕЙСТВИЯ
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В организме животных отсутствуют специфические рецепторы для восприятия энергии ионизирующего излучения (ИИ), поэтому принято считать, что индукция ответа живой системы на радиационное воздействие опосредована активацией процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ). Таким образом, свободные радикалы и другие активные формы кислорода, которые образуются при воздействии ИИ на организм, рассматриваются как первичные медиаторы радиационного стресса. В основе радиопротекторного влияния гипоксического воздействия лежит нивелирование негативных проявлений кислородного эффекта. Цель работы – изучить возможность предотвращения радиационно обусловленных изменений показателей ПОЛ в ряде органов и тканей взрослых и старых крыс с помощью гипоксического воздействия.

Крыс-самцов двух возрастных групп: взрослые (6 мес.) и старые (24 мес.) подвергали однократному рентгеновскому облучению (R-облучению) в дозе 5 Гр. Животных брали в опыт через 2 и 5 сут. после R-облучения. Для коррекции выявленных изменений показателей ПОЛ в крови и печени животных подвергали гипоксическому воздействию (влияние газовой смеси с содержанием О2 10 об % в течение 1 мин до и 1 мин в процессе облучения). Интенсивность процессов ПОЛ в крови и печени определяли по уровню малонового диальдегида (МДА). Исследовали активность ферментов антиоксидантной защиты – каталазы (Кат) и супероксиддисмутазы (СОД).

У взрослых крыс гипоксическое воздействие предотвращало активацию ПОЛ в крови через 2 сут. после R-облучения, а в ткани печени через 2 и 5 сут. Гипоксическое воздействие предотвращало повышение Кат- и СОД-активности в крови через 2 сут. после R-облучения, а также снижение СОД-активности в печени через 2 сут. и Кат-активности в крови через 5 сут. У старых крыс гипоксическое воздействие предотвращало активацию процессов ПОЛ в печени через 5 сут. после R-облучения, повышение Кат-активности в печени и крови через 2 сут. и СОД-активности через 2 сут. в крови и через 5 сут. в печени.

Таким  образом,  нами  установлено,  что  сочетание гипоксического воздействия с R-облучением как у взрослых, так и у старых животных препятствовало активации свободнорадикальных реакций и истощению системы антиоксидантной защиты. Полученные данные могут служить теоретическим обоснованием для разработки метода направленной коррекции системы ПОЛ у облученных животных разного возраста с помощью гипоксического воздействия. 

ХАРАКТЕР И СТЕПЕНЬ ПРОЯВЛЕНИЯ АПОПТОТИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ В ЦЕНТРАЛЬНЫХ И ПЕРИФЕРИЧЕСКИХ ОРГАНАХ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ ПРИ ИНИЦИАЦИИ АДЪЮВАНТНОГО АРТРИТА У МОЛОДЫХ И СТАРЫХ ЖИВОТНЫХ
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Апоптоз является природным физиологическим процессом утилизации клеток. Его основная биологическая роль в норме – это установление динамического равновесия между процессами пролиферации и гибели клеток, что обеспечивает стабильное состояние организма, в противном случае – рост, либо атрофию тканей и органов. Известна возрастная дисфункция программы клеточной гибели, что может напрямую влиять на развитие аутоиммунных заболеваний (АИЗ). 

Целью нашего исследования было изучение особенностей проявления апоптотических процессов у молодых и старых животных с инициированной аутоиммунной патологией, а именно, адъювантным артритом (АА).

Объектом исследования были мыши линии СВА 3-х и 16-ти месячного возраста. Все манипуляции с животными выполнялись согласно Международным принципам Европейской конвенции о защите позвоночных животных (Страсбург, 1985 г.). АА индуцировали субплантарным введением полного адъюванта Фрейнда. Для визуализации ядер апоптотических клеток в тимусе и региональных лимфоузлах животных использовали ДНК-тропный краситель Хехст-33342. Экспрессию антиапоптотического белка Bcl-2 и СD3-костимулирующей молекулы Т-клеточного рецептора оценивали с помощью моноклональных антител методом  люминесцентной микроскопии.  

Была установлена возрастзависимая чувствительность клеток лимфоидных органов животных к индукции апоптоза, степень проявления которого в тимусе была выше, чем в лимфоузлах. Отмечена позитивная корреляция между содержанием СD3+ - и Хехст+ -клеток в лимфоидных органах и негативная между содержанием Bcl-2+ - и Хехст+ - клеток в процессе физиологического старения. Развитие АА, который наслаивался на возрастные изменения апоптоза в иммунокомпетентных клетках (ИКК) животных приводило к его значительному снижению. Важным показателем дисрегуляции апоптоза при АА является соотношение Хехст+ -клеток к Bcl-2+. Снижение данного показателя при развитии аутоиммунной патологии свидетельствует о повышенной экспрессии антиапоптотического белка Bcl-2 на ИКК животных независимо от возраста.

Проведенные исследования свидетельствуют о возрастзависимых нарушениях апоптотических и антиапоптотических процессов в ИКК животных с аутоиммунной патологией и ставят задачу поиска адекватных методов их коррекции. 

ГУАНОЗИН И ИНОЗИН (РИБОКСИН) - ПРИРОДНЫЕ АНТИОКСИДАНТЫ И РАДИОПРОТЕКТОРЫ.  ВОЗМОЖНОСТЬ ИХ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ КАК ГЕРОПРОТЕКТОРОВ
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Посредством биохимической коррекции окислительного стресса возможно замедление процесса старения и увеличение продолжительности жизни. Защита от окислительного стресса, вызванного ионизирующей радиацией, может быть одним из подходов к решению этой задачи. 

С помощью различных тест-систем установлено, что гуанозин и инозин являются эффективными природными антиоксидантами. По критерию выживаемости мышей при воздействии летальной дозы 7 Гр рентгеновского излучения установлено, что они являются радиопротекторами, которые существенно более эффективны при их введении после облучения, чем до облучения. Максимальный защитный эффект наблюдается при введении этих радиопротекторов через 15 мин после облучения, он последовательно уменьшается при введении через 3, 5 и 8 ч и исчезает через 24 ч. Введение предварительно облученных гуанозина и инозина после облучения оказывает существенно ослабленный радиопротекторный эффект.  Методом микроядерного теста установлено, что Guo и Ino, после воздействия на мышей рентгеновского излучения в дозе 1,5 Гр, существенно уменьшают количество полихроматофильных эритроцитов с микроядрами и нормализуют эритропоэз. Показано защитное влияние Guo и Ino  на образование «щелочелабильных» сайтов и формирование разрывов в ДНК лейкоцитов методом комета-тест при дозе 7 Гр. Данные комета-теста показывают, что радиопротекторный эффект гуанозина и инозина частично реализуется через активацию системы репарации молекул ДНК.   Одним из вторичных посредников развития и поддержания окислительного стресса в клетках могут быть долгоживущие белковые радикалы. Показано, что гуанозин и инозин эффективно элиминируют долгоживущие радикалы в яичном альбумине, образующиеся при воздействии рентгеновского излучения. 

    В настоящее время инозин (рибоксин) используется в медицине для лечения ишемической болезни сердца, сердечных аритмий, инфаркта миокарда и других патологий. Он проявляет геропротекторные свойства в составе комплексных препаратов нейронола для мышей и рикавита для человека. 

Работа выполнена при поддержке РФФИ и Министерства промышленности и науки Московской обл., грант № 04-04-97283.

ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ УТИЛИЗАЦИИ ЭНДОГЕННЫХ АЛЬДЕГИДОВ В ТКАНЯХ ВНУТРЕННИХ ОРГАНОВ ПРИ СТАРЕНИИ
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В процессе формирования оксидативного стресса образуются цитотоксические карбонильные соединения и в т.ч. альдегиды. В клетках существует  ферментативная система их утилизации, которая  включает альдегидредуктазу (АР), альдегиддегидрогеназу (АЛДГ) и глутатионтрансферазу (ГТ). Предполагается, что эта система принимает участие в адаптации к повреждающему действию окcидативного  стресса. Изменение ее состояния при старении может способствовать возрастному понижению адаптационных свойств организма.  Учитывая это, в работе было изучена активность ферментов катаболизма  альдегидов в субклеточных фракциях печени и сердца взрослых и старых крыс.   

Исследования показали, что  в печени взрослых (12-месячных) крыс активность всех изученных ферментов значительно превышает их величину в сердечной мышце.  При этом в печени активность НАДН-зависимой АР и ГТ оказывается в 68 и в 36 раз соответственно выше, чем  в миокарде. В виду того, что данные ферменты катализируют основные пути утилизации эндогенных альдегидов в тканях внутренних органов,  становится понятной причина сравнительно большей чувствительности миокарда к действию повреждающих факторов стресса. При старении в печени происходит понижение активности НАДН-зависимой АР и АЛДГ на 36 %,  по сравнению с их величиной  у  взрослых животных. Активность же НАДФН-зависимой АР и ГТ  при этом существенно не изменяется, хотя и имеет определенную тенденцию к понижению (Р > 0,05). Аналогичная ситуация наблюдается и в миокарде: у старых крыс активность НАДН-зависимой АР и АЛДГ понижается на 35 % и  45 % соответственно, по сравнению с их величиной у взрослых животных.

Полученные результаты  указывают на то, что в позднем онтогенезе в разных тканях  происходят однонаправленные изменения в активности ферментов катаболизма  альдегидов. Понижение активности ферментов катаболизма альдегидов выступает в качестве одного из факторов возрастания чувствительности тканей внутренних органов к оксидативному стрессу. В большей мере это касается миокарда, что  предопределяет особое место заболеваний сердечно-сосудистой системы в возрастной патологии. 

НЕКОТОРЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ МЕТАБОЛИЗМА ГЕМА У КРЫС РАЗНОГО ВОЗРАСТА ПРИ МОДУЛИРОВАНИИ УРОВНЯ ГЕМА В ТКАНЯХ
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В работе исследовали влияние экзогенного гема на метаболизм гема и гемопротеинов в крови и некоторых органах крыс 1-, 3- и 24-мес. возраста. Изменение уровня гема в тканях вызывали введением хлорида гемина (1,5 мг/100 г), а также совместным введением хлорида гемина и доноров NO, нитропруссида натрия (SNP, 0,1 мг/100 г) или L-аргинина (Arg, 60 мг/100 г).
В первые часы после введения гемина наблюдается увеличение уровня гемсодержащих продуктов (ГСП) в сыворотке крови и общего гема (ОбГ) в печени, но не в почках и селезенке животных. Показано увеличение активности холофермента и степени насыщения гемом триптофан-2,3-диоксигеназы (ТДО) (показатели свободного гема), ингибирование активности 5-аминолевулинат-синтазы (АЛК-синтаза) и индукция гемоксигеназы (ГО) в печени крыс всех возрастных групп. Увеличение активности холофермента ТДО более выражено у 3- и 24-мес. животных, а ингибирование активности 5-АЛК-синтазы и индукция ГО – у 1-мес. крыс. Величина индукции ГО гемином снижается с возрастом. Через сутки уровень ГСП в сыворотке крови и уровень ОбГ в печени возвращаются к контрольным значениям. За фазой ингибирования АЛК-синтазы наблюдается повышение активности фермента у крыс всех возрастных групп. Активность холофермента ТДО снижается у 3-мес. животных через 18 ч, а у 24-мес. – через 30 ч. Доноры NO не предотвращают накопление ГСП в сыворотке крови, увеличение свободного и ОбГ, ингибирование АЛК синтазы в печени, вызываемые гемином. Через сутки доноры NO полностью блокируют повышение АЛК-синтазной активности, однако не влияют на индукцию ГО гемином. Содержание ОбГ увеличивается через сутки после введения Arg или SNP, а также совместного введения доноров NO и гемина. Одной из причин накопление ОбГ в печени может быть снижение скорости деградации гема вследствие его нитрозилирования NO радикалами.

 Полученные данные свидетельствуют, что экзогенный гем поступает в основном в клетки печени. С возрастом снижается индукция ГО гемином, что приводит к более длительному сохранению высокого уровня свободного гема в клетках печени старых животных. В работе обсуждается роль NO радикалов в регуляции системы гем-гемоксигеназа.

ВІКОВІ ОСОБЛИВОСТІ СТАНУ СИСТЕМИ ОКСИДУ АЗОТУ В СУДИННІЙ СТІНЦІ

О.В. Ніжанковська,  Р.І. Потапенко, С.М. Новікова, О.К. Кульчицький
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Відомо, що одним з основних патогенетичних чинників виникнення вік-залежної патології є розвиток ендотеліальної дисфункції. Ведучу роль в її розвитку можуть грати зміни в синтезі та секреції оксиду азоту – основного фактору вазодилятації судин. Проте, вікові зміни різних ланок системи оксиду азоту саме в судинній стінці залишаються маловивченими, що обумовлює необхідність подальших досліджень біохімічних механізмів порушень судинного тонусу при старінні.

Дослідження проводились в гомогенаті аорти щурів-самців двох вікових груп: 8-10 міс. – дорослі, 26-28 – старі. Вміст стабільних метаболітів оксиду азоту, активності конститутивної та індуцибільної NOS-синтаз (cNOS, iNOS), аргінази визначали спектрофотометричними методами.

Отримані дані свідчать про наявність вікових відмінностей в окисному та неокисному шляхах синтезу оксиду азоту. Так, сумарний рівень стабільних метаболітів NO у старих тварин нижчий ніж у дорослих, що обумовлено зменшенням вмісту нітрит-аніону (40 %). Такі ж закономірності виявлені в дослідах in vitro при 90 хв. інкубації сегментів аорти. Ці зміни пов’язані з порушенням синтезу NO в судинній стінці. Встановлено, що активність cNOS  у старих тварин на 48 %  нижча порівняно з дорослими. В той же час активність іNOS на 46 % вища ніж у дорослих, що може призводити до накопичення високотоксичних метаболітів NO. З віком змінюється і неокисний шлях утворення оксиду азоту. Про це свідчить зниження активності аргінази у старих тварин (на 42 %), у порівнянні з дорослими.

Таким чином, з віком у судинній стінці спостерігається закономірне зниження синтезу оксиду азоту, яке обумовлює розвиток ендотеліальної дисфункції, порушення судинного тонусу, патологічні зміни серцево-судинної системи.

РАДІАЦІЙНО-ІНДУКОВАНІ ЗМІНИ РІВНЯ ГЛЮКОКОРТИКОЇДІВ У КРОВІ ТА ТОЛЕРАНТНОСТІ ОРГАНИЗМУ ДОРОСЛИХ ТА СТАРИХ ЩУРІВ ДО ГЛЮКОЗИ
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Мета даної роботи – дослідження впливу іонізуючого опромінення в діапазоні малих та сублетальних доз на рівень глюкокортикоїдів в крові та толерантність організму щурів різного віку до глюкози.

Щурів-самців лінії Вістар двох вікових груп: дорослі (6 міс.) та старі (24 міс.) піддавали одноразовому або хронічному рентгенівському опроміненню (R-опроміненню) в малих дозах (1 Гр) або одноразовому R-опроміненню в сублетальній дозі (5 Гр). Тварин брали  в  дослід  через  1  добу  та  через  6 міс.  після  R-опромінення в дозі 1 Гр або через 1 та 3 доби після R-опромінення в дозі 5 Гр. Визначали рівень 11-оксикортикостероїдів (11-ОКС) в крові флюориметричним методом. Толерантність організму до глюкози визначали за допомогою проби із глюкозним навантаженням.

Не виявлено змін рівня 11-ОКС в крові дорослих та старих щурів через 1 добу як після одноразового, так і після хронічного R-опромінення у малих дозах. Через 6 міс. після  хронічного  R-опромінення  в сумарній  дозі  1 Гр  спостерігалось зниження рівня 11-ОКС в крові тварин обох вікових груп порівняно з контролем. Як одноразове, так і хронічне низькодозове (1 Гр) R-опромінення не викликало змін толерантності організму до глюкози у тварин обох вікових груп ні в ранні (через 1 добу), ні у відставлені (через 6 міс.) строки після R-опромінення.

Через 1 добу після R-опромінення у сублетальній дозі рівень 11-ОКС в крові дорослих щурів підвищувався, а толерантність організму до глюкози знижувалась. У старих тварин не відбувалось вірогідних змін рівня 11-ОКС у крові та толерантності організму до глюкози через 1 добу після R-опромінення, але через 3 доби - толерантність організму до глюкози знижувалась. 

Посилення секреції 11-ОКС через 1 добу після одноразового впливу R-опромінення в сублетальній дозі є результатом патологічних змін, які відбуваються в процесі розвитку гострої променевої хвороби.

Зниження толерантності організму старих тварин до глюкози в більш пізні строки після одноразового впливу R-опромінення, порівняно з дорослими, можливо пояснюється тим, що при старінні більш повільно розвиваються наслідки гіперглікемічного ефекту, обумовленого радіаційно-індукованою активацією кортикостероїдогенезу. Зниження толерантності організму до глюкози є фактором ризику виникнення цукрового діабету.

Встановлено вікові особливості змін рівня 11-ОКС та толерантності організму до глюкози за умов дії R-опромінення в малих та сублетальній дозах.

ПРИСКОРЕНЕ СТАРІННЯ ЩУРІВ ЗА УМОВ ВНУТРІШНЬОГО ОПРОМІНЕННЯ У МАЛИХ ДОЗАХ
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Зміни функціонального стану ендокринної системи, які мають  провідне значення у процесі старіння, спостерігаються також при дії великих доз іонізуючої радіації. Питання про значимість для вікового онтогенезу організму хронічного внутрішнього опромінення у діапазоні малих доз стало актуальним через постійне перебування значної частки населення на контрольованих територіях. Тому метою роботи було визначення функціонального стану щитоподібної залози (ЩЗ), сім’яників та глюкозного гомеостазу у самців щурів при комбінованому опроміненні різної інтенсивності у малих дозах протягом року (радіоактивні питна вода з 4 блоку ЧАЕС та корми). Поглинуті дози (ПД) в усьому тілі тварин трьох груп зростали від 2, 7 та 73 мГр (за 1,5 міс.) до 17, 51 та 508 мГр (за рік).

Функція ЩЗ у опромінених щурів віком 4,5-5 міс. характеризувалась зростанням рівнів обох тиреоїдних гормонів. У опромінених самців віком 7-7,5 міс. в усіх групах вміст Т4 зменшувався, а Т3 – зростав, що притаманно більш старим тваринам.

У інтактних щурів віком 7-7,5 міс. спермограми були кращими, ніж у молодших (4,5-5 міс.) та більш старих самців (15-15,5 міс.). Параметри спермограм опромінених тварин цього віку наближались (або ставали гіршими) до показників старих інтактних самців. Через рік ця тенденція зберігалась і стан сперматогенезу уподібнювався віковому контролю лише у разі найменшої ПД.

У інтактних щурів віком 4,5-5 та 15-15,5 міс. концентрація глюкози в крові натще була достатньо стабільною. У піддослідних тварин вона зростала лише на початку опромінення з найбільшою потужністю. При зростанні ПД з 7 та 73 до 51 й 508 мГр знайдені більш вагомі порушення вуглеводного обміну при навантажувальному тесті (сплощення цукрової кривої, триваліша гіперглікемія, збільшення сумарної глікемії), що є ознаками дезадаптації цієї системи.

Тобто, дані свідчать, що при річній ПД у тілі 17 мГр функція ЩЗ, сперматогенез та глюкозний гомеостаз щурів віком 15-15,5 міс. практично не відрізняються від вікового контролю. У випадку річних ПД у тілі 51 та 508 мГр згасання секреторної активності ЩЗ, порушення сперматогенезу та вуглеводного обміну можна охарактеризувати як ознаки передчасної вікової інволюції.

ХРОНОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ВЛИЯНИЯ МЕЛАТОНИНА НА ГОРМОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ ГИПОФИЗАРНО-ТИРЕОИДНОЙ СИСТЕМЫ У МОЛОДЫХ И СТАРЫХ КРЫС
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Ранее в исследованиях, проведенных на молодых половозрелых крысах, было установлено, что эпифизарный гормон мелатонин обладает выраженной антитиреоидной активностью, снижая биосинтез и секрецию гормонов щитовидной железы в дневное время. Учитывая, что мелатонин, являясь “гормоном ночи”, максимальную активность проявляет в ночное время, а также тот факт, что в клинических условиях препараты мелатонина назначают в основном людям пожилого и старческого возраста, возникают вопросы, требующие ответа. Во-первых, одинаково ли введенный мелатонин влияет на гормональную активность щитовидной железы в разное время суток, а во-вторых, зависит ли фармакологическое действие экзогенного мелатонина от исходной зависящей от возраста насыщенности организма эндогенным гормоном. 

Целью исследования явилось изучение возрастных особенностей влияния экзогенного мелатонина на гормональную активность гипофизарно-тиреоидной системы у крыс в разное время суток.

Материалы и методы. На молодых половозрелых и старых крысах популяции Wistar исследовали влияние мелатонина в малых дозах (0,05 или 0,50 мг/кг), который вводили в конце световой фазы (за 1 час до наступления темноты) внутрибрюшинно в течение 10 дней, на гормональную активность гипофизарно-тиреоидной системы, которую оценивали по концентрации Т3, Т4 и ТТГ в крови (RIA – методом) в полдень и полночь.

Результаты исследования. Установлено, что у молодых половозрелых крыс, выведенных из эксперимента днем, экзогенный мелатонин вызывал снижение концентрации Т3 и Т4 в крови, а ночью дозозависимо приводил к снижению лишь уровня Т4; концентрация ТТГ не претерпевала значимых изменений ни днем, ни ночью. У старых крыс, выведенных из эксперимента днем, мы не отмечали статистически значимых изменений со стороны содержания Т3, Т4 и ТТГ в крови, в то время как ночью наблюдали дозозависимое увеличение сывороточной концентрации Т3 и Т4 на фоне стабильного уровня ТТГ.

Выводы. У старых крыс с возрастной гипофункцией пинеальной железы, характеризующейся мелатониновой недостаточностью, заместительная терапия мелатонином (в отличие от молодых) стимулирует гормональную активность щитовидной железы в ночное время, нормализуя сниженный с возрастом интратиреоидный гормоногенез.
способы торможения возрастной инволюции тимуса у  стареющих  животных
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Известно, что у большинства млекопитающих по мере старения происходит необратимая инволюция тимуса. Принято считать, что тимусные и половые гормоны находятся в антагонистических взаимоотношениях. При этом некоторые авторы говорят о том, что эти отношения намного более сложны, в ряде случаях они могут быть и синергичны. Учитывая то, что интенсивная возрастная инволюция тимуса начинается именно в период полового созревания, мы предположили, что хотя бы в первые несколько месяцев после полового созревания эти отношения действительно антагонистические. Для того чтобы проверить свои предположения, мы сначала удалили яички у серии подопытных животных, а затем через 1,5 и 3 месяца посмотрели количество тимоцитов в собственной вилочковой железе у подопытных и контрольных крыс. Оказалось, что количество тимоцитов в подопытных группах достоверно отличается от этого показателя у контрольных животных. Причем, как мы и предполагали, у более старых животных эта разница выражена в большей степени. 

Исключением из  широкого ряда млекопитающих являются  зимнеспящие животные, у которых наблюдается ежегодная инволюция тимуса в зимний период и последующая регенерация ткани тимуса летом. Уникальность циклических изменений метаболизма гибернантов позволяет искать подходы к проблеме замедления процесса необратимой возрастной инволюции тимуса у других видов млекопитающих. 
Целью  этой части работы было исследование влияния тимусных факторов на регуляцию возрастной инволюции тимуса у гомойотермных животных после трансплантации вилочковой железы гибернантов в переднюю камеру глаза крыс. Оценка физиологической активности трансплантатов проводилась по их способности модулировать возрастную инволюцию вилочковой железы крыс. В экспериментах использовались длиннохвостые якутские суслики Citellus Undulatus обоего пола и крысы линии Вистар. Наши исследования показали, что физиологическая активность клеток тимуса сусликов при смене сезонов коррелирует с изменениями активности клеток в других лимфоидных органах. Так в октябре, когда ФНО-продуцирующая функция макрофагов суслика была резко снижена, в ткани тимуса зимнеспящих количество лимфоидных клеток было очень низким. Кроме того, сравнение уровней продукции ФНО в двух разных популяциях клеток суслика позволяет сделать вывод о том, что только в макрофагах, но не в Т-клетках, происходят сезонные изменения секреторной активности. Действительно, продукция ФНО макрофагами весной и летом была в 3-4 раза выше, чем осенью, тогда как уровень продукции ФНО в Т-лимфоцитах не претерпевал заметных изменений при смене сезона. С другой стороны, измерение спонтанной и митоген-стимулированной пролиферации Т-лимфоцитов показало, что в предгибернантный период (октябрь) происходит резкое снижение скорости пролиферации лимфоцитов – и спонтанной, и митоген-стимулированной. 

После трансплантации ткани тимуса активных зимнеспящих сусликов в относительно иммунопривилегированную переднюю камеру глаза стареющих крыс у последних наблюдалось достоверное торможение возрастной инволюции тимуса – количество тимоцитов по сравнению с интактным  контролем, возрастало на 55 %. Таким образом, введение клеток активного суслика, находящегося на стадии ежегодной активной регенерации тимусной ткани (весна - лето), в переднюю камеру глаза стареющих крыс (масса 350 – 450 г., возраст 5-6 месяцев) приводит к достоверному торможению необратимой возрастной инволюции тимуса крыс. 

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ № 03-04-48243, грант по Программе Президиума РАН «Поддержка инноваций» (2005), грант Министерства промышленности правительства Московской области №21/06-05 и  № НШ-1872.2003.4.
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В нашей лаборатории в течение 40 лет исследуются метаболизм водорастворимых витаминов в организме, регуляторные механизмы, обеспечиваемые витаминами и их метаболитами, а также активность витаминзависимых ферментов в организме.

В ходе исследований показано, что для таких витаминов как тиамин, рибофлавин, пантотеновая кислота, никотиновая кислота и липоевая кислота существуют сходные, а в ряде случаев идентичные онтогенетические особенности обеспечения метаболизма в организме.

В исследованиях на разновозрастных белых крысах показано, что при старении уровень указанных витаминов в тканях и, особенно в печени и тонком кишечнике, заметно снижается. Еще в большей мере уменьшается доля их коферментных форм. В наибольшей степени это проявляется для тиамина. Указанный дисбаланс витаминов и снижение их уровня приводит к уменьшению активности соответствующих витамин-зависимых ферментов. В пользу этого говорит и снижение доли коферментных форм исследованных витаминов по отношению к их общему содержанию в тканях при старении.

При выяснении причин данных явлений установлено, что по мере старения существенно снижается уровень активности ряда ферментов, участвующих в биосинтезе коферментов, а также увеличивается уровень активности витамин-катаболизирующих ферментов.

На основании всех проведенных исследований сформулирована гипотеза о витамин-зависимом снижении энергетического потенциала тканей при старении.

ЗВ'ЯЗОК МІЖ РІВНЯМИ ВІТАМІНІВ В1, В2, РР, В3, ЇХ КОФЕРМЕНТНИХ ФОРМ ТА АКТИВНІСТЮ ДЕЯКИХ ПОВ’ЯЗАНИХ З НИМИ ФЕРМЕНТІВ У ОРГАНАХ ЩУРІВ РІЗНОГО ВІКУ
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Вплив віку на вміст вітамінів та їх коферментних форм в організмі людини і тварин вивчають вже багато років. З цих даних зроблені і основні висновки про забезпеченість організму вітамінами і необхідність додаткового їх введення. Набагато гірше вивчено зв’язок між рівнем вітамінів і коферментів, з одного боку, та активністю залежних від них ферментів – з іншого. А саме це питання і є головним, оскільки деякі вітаміни повинні ще перетворюватись у коферменти, а останні повинні бути забезпечені необхідною кількістю молекул відповідних білків – апоферментів. У іншому випадку навіть достатній рівень коферментів не дасть бажаного метаболічного ефекту.

Раніше було показано, що співвідношення в організмі тварин концентрацій коферментних форм і самих вітамінів В1 і В3 найбільш високе у дорослих тварин [Розанов А.Я., Карпов Л.М., Савлучинська Л.Г.]. У нових дослідженнях такі ж закономірності були в основному підтверджені для вітамінів В2 і РР [Будняк О.К., Сорокін А.В., Карпов Л.М.].

У даному досліджені нами було вивчено, як додаткове введення в організм вітамінів даної групи (В1, В2, РР, В3, В6, ліпоєва кислота) впливає на вміст коферментних форм більшості з них (перших чотирьох) і вказане співвідношення у тварин трьох вікових груп: молодих (2-3 тижні), дорослих (3-4 міс.) і старих (24-26 міс.). Крім того, у цих же тварин в органах вимірювали активність деяких пов’язаних з коферментами (ТДФ, ФАД, нікотинамідними, КоА) ферментів (транскетолази, сукцинатдегідрогенази, лактатдегідрогенази, піруватдегідрогенази).

Установлено, що вказані співвідношення (коферментні форми / вітаміни) за додаткового введення вітамінного комплексу в найбільшій мірі зростають у дорослих тварин. Приріст активності вказаних вище ферментів і даного співвідношення виражено у меншій мірі у всіх вікових груп, а особливо у старих. У зв’язку з цим постає питання про пошук механізмів цих явищ і можливість впливу на них.

ВОЗРАСТНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ЭНЕРГЕТИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ У КРЫС И ИХ КОРРЕКЦИЯ КОМПЛЕКСОМ ВИТАМИНОВ ГРУППЫ В
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Закономерные изменения показателей энергетического обмена у животных и людей сопровождают их на протяжении всей жизни и обнаруживаются на многих уровнях и системах организма. Но пока нет объективных возможностей окончательно определить, причиной старения или его следствием они являются. Однако известно, что направление и темп этих процессов (изменений энергетики и старения) в значительной мере коррелируют, если в организме не имеют место некоторые патологии или он не выведен за пределы физиологической нормы.

В настоящем исследовании нами были определены некоторые показатели энергетики у крыс трех возрастных групп (по 16 в каждой): молодых (2-3 нед.), взрослых (3-4 мес.) и старых (24-26 мес.). Половине животных каждой из групп вводили внутримышечно витаминный комплекс (ВК), включающий В1, ФМН, никотинамид, пантотенат-Са, В6 и липоевую кислоту в терапевтических для крыс дозах.

Установлено, что активность пируватдегидрогеназы (ПДГ) в органах крыс была наиболее высокой у взрослых животных, а самой низкой – у старых. По нашему мнению это обусловлено тем, что у молодых крыс активность ПДГ лимитируется биосинтезом белков-апоферментов, а у старых – и образованием коферментов из витаминов.

Содержание пировиноградной кислоты (ПВК) в крови и печени молодых и взрослых крыс было примерно одинаковым, а у старых – заметно выше: на 25 и 45 %, соответственно. Для лактата (Л) характерна тенденция к постоянному нарастанию уровня с возрастом в крови; в органах он был минимален у взрослых крыс. Содержание ПВК и Л в меньшей мере изменялось в сердце и, особенно, в мозге. В результате, соотношение Л/ПВК в крови молодых и взрослых крыс практически не отличалось, а у старых оно снижалось почти в 2 раза. В печени оно постоянно уменьшалось с возрастом и у старых было в 1,5-1,7 раза ниже, чем у молодых. В мозге и сердце этот показатель заметно не изменялся. Эти данные указывают на разную скорость старения органов.

Сумма макроэргических фосфатов в крови и мозге была максимальной у взрослых крыс. При старении она снижалась во всех изученных органах и тканях, но в печени – несущественно.

Введение ВК в значительной степени позволяло корректировать все изученные показатели, что открывает возможность для разработки новых специальных витаминных препаратов для нужд гериатрии.

ОНТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ВИТАМИНОВ, ВХОДЯЩИХ В 2-ОКСОГЛУТАРАТДЕГИДРОГЕНАЗНЫЙ КОМПЛЕКС, В ТКАНЯХ И МИТОХОНДРИЯХ ПЕЧЕНИ БЕЛЫХ КРЫС

Н.Л. Федорко, С.А. Петров

Одесский национальный университет им. И. И. Мечникова

г. Одесса, Украина

Е-mail: chuk32@yandex.ru

Исследования активности дегидрогеназ 2-оксокислот на поздних этапах онтогенеза представлены единичными работами. Между тем нарастающие гипоксические изменения, приводящие к увеличению скорости анаэробного гликолиза, влекут за собой уменьшение активности дегидрогеназ 2-оксокислот, что сопряжено с нарастающим гиповитаминозом и уменьшением уровня коферментных форм витаминов в стареющем организме.

Наши исследования были посвящены изучению смеси витаминов, коферменты которых входят в состав дегидрогеназ 2-оксокислот, на активность 2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса в тканях и митохондриях печени крыс 4-5 мес. и 18-24 мес. Витамины инъецировались внутримышечно в характерном для дегидрогеназ 2-оксокислот молярном соотношении: тиамин : липоат : пантотенат : никотинат : рибофлавин – 0,1 : 2 : 3 : 5 : 8. Исследования активности ферментов проведены через 0,25; 1; 2; 4 часа.

Введение смеси витаминов оказало наибольшее стимулирующее влияние на активность 2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса в печени обеих возрастных групп крыс через 2 часа (на 67 и 80 % соответственно), но у молодых животных этот эффект сохранялся к 4х-часовому сроку исследования, в то время как у старых крыс активность фермента к этому сроку резко снижалась.

В митохондриях печени крыс обеих возрастных групп после внутримышечного введения смеси витаминов активность 2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса заметно увеличилась по сравнению с контролем через 1 час. У молодых крыс к 4х-часовому сроку исследования активность снижалась, а у старых крыс – наоборот, отмечалось еще большее увеличение активности комплекса.

Эти результаты могут быть связаны с дефицитом витаминов у старых животных, а также с более интенсивными процессами печеночно-кишечной рециркуляции и большей активностью витамин-метаболизирующих систем у молодых крыс.

Данные исследования подтвердили эффект синергического взаимодействия витаминов на уровне их коферментных форм, входящих в состав 2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса, в тканях и митохондриях печени крыс, которое в большей степени проявляется у молодых животных по сравнению со старыми животными.

ВЛИЯНИЕ АЛЬФА-ТОКОФЕРОЛА НА ИНДУКЦИЮ ИНСУЛИНОМ ОБМЕНА ДИАЦИЛГЛИЦЕРОЛОВ И ФОСФАТИДИЛХОЛИНА В ПЕЧЕНИ СТАРЫХ КРЫС

В.С. Куликова
НИИ биологии Харьковского национального университета им. В.Н. Каразина

г. Харьков, Украина

Центральное место среди гипотез о возможных механизмах действия альфа-токоферола (АТ) в клетках занимают представления о его антиоксидантных свойствах. Однако существуют данные о действии АТ не связанном с процессами свободнорадикального окисления. Так эффекты АТ на протеинкиназу С (ПКС) могут быть обусловлены повышением активности диацилглицеролкиназы (ДАГкиназы) и снижением уровня диацилглицеролов (ДАГ). Возрастные изменения ассоциируются с высоким базальным уровнем ДАГ в плазматической мембране и нарушением активации ПКС, следствием чего является потеря клеткой способности адекватно отвечать на действие агонистов. Предполагают также, что нарушение активации ПКС играет важную роль в развитии инсулинрезистентности.

Поэтому целью данной работы стало изучение долгосрочных эффектов АТ на индукцию инсулином обмена ДАГ и фосфатидилхолина (ФХ) в печени старых животных.

Работа была выполнена на 24-х месячных самцах крыс линии Вистар. Опытной группе АТ вводили в дозе 100 мкг на 100 г массы тела в течение 7 дней. Контрольная группа получала кукурузное масло в том же объеме что и АТ. Кусочки ткани печени инкубировали 90 минут в присутствии [14C]CH3COONa (10 μСi/мл) – предшественника синтеза липидов. Затем меченую суспензию ткани инкубировали с инсулином (10-9 М) или 0,9 % NaCl в течение 5 и 30 минут. Липиды разделяли методом тонкослойной хроматографии с системах растворителей: для ДАГ - гексан-диэтиловый эфир-уксусная кислота (36,5:12,5:1, об/об), для ФХ – хлороформ-метанол-уксусная кислота-вода (25:15:4:2, об/об). Радиоактивность меченых липидов определяли в сцинтилляторе ЖС-8 с помощью счетчика радиоактивности БЕТА.   

В данном исследовании при длительном введении АТ были отмечены следующие изменения: снижение уровня [14C]-ДАГ до 82 %, а также повышение содержания [14C]-ФХ на 63 %. Снижение [14C]-ДАГ может быть связано с его фосфорилированием ДАГкиназой и вовлечением в синтез фосфолипидов, в частности ФХ. При инкубации суспензии ткани печени в присутствии инсулина в течение 5 и 30 минут на фоне АТ было отмечено снижение содержания [14C]-ФХ на 30-ой минуте инкубации, тогда как уровень вновь синтезированного ДАГ достоверно не изменился. Одним из сигнальных путей, активируемых инсулином, является система генерации фосфатидной кислоты фосфолипазой D. Таким образом, можно предположить, что снижение уровня [14C]-ФХ на фоне не изменившегося содержания [14C]-ДАГ связано с активацией инсулином ФХ-зависимой фосфолипазы D и гидролизом ФХ до фосфатидной кислоты. Кроме того, в процесс деградации [14C]-ФХ не вовлечена сфингомиелинсинтаза, поскольку уровень [14C]-ДАГ не изменился.

Полученные данные позволяют предположить, что при длительном введении АТ, действуя на ДАГкиназу, снижает базальный уровень ДАГ. Кроме того, усиливает синтез ФХ, основного субстрата ФХ-зависимой фосфолипазы D. Таким образом, АТ, вероятно, модулирует активацию инсулином ФХ-зависимой фосфолипазы D.

ВЛИЯНИЕ n-3 ЖИРНЫХ КИСЛОТ НА ОБМЕН ФОСФОЛИПИДОВ В ПЕЧЕНИ, ПОЧКАХ И ГИППОКАМПЕ СТАРЫХ КРЫС

Я.А. Семенова 

Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина, НИИ биологии

г. Харьков, Украина

Е-mail: yaroslava2611@yandex.ru

n-3 жирные кислоты – компоненты рыбьего жира - играют важную роль в регуляции функций клетки в норме и при патологических состояниях. n-3 полиненасыщенные жирные кислоты (ПНЖК) могут оказывать влияние на содержание и структуру мембранных фосфолипидов, являются регуляторами синтеза сигнальных молекул, регулируют активность протеинкиназ, ионных токов, моделируют некоторые иммунные реакции. Установлено, что содержание фосфолипидов в различных тканях животных снижается к старости и является одной из причин возрастных нарушений функциональной активности различных клеток. Диетические факторы являются мощными регуляторами содержания и обмена липидов в разных тканях в старости. Однако вопрос влияния n-3 ПНЖК рыбьего жира на регуляцию метаболизма фосфолипидов остается недостаточно изученным. Учитывая этот факт, целью работы было изучение влияния n-3 жирных кислот рыбьего жира на обмен фосфолипидов в печени, почках и гиппокампе старых крыс.

Исследования проводили на 24-х месячных крысах-самцах линии Вистар. В течение 18 дней в корм животных добавляли рыбий жир в количестве 10 % от массы суточного рациона. Контрольные животные получали кукурузное масло. В качестве предшественника синтеза липидов использовали [14C]CH3COONa (10µCi/ 1мл буфера). Липиды экстрагировали по методу Bligh E.G., Dyer W.J. Разделение липидов по фракциям проводили с помощью тонкослойной хроматографии. Радиоактивность меченых липидов определяли с помощью счетчика «БЕТА». Статистическую обработку результатов проводили по критерию Стьюдента. 

Под влиянием n-3 кислот рыбьего жира во всех изучаемых тканях 24-х месячных крыс отмечено достоверное повышение содержания [14C]-фосфатидилсерина (ФС) по сравнению с контрольными животными. В то же время, в печени старых животных снижается уровень [14C]фосфатидилэтаноламина (ФЭА), в почках-[14C]фосфатидилхолина (ФХ), в гиппокампе снижается уровень и [14C]ФЭА, и [14C]ФХ.

Снижение соотношения [14C]ФЭА/ [14C]ФС в печени и [14C]ФХ/ [14C]ФС в почках подопытных крыс по сравнению с контролем, возможно, указывает на синтез [14C]ФС из [14C]ФЭА и [14C]ФХ.

Таким образом, воздействие n-3 ПНЖК рыбьего жира на организм приводит к существенным изменениям метаболизма липидов. Во всех изучаемых тканях 24-х месячных крыс под влиянием n-3 кислот отмечено достоверное повышение уровня одного из основных сигнальных липидов [14C]ФС наряду с понижением уровня [14C]ФХ и/или [14C]ФЭА.

ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ МИТОХОНДРИЙ ПЕЧЕНИ

КРЫС РАЗНОГО ВОЗРАСТА ПРИ ОГРАНИЧивающих рост  ДИЕТах
В.А. Малеев, А.И. Божков

НИИ биологии Харьковского национального университета им. В.Н. Каразина

г. Харьков, Украина

Известно, что увеличение продолжительности жизни при использовании калорийно-ограниченной диеты наблюдается у молодых животных. Особенности метаболизма на поздних этапах онтогенеза могут препятствовать увеличению продолжительности жизни.

Для проверки этого предположения были разработаны условия кормления животных, при которых в течение 2-х недель наблюдалась одинаковая степень потери массы тела. Часть таких животных затем откармливали в течение 2-х недель при свободном доступе к пище. Функциональное состояние митохондрий печени крыс разного возраста изучали полярографическим методом.

Данные свидетельствуют об изменении окислительных процессов у подопытных крыс при ограничении диеты. Наблюдается снижение фосфорилирующего и разобщенного дыхания у молодых и увеличение их у старых животных при окислении сукцината. Разнонаправленность изменений окислительных процессов в митохондриях, по-видимому, объясняется различиями в активности сукцинатдегидрогеназы у крыс разного возраста, находящихся на диете. Дыхание в четвертом состоянии по Чансу при голодании увеличивалось у старых животных в большей степени, чем у молодых, что свидетельствует об активации транспорта ионов через мембрану. Но коэффициент фосфорилирования АДФ/О практически не изменялся. 

Функциональные показатели митохондрий крыс после откорма мало отличались от контрольных животных, они быстро восстанавливались как у молодых, так и у старых.

Обеспеченность субстратами окисления митохондрий в условиях ограниченного кормления имеет важное регуляторное значение. Наблюдаемые различия функционального состояния митохондрий можно объяснить различным уровнем энергизованности митохондрий. Снижение фосфорилирующего и разобщенного дыхания у молодых животных, по-видимому, свидетельствует о нехватке у них субстратов окисления.

Таким образом, при ограничении кормления в условиях одинаковой потери массы тела наблюдаются возрастные различия функционального состояния митохондрий, что, вероятно, играет существенную роль в реализации эффекта калорийно ограниченной диеты. 

ИССЛЕДОВАНИЕ ЭКСТРАКТА ИЗМЕЛЬЧЕННЫХ ОКОСТЕНЕЛЫХ РОГОВ СЕВЕРНОГО ОЛЕНЯ В ЦИТОГЕРОНТОЛОГИЧЕСКИХ ЭКСПЕРИМЕНТАХ

О.В. Коршикова, Д.С. Есипов, Л.Ю. Прохоров, Е.В. Сидоренко, В.В. Цыганков,

А.Ю. Юминова, А.Н. Хохлов
Сектор эволюционной цитогеронтологии и кафедра биоорганической химии, биологический факультет МГУ им. М.В. Ломоносова

г. Москва, Россия

E-mail: korshuka@rambler.ru

Препараты, полученные из рогов животных семейства оленьих, известны многообразием своих лечебных свойств. В частности, неоднократно было продемонстрировано их положительное действие на стареющий организм. В настоящей работе мы изучили действие экстракта измельченных окостенелых рогов северного оленя (ЭРСО) на кинетику размножения и гибели в результате "стационарного старения" клеток линии "M-HeLa" (клон 11), а также на их способность образовывать колонии. В первой части работы клеточную суспензию заливали в лунки 24-луночного пластикового планшета с плотностью 15.103/см2. Ростовая среда содержала ЭРСО в концентрации 10 или 100 мкл/мл. Через каждые 1-3 сут. производили подсчет числа живых клеток в лунках. Во второй части работы суспензию заливали в 20 чашек Петри диаметром 35 мм (100 клеток на чашку). Среда содержала ЭРСО в тех же концентрациях. Через 7 сут. после посева подсчитывали число колоний, содержащих 16 и более клеток. Оказалось, что ЭРСО в концентрации 10 мкл/мл увеличивает как скорость размножения клеток, так и достигаемую ими насыщающую плотность, т.е. действует как геропротектор. Об этом же свидетельствует и замедление гибели клеток в результате их "стационарного старения", что приводит к увеличению "средней продолжительности жизни" клеточной культуры. ЭРСО в концентрации 100 мкл/мл действовал иначе. В этом случае наблюдалось очевидное снижение насыщающей плотности культуры, свидетельствующее об увеличении "биологического возраста" клеток. При этом и гибель клеток начиналась раньше, что приводило к уменьшению "средней продолжительности жизни" клеточной культуры. Мы полагаем, что ЭРСО содержит как вещества, обладающие геропротекторным действием, так и какие-либо геропромоторы или ингибиторы клеточной пролиферации. При более низкой концентрации ЭРСО в ростовой среде содержание соединений второго типа недостаточно для проявления их эффекта, поэтому мы наблюдаем явное "омоложение" исследуемой клеточной культуры. При повышении концентрации до 100 мкл/мл содержание в среде геропромотора(ов) достигает "работоспособной" величины, и он не только маскирует действие геропротектора(ов), но и приводит к "постарению" клеток. Установили также, что ЭРСО в концентрации 10 мкл/мл не влияет на способность клеток к образованию колоний, а в концентрации 100 мкл/мл практически полностью ее подавляет. По-видимому, массовая культура более устойчива к геропромоторному действию ЭРСО, поэтому в кинетическом опыте мы наблюдали только ускоренную гибель клеток и увеличение их "биологического возраста", а не полное подавление размножения клеточной культуры.

ОСОБЕННОСТИ БЕЛКОВОГО ОБМЕНА У ЖИВОТНЫХ РАЗНОГО ВОЗРАСТА ПРИ ИЗМЕНЕНИИ РАЦИОНА И РЕЖИМА ПИТАНИЯ

А.Б. Малышев, В.Л. Длубовская

НИИ биологии Харьковского национального университета им. В.Н. Каразина

г. Харьков, Украина
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Калорийно-ограниченная диета (КОД) является мощным фактором регуляции метаболизма и, как следствие, влияет на продолжительность жизни. Вместе с тем, остается малоизученным действие смены режимов кормления на разных этапах онтогенеза. В настоящей работе оценивали общие показатели белкового обмена (включение меченых аминокислот) при потере массы тела у молодых и взрослых животных за счет ограниченного питания и после перевода этих животных на откорм, т.е. питание ad libitum.

Было обнаружено, что потеря массы тела у молодых животных на 37 % и у взрослых животных на 33 % от исходной массы сопровождается однотипным характером изменения в скорости синтеза белков сыворотки крови и белков цитозоля клеток печени. При этом удельная радиоактивность (УР) белков сыворотки у взрослых животных была в два раза выше по сравнению с молодыми при двух часовой экспозиции мечения. Так, потеря массы тела свыше 30 % сопровождалась уменьшением УР общих белков сыворотки  молодых животных на 10 %, у взрослых животных - на 25 %. Эти изменения были более выражены для высокомолекулярных белков сыворотки. УР этих белков у молодых животных уменьшилась на 70  %, а у взрослых - на 50 %. Белки цитозоля реагируют на снижение массы тела противоположным образом: Их УР увеличивается на 30 % как в молодом, так и в зрелом возрасте. Это увеличение не так сильно выражено для высокомолекулярных белков цитозоля. Таким образом, различия в уровне синтеза белков сыворотки и цитозоля можно объяснить тем, что при голодании синтетический аппарат гепатоцитов прежде всего снижает продукцию белков на «экспорт» и поддерживает синтез белков клетки важных для ее функционирования. Перевод животных на свободный доступ к корму  обеспечивает полное восстановление исследуемых метаболических показателей с сохранением тканевой специфичности обмена белков в обеих возрастных группах. Устранение стресс-реакций направленных на сохранение гомеостаза в организме в ответ на голодание мы рассматриваем как адаптационный процесс, обеспечивающий выживание организма в изменяющихся условиях внешней и внутренней среды.  
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Изучение уровня метаболизма  ранних онтогенетических стадий морских  организмов проводится с  помощью  разных методов и, в  частности, физиологических, респирометрических и  других,  но  наиболее  информативным  является  прямая   микрокалориметрия,  которая позволяет  получить  наиболее  точные  и  достоверные данные  о  динамике теплопродукции. В связи  с этим  проводили исследование теплового потока икры  и  личинок  некоторых видов  черноморских  рыб  и  ракообразных на  Мониторе  биологической  активности  ТАМ  2277 (LKB, Швеция). Результаты исследований  показали, что в  процессе  развития  происходит  постепенное увеличение теплового  потока,  который  достигает  максимальных величин в  момент  вылупления  и  у  выклюнувшихся  личинок. Затем метаболическая  активность  личинок  начинает  снижаться, что  зависит  от количества питательных веществ, содержащихся в  желточном  мешке. Следует отметить, что на энергетические  характеристики   процесса  развития  и  вылупления  в  значительной  степени  оказывают  влияние  различные  токсические  вещества, содержащиеся  в  среде  инкубации. В  этом  случае  отмечено увеличение  времени  вылупления  морских  гидробионтов,  а  также значительное  снижение  теплопродукции у  вылупившихся  личинок и  сокращение продолжительности  их  жизни. Таким  образом, уровень метаболической  активности  является  информативным  показателем  физиологического  состояния развивающегося  организма и  может  быть  использован  для  определения  критических уровней в  раннем  онтогенезе гидробионтов,  что  имеет большое значение  для аквакультуры  и  рыбного  хозяйства.
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Известно, что одной из важных причин развития состояния резистентности клеток к действию гормонов является нарушение обмена сфинго- и глицеролипидов [Avignon et al., 1996; Schmitz-Peiffer, 2002]. Установлено существенное увеличение к старости базального уровня церамидов на фоне снижения массы сфингомиелина в клетках печени, что является следствием активации эндогенных сфингомиелиназ и нарушения регуляции синтеза  более сложных сфинголипидов [Babenko, Shachova, 2006]. В последние годы установлено также, что нормализация под действием α-токоферола обмена глицеролипидов в клетках в условиях развития ряда патологических состояний сопровождается изменением их ответа на различные регуляторные сигналы. Учитывая тесную взаимосвязь между обменом сфинго- и глицеролипидов в настоящей работе изучалось влияние α-токоферола на содержание и обмен церамида и сфингомиелина в печени старых животных. В экспериментах использовали 24-месячных самцов крыс линии Вистар. Опытной группе крыс вводили α-токоферол перорально в дозе 100 мкг на 100 г массы животного в течение 7 дней. Контрольные животные получали кукурузное масло. В качестве предшественника синтеза липидов использовали [14С]CH3COONa. Липиды экстрагировали из гомогената печени и разделяли на фракции с помощью тонкослойной хроматографии. Радиоактивность липидов определяли в сцинтилляторе ЖС-8 с помощью счетчика радиоактивности БЕТА. Установлено, что введение α-токоферола подопытным животным приводило к существенному снижению массы церамида и увеличению уровня сфингомиелина в печени старых подопытных животных по сравнению с контрольными крысами. α-токоферол  повышал в печени уровень вновь синтезированного сфингомиелина. Полученные данные свидетельствуют о том, что α-токоферол, подавляя активность эндогенных сфингомиелиназ, снижает повышенный уровень церамида в печени старых крыс. Одним из потенциальных путей снижения с помощью α-токоферола базального уровня церамида в печени  является также усиление его использования в процессе синтеза сложных сфинголипидов (сфингомиелина, глюкозилцерамида).
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Цель данной работы состояла в изучении особенностей процессов накопления и фосфорилирования тиамина в тканях яичника женщин в возрасте от 35 до 73 лет.

Субклеточные фракции тканей получали методом дифференциального центрифугирования по Джонсону и Ларди. В полученных фракциях определяли содержание общего и свободного тиамина тиохромным методом Г.Д. Елисеевой. Разность между суммой общего и свободного тиамина соответствовала количеству связанного с белками (коферментного) тиамина.

Исследования субклеточного распределения различных форм тиамина показали, что ядерная и митохондриальная фракции характеризуются неодинаковым уровнем активных и неактивных форм тиамина в зависимости от возраста женщины. В яичниках женщин репродуктивного возраста в ядерной фракции обнаружено наибольшее содержание общего тиамина за счет высокого содержания в ней свободного тиамина, доля коферментной формы витамина составила всего лишь 15 % от общего количества витамина во фракции. У женщин, находящихся в менопаузальном периоде, наблюдалось довольно высокое содержание общего тиамина, обусловленное в отличие от предыдущего случая большим количеством фосфорилированных форм витамина (до 89 % от его общего содержания). В яичниках женщин постменопаузального периода отмечено низкое содержание общего тиамина, который в большинстве своем представлен свободной формой, доля связанного с белками тиамина составила четвертую часть от общего его количества.

Установлено, что общее содержание витамина во фракции митохондрий на порядок ниже по сравнению с ядерной фракцией. Ограниченное связывание тиамина митохондриями может быть связано с тем, что в этих органеллах тиаминдифосфат находится в количестве, которое превышает его содержание как кофермента. В этой фракции у женщин репродуктивного и постменопаузального возраста отмечен высокий уровень коферментного тиамина – 87 % и 72 % от его общего содержания во фракции, в отличие от ядерной фракции яичников, где уровень фосфорилированных форм витамина был низким – 15 % и 24 % соответственно, что свидетельствует об активно протекающих процессах биотрансформации некоферментной формы витамина в коферментную особенно в репродуктивном возрасте. Для менопаузального возраста уровень тиаминфосфатов составил в среднем 57 %.

Невысокие концентрации экзогенного тиамина - 0,015 и 0,075 ммоль практически не влияют на содержание свободной и общей форм, но повышают содержание коферментной формы тиамина. Показано, что при наличии экзогенного тиамина в пробах в более высоких концентрациях от 0,150 до 1,500 ммоль он накапливается преимущественно в свободной форме. 

ВОЗРАСТНЫЕ ОСОБЕННОСТИ КАТАБОЛИЗМА ТИАМИНА

В ТКАНЯХ МИОМЕТРИЯ И ЭНДОМЕТРИЯ БЕЗ НОВООБРАЗОВАНИЙ И ПРИ КАНЦЕРОГЕНЕЗЕ
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Метаболизм тиамина в развивающихся опухолях различной природы исследован недостаточно. Немногочисленные работы, посвященные этому вопросу, касаются, в основном, фосфорилированных форм тиамина. Что же касается катаболизма этого витамина в опухолях, то эта сторона обмена тиамина не изучена вообще.

Поэтому целью настоящего исследования было изучить интенсивность образования важнейших катаболитов тиамина: тиохрома (ТХ) и 4-метил-5β-оксиэтилтиазола (ТЗ) в доброкачественных и злокачественных опухолях миометрия и эндометрия матки женщин следующих возрастных групп: 25-35 лет; 40-55 лет; 60-75 лет.

Данные исследований показали, что в тканях тела матки без новообразований с возрастом процентная доля ТХ по отношению к общему тиамину как в эндометрии, так и в миометрии возрастает. Содержание ТЗ в этих тканях чрезвычайно мало и не изменяется с возрастом. В различных доброкачественных опухолях как эндометрия, так и миометрия в каждой возрастной группе отмечено увеличение доли ТХ по отношению к общему тиамину. Причем, максимальным было это увеличение в тканях матки возрастной группы 60-75 лет. Уровень ТЗ в случае доброкачественных опухолей оставался низким и не зависел от возраста. В злокачественных опухолях во всех исследованных возрастных группах наблюдалось максимальное увеличение доли ТХ. В старшей возрастной группе отмечено также существенное увеличение содержания ТЗ.

Приведенные данные свидетельствуют об усилении катаболизма тиамина с возрастом и при наличии новообразований.
ОНТОГЕНЕТИЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ВМІСТУ СУБСТРАТІВ ЦТК ТА ПІРИДИННУКЛЕОТИДІВ У ФІБРОЛЕЙОМІОМІ МАТКИ ЖІНОК

О.C. Рижова¹, О.В. Запорожченко¹, О.А. Кокошкіна.¹, С.Г. Коломійчук²
¹Одеський національний університет ім. І. І. Мечникова

² Інститут ім. В.П.Філатова АМН України

м. Одеса, Україна

Е-mail( lavsonli@mail.ru

Метою наших досліджень було вивчення вмісту субстратів НАД-залежних дегідрогеназних систем у хворих фібролейоміомою матки  жінок різного віку.

 Дослідження проводились на тканинах  міометрія, які брали під час операції у жінок різного віку, що не одержували до операційного медикаментозного лікування,  у яких спостерігалась фібролейоміома матки. В досліджуваних тканинах визначали вміст лактату, малату, пірувату  та вміст вільних нікотинамідних коферментів.

Нами було встановлено, що вміст лактату, малату і пірувату у матці змінювався залежно від віку хворих жінок. Вміст пірувату вірогідно зменшується в досліджуваній тканині хворих на фібролейоміому жінок віком понад 30 років від 1,31 до 0,20 мкмоль/г тканини, а у жінок віком 61-70 спостерігається збільшення вмісту пірувату до 0,54 мкмоль/г ткани. Вміст лактату  коливався в межах від 0,85 до 4,58 мкмоль/г ткани. Такі величини є на порядок меншими, ніж вміст лактату у прилеглій тканині. Вміст малату вірогідно змінювався в залежності від вікової групи. Зменшення вмісту малату спостерігалось у жінок 30-40 та 61-70 років, а  у жінок 41-50, 51-60 років спостерігається збільшення вмісту цього субстрату відносно прилеглої неураженої тканини.

 При фібролейоміомі матки  у жінок у віці 51-60 років зміна співвідношення лактату до пірувату і малату до пірувату  мало тенденцію до підвищення відносно інших вікових груп та прилеглої тканини. А у групі 30-40 років спостерігалось зменшення вмісту лактату до пірувату і малату до пірувату відносно прилеглої тканини і відносно інших   вікових  груп.

 Ми спостерігали підвищення співвідношення  вільних цитоплазматичних не фосфорильованих та фосфорильваних нікотинамідних коферментів НАД/НАДН і  НАДФ/НАДФН у хворих з фібролейоміомою матки 30-40 років відносно прилеглої тканини. У вікових групах 41-50, 51-60, 61-70 спостерігалось зменшення вмісту НАД/НАДН  і  НАДФ/НАДФН  відносно прилеглої неураженої тканини.  

Наведені результати свідчать про існування ефекту зниження окисних потужностей тканин за онкопроцесу, який стає особливо вираженим в ході геронтогенезу.

ВІЛЬНІ АМІНОКИСЛОТИ ТА ТРАНСАМІНАЗИ КРОВІ В НОРМІ ТА ПРИ ПАТОЛОГІЧНОМУ СТАНІ
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Пул вільних амінокислот клітин крові мало вивчений, проте відомо, що біохімічні характеристики еритроцитів надзвичайно важливі, тому що еритропоез  є найбільш чутливим до впливу різних патологій.

Нами розраховано коефіцієнт розподілу (КР) речовин еритроцит: плазма – співвідношення концентрації речовин у клітинах та рідині крові. Так КР вільного His у нормі складає 0,18. Встановлено, що при розвитку атеросклерозу відбувається незначне зменшення КР до 0,16.  При ішемічній хворобі серця та  інфаркті міокарду цей показник порівняно з нормою зменшується у 2,3 рази. 

Встановлено, що при розвитку атеросклерозу вміст вільних Tyr та Trp в плазмі крові зменшується в 2,7 та 8 разів відповідно, при ішемічній хворобі серця – в 2,4 та 7,3 рази, при інфаркті міокарду – в 3 та 6,2 рази.

Також була встановлена активність глутаматоксалоацетамінотрансферази та глутаматпіруватамінотрансферази в сироватці крові здорових людей та з серцево-судинною недостатністю та визначено коефіцієнт їх співвідношення. Активність ферментів підвищувалася. Коефіцієнт співвідношення ГОТ/ГПТ при ішемічній хворобі серця становив 1,37, при інфаркті міокарду та гострому інфаркті міокарду менше 1. 

Показано, вікові зміни вмісту амінокислот у плазмі та еритроцитах крові хворих людей. Піддослідні було поділено на вікові групи 40-50 та 60-70 років. Встановлено, що в плазмі крові з віком відбувається значне підвищення вільних Trp та His  та значне зниження вільного Tyr у середньому на 40 %. Появу значної кількості Trp та His можливо пояснити інтенсифікацією процесів деструкції як клітин крові, так і організму в цілому. Зниження вмісту Tyr підтверджує дані про участь цієї амінокислоти у процесах антиоксидантного захисту організму. 

У еритроцитах крові спостерігалось інше явище. З віком вміст His зменшувався майже на 40 % і це вказує на те, що саме руйнування гістидин-вмісних білків еритроцитів є наслідком підвищення концентрації цієї амінокислоти у плазмі крові при серцево-судинних захворюваннях. Тобто відбувається прискорення процесу старіння клітин крові порівняно з нормою.

Таким чином, враховуючи відсутність універсального маркера серцево-судинних патологій та отримані експериментальні дані можна рекомендувати використання визначення His як додаткового інформативного діагностичного параметру.

ІМУНОТРОПНА ДІЯ БІОЛОГІЧНО АКТИВНИХ РЕЧОВИН (БАР) МЕДИЧНОЇ П’ЯВКИ ТА ЇЇ БАКТЕРІЇ-ЕНДОСИМБІОНТА
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Вивчений вплив БАР медичної п’явки та її ендосимбіонта Aeromonas hydrophila на динаміку клітинних популяцій крові та їх функціональну активність in vitro та in vivo, включно з експериментами на тваринах та клінічні обстеження. Після курсу гірудотерапії у більшості кардіологічних (7 осіб) та неврологічних хворих (8 осіб) спостерігалась короткострокова лейко- та лімфопенія з наступним збільшенням кількості лейкоцитів до фізіологічної норми. При цьому спостерігався моделюючий гомеостатичний ефект: зниження або підвищення кількості клітин у окремих осіб. З функціональних показників нами виявлено зменшення вмісту диференційованих малих активованих лімфоцитів, підвищення авідності CD2+-клітин до еритроцитів барана, підвищувалась інтенсивність люмінесценції лімфоцитів у спектрі 640 нм (одноланцюгові нуклеїнові кислоти). Підвищувалось місцева та загальна кількість натуральних кілерів, яка супроводжувалась регресом невусів на місці укусу п’явки. Кров людини, яка знаходилась у шлунку медичної п’явки, нами представлена як модель культури клітин під дією комплексу БАР хазяїна. Кров людини забирали з п’явки у різний час після годування: відразу після відпадання, на наступний день, через 3, 7, 10, 13 діб і місяць. Шлункова кров порівнювалась із зразками, отриманими з пальця або вени тієї ж людини. У вилученої відразу після годування крові людини виявлявся слабкий гемоліз, еритроцити втрачали здатність утворювати аглютинаційні комплекси й осідати, різко знизились показники гематокриту за рахунок згущення крові. Кількість лейкоцитів знижувалось за рахунок гранулоцитів і, насамперед, їх незрілих форм. При цьому в формулі крові підвищувався відносний вміст лімфоцитів. Відмічені імунологічні реакції лейкоцитів: дегрануляція, апоптоз нейтрофілів, підвищення їх фагоцитарної активності у тесті з дріжджами. Розмір лімфоцитів зменшувався (активація, преапоптоз), з’являлись імунобласти. У наступні дні збільшувалась дегідратація крові, вона ставала темною та в’язкою, збільшувався гемоліз еритроцитів. Кількість лейкоцитів прогресивно зменшувалась, вже на 3 добу реєструвались окремі апоптотичні нейтрофіли. Спостерігалась некротична та апоптотична загибель моноцитів та лімфоцитів. Через два тижні спостереження оставалась половина вихідного вмісту живих мононуклеарів, а через місяць – 10-15 % з превалюванням ознак апоптозу над імуногенезними. У ці строки спостереження виявлялася певна кількість інтактних еритроцитів. Кров, отриману після декапітації щурів, інкубували протягом 1,5 години з 8-годинним фільтратом бактерії Aeromonas hydrophila у дозі 1 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %. У контрольному зразку крові, який  інкубувався (без бакфільтрата), зменшувалась кількість лейкоцитів за рахунок гранулоцитів. Ця динаміка різко посилилась із підвищенням концентрації бакфільтрата. Відмічено відповідне підвищення малих (≤6,5 мкм) та тенденція до збільшення вмісту великих (≥10,0 мкм) лімфоцитів, а також частоти розеткоутворюючих клітин з еритроцитами морської свинки як прояв імунологічної реактивності. Ефект тривалого збереження формених елементів крові людини у шлунку медичної п’явки, який спостерігався, а також виявлена імунотропна дія БАР медичної п’явки робить перспективним даний напрямок досліджень у репаративній біології, геронтології, а також при консервуванні клітин крові.  

РЕАКЦИЯ МОЛОДЫХ И ВЗРОСЛЫХ ЖИВОТНЫХ НА ОГРАНИЧЕННОЕ ПИТАНИЕ С ПОСЛЕДУЮЩИМ ОТКОРМОМ AD LIBITUM
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Известно, что применение калорийно ограниченной диеты (КОД) приводит к существенным метаболическим сдвигам в организме животных. Однако в подавляющем большинстве исследований КОД применяется только у молодых животных, что не позволяет изучить возрастные особенности этой модели. 

В данной работе перевод крыс на специализированный ограниченный рацион позволил добиться одинаковой потери массы тела молодых (3 мес.) и взрослых (19 мес.) животных на 33-37 %. При этом, концентрация глюкозы в сыворотке крови животных после содержания их на КОД в течение 2-х недель составила соответственно (4,81±0,48) и (4,76±0,39) мМоль/л и была достоверно ниже исходного уровня (6,74±0,36) и (6,44±0,15) мМоль/л соответственно. Содержание общего белка в сыворотке, напротив, увеличилось у животных обеих возрастных групп. Выявлено также повышение активности аспартатаминотрансферазы (АСТ) в сыворотке у крыс обоих возрастов и активности аланинаминотрансферазы (АЛТ) у взрослых животных. 

Последующий откорм животных в течение 2 нед. ad libitum привел к тому, что 3 мес. крысы превысили свою первоначальную массу тела на (29±3) %, а взрослые животные не достигли исходного уровня (отставали от контроля на (6±1) %). Концентрация глюкозы в сыворотке крови после откорма составила у 3 мес. крыс  (7,52±0,21) мМоль/л, у 19 мес. — (7,14±0,27), т.е. превысила исходный уровень. В то же время, содержание общего белка в сыворотке снизилось до исходного уровня у животных обеих возрастных групп. Активность АЛТ и АСТ после 2-х нед. откорма оставалась выше исходных значений независимо от возраста животных.

Таким образом, в данной модели, когда животные после содержания на ограниченном питании, приводящем к одинаковой потере массы тела, оказались в сходных экстремальных условиях, наблюдались практически однонаправленные и однотипные изменения по исследуемым показателям углеводного и белкового обмена. Эта модель может быть использована для исследования возрастзависимых изменений адаптационных возможностей животных в ответ на стрессорные факторы внешней среды.

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ОНТОГЕНЕЗА

ВЛИЯНИЕ ИНДУКТОРОВ  ИНТЕРФЕРОНА НА ПРОДУКЦИЮ АНТИТЕЛ:
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В последнее время приобретает популярность применение в медицинской практике иммуномодулирующих средств, в том числе индукторов интерферона (ИФН). Показанием к назначению иммуномодуляторов служит убежденность врачей в том, что в наши дни у большинства населения снижен иммунитет, о чем свидетельствует высокая заболеваемость и смертность от разных причин.  При этом отсутствует стандартизация методов определения показателей иммунитета, как и самих этих показателей. Не известны ближайшие и отдаленные результаты подобных воздействий, их влияние на здоровье человека.  В работе исследовано действие индукторов ИФН α/β  на способность к продукции специфических антител, что в наибольшей степени характеризует состояние иммунитета в организме. Исследование проводили на мышах двух линий, оппозитных по уровню иммунологических  реакций – C57 Bl/6  (низкоотвечающая линия) и Balb/c (высокоовечающая линия), двух возрастных групп – молодые и старые.  Использовали 2 индуктора ИФН α/β   - циклоферон и амизон, введение которых предшествовало  введению антигена (эритроцитов барана). Уровень иммунитета определяли по накоплению в селезенке антителообразующих клеток (АОК) – относительного количества на 106  ядерных клеток и абсолютного количества в селезенке.

Ранее была показана высокая эффективность циклоферона и амизона как индукторов ИФН α/β, снижение с возрастом активности ИФН α/β и числа АОК в селезенке, генетическая зависимость активности ИФН α/β и способности к накоплению АОК  в селезенке. 

При использовании иммуномодуляторов были получены следующие результаты:

- у молодых и старых мышей низкоотвечающей линии способность к накоплению АОК изменялась мало при использовании обоих препаратов; - у молодых мышей высокоотвечающей линии  введение иммуномодуляторов  снижало концентрацию АОК в селезенке, под влиянием амизона – существенно (р<0,05). Реакция старых мышей этой линии была аналогичной при введении циклоферона, но оказалась противоположной при введении амизона.  Таким образом,  применение индукторов интерферона как иммуномодуляторов может изменять  уровень антителообразования в селезенке  по разному в зависимости от генетических особенностей  животных, их  возраста и используемого иммуномодулятора. 

Функциональная коадаптация генних локусов хромосом в онтогенезе растений и животных
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Ранее мы постулировали гипотезу компенсационных комплексов генов (АКГ), согласно которой путем естественного отбора у особей популяции формируются благоприятные для адаптации сочетания аллельных и неалелльных генов, обеспечивающих максимальную устойчивость генотипов к действующим неблагоприятным факторам.

Исследования, проведенные на растениях (сортах, линиях и гибридах пшеницы, ячменя, картофеля), а также на линиях и гибридах D. melanogaster, показали, что качественный и количественный состав, а также экспрессия на энзимограммах изоформ исследуемых ферментов (пероксидазы, супероксиддисмутазы, каталазы, фенолоксидазы, эстераз и др.) зависит не только от генотипа, но и от стадии развития и конкретных условий содержания особей.

Оказалось, что распространенность конкретных аллелей пероксидазы ячменя (H. vulgare) на территории СНГ четко коррелирует с географическими широтами районирования тех или иных сортов. S-  и F- аллели Adh у дрозофилы неравномерно распространены среди отдельных мутантных линий и обнаруживают разную частоту и экспрессивность у особей популяции в разных условиях среды  (наличие или отсутствие спирта в норме, гипертермия, голодание, отбор на задержку старения и т.п.).

Интересно, что уровень экспрессии отдельных изоформ исследуемых ферментов в значительной мере зависит от аллельности и функционального состояния локусов, не имеющих отношения к кодированию данных конкретных ферментов, но определяющих важные адаптивные признаки, в частности, зимоморозоустойчивость (Fr-гены), продолжительность яровизации (Vrd-гены), фотопериодизм (Ppd-гены), устойчивость к фузариозу, бурой листовой ржавчине и твердой головне пшеницы (Lr- и Bt-гены) и т.п. Искусственные перестройки генотипов (трансгенез, реципрокные замещения хромосом, насыщение мутантных генотипов генами дикого типа или генами других мутантов) существенно влияют на показатели приспособленности и на индивидуальное развитие бионтов. При этом может изменяться частота мейотического кроссинговера, особенно у молодых и стареющих особей. Введение в генотип нового генетического материала нередко сопровождается модификацией функций продуктов введенных генов, что представляется важным механизмом коадаптации генов разного происхождения.

Изменение состояния хроматина и электроотрицательности ядер клеток буккального эпителия при физических нагрузках у доноров разного возраста
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Как известно, старение связано со снижением адаптационных свойств организма [А.В.Нагорный, 1940]. Поскольку клеточный и организменный уровни организации взаимозависимы, цитологические исследования в данной области являются актуальными. Исследования свойств клеток буккального эпителия человека в связи с возрастом доноров позволили выявить связь между возрастом донора и электрокинетическими свойствами клеточных ядер [В.Г. Шахбазов и др., 1986]. Установлена также связь между возрастом донора и состоянием хроматина в ядрах [Ю. Г. Шкорбатов, 1999].  В то же время показано наличие связи между состоянием утомления человека и электрокинетическими свойствами ядер клеток буккального эпителия [В.Г. Шахбазов и др., 1986], а также  утомлением и состоянием хроматина клеток буккального эпителия [Ю.Г. Шкорбатов и др., 2001]. Целью данной работы было изучение состояния хроматина и электрокинетических свойств клеточных ядер буккального эпителия человека при физических нагрузках у доноров разного возраста. Состояние хроматина оценивали по количеству гранул гетерохроматина (СГГ) при окрашивании ацетоорсеином [Y.G.Shckorbatov, 1999], электроотрицательность ядер (ЭОЯ, %)  оценивали с помощью метода внутриклеточного микроэлектрофореза [В.Г. Шахбазов и др., 1986].  Донорами клеток служили студенты (возраст 18-23 года) и преподаватели (возраст 30-54 года) Харьковского Института летчиков, совершавшие тренировочные походы с общим уровнем энергозатрат 3 - 3,5 МДж. Показано, что в ходе тренировочных походов происходит повышение степени конденсированности хроматина, после отдыха наблюдается снижение этого показателя. Показатель СГГ у доноров старшего возраста под влиянием физической нагрузки изменяется в меньшей степени. Аналогичная закономерность наблюдается и при исследовании показателя ЭОЯ. Полученные данные могут быть интерпретированы как цитологическое проявление снижения реактивности организма, связанного с возрастом,   либо как появление с возрастом более эффективной стратегии реагирования организма на физические и психические нагрузки, связанные с выполнением тренировочных заданий.

ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ ЖИЗНИ МУТАНТОВ CN  И  VG DROSOPHILA MELANOGASTER В ЗАВИСИМОСТИ ОТ УСЛОВИЙ СРЕДЫ И ГЕНОТИПА ОСОБЕЙ

Н.Д. Хаустова, С.В. Белоконь, В.Н. Тоцкий 

Одесский национальный университет им. И.И. Мечникова

 г. Одесса, Украина

E-mail: caphgen@ukr.net

Для выявления влияния маркерных мутаций на продолжительность жизни Drosophila mеlanogaster исследовали выживаемость линейных мутантов cn и vg, мух дикого типа (C-S, D), экспериментально полученных форм с замещенными генотипами cn(C-S), vg(C-S), cn(D), vg(D), а также мутантов из популяций cn1 и vg1, селектированных на задержку старения и на устойчивость к гипертермии.

Замещение генотипов осуществляли путем насыщающих скрещиваний самок дикого типа с самцами соответствующих мутантных линий в 20-ти поколениях бэккроссов. Селекцию на задержку старения вели в течение 30-ти поколений путем отбора потомков, развивающихся из яиц, отложенных долгоживущими родителями в максимально поздние сроки жизни. Селекцию на теплоустойчивость в экспериментальных популяциях вели в условиях действия однократной жесткой гипертермии (41 0С, 15 мин) на трехдневных имаго каждой генерации на протяжении 30-ти поколений.

Сравнительная оценка длительности жизни у исследованных линий свидетельствует об очень коротких сроках жизни мутантов vg по сравнению с мухами дикого типа (C-S, D). В то же время мутанты cn практически не отличаются от дикого типа дрозофилы по продолжительности жизни и лишь незначительно уступают мухам линии D по теплоустойчивости. Насыщение генотипа высоко приспособленных мух линии cn генами дикого типа не приводит к достоверным изменениям исследуемых признаков. В противоположность этому при замещении генов низко приспособленной линии vg генами линий дикого типа C-S и D продолжительность жизни мух значительно возрастает. Селекция на задержку старения в экспериментальных популяциях cn1 и vg1 обеспечивает отбор долгоживущих особей с увеличенными сроками репродукции, а селекция на теплоустойчивость приводит к увеличению  выживаемости мутантов в условиях гипертермии.

Таким образом, результаты исследований свидетельствуют, что экспрессия мутантных генов, влияющих на продолжительность жизни особей, в значительной степени модифицируется условиями среды и зависит от их генного окружения.

Влияние разных типов мутаций на длительность жизни дрозофилы

А.В. Некрасова, И.В. Золотых

Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина

г. Харьков, Украина

В соответствии с мутационной теорией повышение уровня генетического груза в клетках с возрастом является одним из важнейших факторов, приводящих к старению и смерти. Однако генетические исследования последних лет не позволяют однозначно оценивать значение мутаций в процессах старения.

Нами проведено исследование рецессивных летальных мутаций (РЛМ) в хромосомах 2 и 3 у мух разного возраста линий дикого типа Кантон и Орегон, имеющих одинаковую среднюю длительность жизни. Установлены значительные различия в динамике накопления мутаций. Частота РЛМ в линии Орегон к 14 суткам увеличивалась в 4 раза, в линии Кантон только в 2. Хромосома 3 мух линии Орегон содержала 2 сбалансированные летальные мутации.

Переведенные на генетический фон этих линий путем возвратных скрещиваний мутации f (1; 56,7), B (1; 57,0), wa (1; 1,5) приводили как к уменьшению длительности жизни имаго, так и к ее увеличению. Влияние этих мутаций зависело от состояния аллельных генов (геми-, гомо- и гетерозиготное), генетического фона линий, природы мутации и ее локализации.

ЦИТОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ЕСТЕСТВЕННОГО СТАРЕНИЯ СЕМЯН В РАЗЛИЧНЫХ УСЛОВИЯХ ХРАНЕНИЯ

Е.В. Толстоплет, Н.Г. Шестопалова

Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина

 г. Харьков, Украина

Е-mail: olsh@kharkov.ukrtel.net

Объектом исследования были семена государственного центра генетических ресурсов (ВИР им. Вавилова, Санкт-Петербург), изучение которых составляет важную задачу в связи с проблемой сохранения и обогащения генофонда ценных сельско​хозяйственных культур, имеет научное и практическое значение. Старение сопро​вождается нарушением многих метаболических и клеточных процессов, в том числе и пролиферативной активности. Дополнительно к известным морфологическим, физиолого-биохимическим исследованиям сохранения семенами жизнеспособности при их хранении полезным было изучение процесса старения на клеточном уровне.

В опыте были варианты (технологии) хранения – «стекло»(С), «полиэтилен» (П) и «бумага» (Б). В качестве интегрального показателя, отражающего структурно-функцио​нальное состояние и активность генома клеток, определяли уровни, ритмику и динамику митотических индексов (МИ) зародышевой корневой меристемы прорастающих семян в течение 40 час. после их замачивания. Сравнение комплекса показателей митотической активности (МА) изучаемых вариантов хранении показало, что по времени вступления клеток в первые митозы, формирования первой волны МА и ее максимальному уровню (отражающему синхронизацию деления), величине пролиферативного пула, доли пророст​ков партии семян с повышенной МА, более благоприятные условия хранения в варианте «С». Различия в состоянии партий семян вариантов обусловлены, по-видимому, изме​нениями в продол​жительности митотических циклов (МЦ), продвижении клеток по МЦ, переходу G1–S и G2–M, различной активностью систем энергообеспечения.

Гарантией сохранения биологического долголетия семян является поддержание их митотического потенциала.
ЦИТОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ ГЕТЕРОЗИСА И ИНБРЕДНОЙ ДЕПРЕССИИ В ПЕРИОД РАННЕГО ОНТОГЕНЕЗА РАСТЕНИЙ

Н.Г. Шестопалова, С.В. Винокуров

Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина

г. Харьков, Украина

В настоящее время селекционно-генетические исследования направлены на создание новых гибридов перекрестно опыляющихся растений, сочетающих высокую продуктивность с ценными свойствами и признаками. Выявление цитологических показателей, характеризующих «гибридную силу» и инбредную депрессию, представляют интерес в связи с общебиологическим значением проблемы, ее научной и практической значимостью.

Изучали новый гетерозисный скороспелый гибрид подсолнечника Эней селекции института растениеводства им. В. Я. Юрьева, масличного направления использования, особенностью которого является высокое содержание олеиновой кислоты (89-90 %), и его родительские линии (Р1 и Р2). В качестве объектов исследования выбраны клетки меристемы зародышей семян на начальных этапах прорастания. Проводился анализ уровней, динамики и ритмики митотической активности, являющейся одним из фундаментальных процессов в жизни клеток, отражающий активность генома, продукционные и адаптационные способности растений.

Основные выводы. В меристеме гибрида четко выражена ритмика митозов; гибрид опережает родительские формы по времени формирования первой и второй волн митозов (8,9 % против 5,2 и 5,6 %; р≥0,99). Выявленные различия между инбредными линиями и гибридом обусловлены, по-видимому, изменениями в регуляции генетически контролируемых событий в митотическом цикле, обеспечивающих пролиферацию клеток еще в процессе формирования семян.

Показатель синхронизации первых митозов при прорастании семян является объективным показателем гетерозисного их состояния.
ВІКОВІ ЗМІНИ НЕГІСТОНОВИХ БІЛКІВ HMG ПЕЧІНКИ БІЛИХ ЩУРІВ РІЗНОГО ВІКУ

Б.В. Кулаченко

Харківський державний медичний університет

м. Харків, Україна

 Відомо, що швидкорухомі при електрофорезі в поліакриламідному гелі негістонові білки (білки HMG), мають певне значення для функціонування хроматинового комплексу. Нами були проведені дослідження деяких властивостей негістонових білків, які були виділені з цільних клітин і ядер клітин печінки білих щурів різного віку. Була досліджена гетерогенність негістонових білків печінки білих щурів у постнатальному онтогенезі. Визначені їх наявність у різні періоди вікового розвитку, метаболізм і ацетилування в цільних клітинах і ядрах гепатоцитів. Дослідження проводились як на інтактних тваринах, так і на тих, що перебували на періодичній низькокалорійній дієті, яка значним чином подовжує тривалість життя експериментальних тварин.  

Істотної зміни гетерогенності білків HMG у процесі постнатального онтогенезу не було знайдено в нормі і в умовах утримання тварин на низькокалорійному харчуванні.   

Встановлено, що в ядрах і хроматині відносна кількість вивчених окремо фракцій білків HMG1 й HMG2 помітно нижче за таку у клітинах печінки щурів різного віку, що вивчалися. Виявлено зниження співвідношення білків HMG до гістона Н1 у процесі старіння тварин. У свою чергу, значення гістона Н1 у постнатальному онтогенезі добре вивчено. Встановлено, що саме цей гістон має головне значення в компактизації хроматинового комплексу і експресії генетичного апарату. Внаслідок наших досліджень встановлені специфічні вікові зміни окремих фракцій білків HMG у печінці в постнатальному онтогенезі тварин різного віку.

Результати проведених досліджень обговорюються в аспекті можливого значення  окремих фракцій білків HMG у зміні компактизації хроматину. Результати досліджень обговорюються також в аспекті участі білків HMG як регуляторів експресії генетичного апарата в нормі й за умов низькокалорійної дієти.

Пластичность кривых дожития мышей линии AKR в контроле и при действии низкоинтенсивного облучения и антиоксидантов в малых и сверхмалых дозах

В.Н. Ерохин, А.В. Кременцова, В.А. Семёнов, Е.Б. Бурлакова

Институт биохимической физики им. Н.М. Эмануэля РАН

г. Москва, Россия

Е-mail: krementsova@sky.chph.ras.ru

В работе проведено кинетическое исследование развития спонтанного лейкоза у мышей линии AKR интактных и подвергнувшихся облучению в малых дозах (1,2- 2,4 сГр при мощности дозы 0,6 сГр/сут). Показано, что однократное низкоинтенсивное облучение в указанных дозах приводило к увеличению частоты возникновения лейкозов и  сокращению средней и максимальной продолжительности жизни лейкозных животных.

В связи с проблемой поиска препаратов, снижающих лейкозогенное действие низкоинтенсивного облучения, исследовалось влияние антиоксиданта – фенозана в малых (
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 моль/кг) и сверхмалых (
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 моль/кг) дозах как противоопухолевого и радиозащитного препарата на развитие лейкоза у мышей линии AKR. Выявлено отчетливое противолейкозное действие препарата: увеличение средней продолжительности жизни в среднем на 30 суток (12 % по отношению к средней продолжительности жизни в контрольных группах животных) и уменьшение процента возникновения лейкозов в среднем на 6 %. 

Для количественной анализа полученных кривых выживаемости лейкозных животных использовалась аппроксимация  двухпараметрической функцией Гомпертца. Показано наличие корреляции Стрелера-Милдвана (линейная зависимость между параметрами функции Гомпертца). Исследовано соотношение между выборочными значениями средней продолжительностью жизни и дисперсии, которое носит нелинейный характер. Полученная экспериментальная кривая хорошо описывается предложенной ранее нами функцией, основанной на модели Гомпертца.

МЕХАНИЗМЫ АДАПТАЦИИ В ПРОЦЕССЕ ОНТОГЕНЕЗА

ВОЛНОВАЯ КОРРЕКЦИЯ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ НИЗШИХ ПОЗВОНОЧНЫХ       В РАННЕМ  ОНТОГЕНЕЗЕ

А.Б. Бурлаков, О.В. Бурлакова, В.А. Голиченков

МГУ им. М.В. Ломоносова

г. Москва, Россия

E-mail: burlakovao@mail.ru

Попытка продлить во времени одну из  стадий онтогенеза – предзародышевую, приводит к развитию деструктивных изменений, которые влияют на качество последующего этапа - раннего зародышевого. Увеличение времени  хранения неоплодотворенной яйцеклетки  приводит к снижению жизнеспособности организма, развивающегося после оплодотворения, что  мы отмечали при кратковременном (в течение суток) хранении яйцеклеток рыб после овуляции. Определенные волновые воздействия могут корректировать и нормализовать дальнейший онтогенез. Так, восстановить эти разрушительные изменения может воздействие низкоинтенсивного (8 мВт/см2 в сек) монохроматического излучения гелий-неонового лазера - до 30 % нормально развивающихся эмбрионов при 100 %-ной гибели в контроле. Подобным действием обладает сверхслабое (десятки квантов в секунду) биоизлучение нормально развивающихся эмбрионов, специфичность которого обеспечивается подбором   стадий развития  – восстановление жизнеспособности до 40 % эмбрионов. Наиболее мощное коррегирующее воздействие наблюдали при определенной оптической трансформации биоизлучения, осуществляя оптический контакт между группами зародышей через лазерные уголковые световозвращатели (УСВ), применяемые в практической космонавтике для оснащения ретрорефлекторных систем космических аппаратов. С помощью УСВ с определенными дифракционными  свойствами даже в излучении  рассинхронизированной вследствие «стадийного старения» икры (100 %-ная гибель при дроблении) можно вычленить такие коррегирующие параметры, что приводит к  восстановлению жизнеспособности до 60 % эмбрионов. Эффект биологической коррекции связан с локальной оптической анизотропией УСВ. Выявленная  коррекция деструктивных процессов оптически трансформированным биоизлучением представляет интерес и для  других фаз онтогенеза, включая этап старения.

Работа поддержана грантом   РФФИ    № 05-04-49251.

Временная особенность сохранения индуцированной устойчивости к сернокислой меди в культуре Dunaliela viridis Teod

А.В. Голтвянский

НИИ биологии Харьковского национального университета им. В.Н. Каразина

г. Харьков, Украина

Целью работы было исследование способностей клеток медерезистентной культуры D. viridis сохранять устойчивость сернокислой меди в ряду клеточных поколений после снятия стрессового фактора и возобновления его действия. В первой серии экспериментов определяли устойчивость клеток D. viridis контрольной (CuS) и медерезистентной (CuR) культуры к разным дозам сернокислой меди (20 и 50 мг/л) в кратковременном (сутки) эксперименте. Обнаружены различия по форме, подвижности клеток, образованию клеточных агрегатов, окрашиванию клеток трипановым синим. Так в CuR культуре через час после воздействия сернокислой меди (50 мг./л) выявлено 70 % подвижных клеток, в то время как в контроле CuS только 9 %. Спустя 4 часа после внесения сернокислой меди в среду подвижность клеток составила 95 % и 12 % для CuR и CuS соответственно.

Было обнаружено, что индукция медерезистентности, как перевод на среду без меди, в клетках культур CuR приводили к изменениям количественного и качественного состава водорастворимой фракции белков клетки. У CuR культур после их перевода на среду, не содержащую сернокислую медь, и повторное внесение меди изменялось содержание ДНК и РНК, которое зависело от числа пассажей и отличалось от контроля CuS и исходной CuR. Устойчивость культур CuR к меди сохранялось после 7,5 месяцев культивирования на среде без меди. Так, рост исследуемых культур после возврата на среду с сернокислой медью несколько отставал от контроля CuS, но не отличался от исходной CuR. В процессе культивирования CuR культур на среде без меди отмечали уменьшение содержания ионов меди в клетках этих культур с 0,17 (CuR) до 0,0013 (10 пассажей) мкг/млн. клеток, что соответствует уровню контроля CuS.

Возврат культур CuR на среду с медью (20мг/л) приводил к значительному накоплению и удержанию ионов меди в клетках водорослей (0,265 до 0,465 мкг/млн.клеток), что выше чем в исходной CuR культуре. При этом исследуемые культуры не различались по динамике роста.

На примере данной модели одноклеточных водорослей D. viridis  показано, что активированное состояние (индуцированная устойчивость к меди) способно передаваться не только в ходе нескольких клеточных делений, но и в течение многих поколений водорослей D. viridis, подвергнутых действию сернокислой меди. 

Флуктуации интенсивности роста

периодической культуры  микроводоросли   Dunaliella  

    viridis Teod. различного популяционного возраста
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Стандартизация условий  культивирования периодических культур микроводорослей не исключает случайных флуктуаций (временную вариабельность) морфо-функциональных параметров, в частности, интенсивности роста. Хаотические, непредсказуемые  флуктуации морфо-функциональных параметров   в биосистемах могут быть унифицированы  на основе  такого  концептуального понятия как странные аттракторы. Странные аттракторы  являются математическим  образом детерминированных непериодических процессов, для которых невозможен   долгосрочный прогноз. 

В работе   анализировали   флуктуации   интенсивности  роста   в периодической культуре Dunaliella viridis различного популяционного возраста: 10, 20, 30 и 40 дней. (4 «линии» разного популяционного  возраста пересаживали  на свежую среду   в возрасте 10, 20, 30 и 40 дней).  Странные  аттракторы были  построены методом карт временной  задержки. Форма аттракторов  для  культур   разного популяционного возраста  существенно различалась.  Это означает, что компенсаторно-адаптивный потенциал культуры  микроводорослей  определяется популяционным возрастом.

Исходя из предположения, что временная вариабельность  функциональных параметров  периодической культуры микроводорослей  может быть связана  с    флуктуациями гелиофизических факторов, анализировали   зависимость  интенсивности роста  в культурах разного популяционного возраста   от   активности электромагнитного и корпускулярного излучения Солнца. Было показано, что  характер  коррелятивных связей  между интенсивностью роста и  абсолютными значениями  гелиофизических факторов   принципиально  отличался  для культур  разного популяционного возраста. 

На основании полученных результатов можно заключить, что  компенсаторно-адаптивные реакции (регистрируемые как флуктуации интенсивности роста) периодической  культуры   микроводорослей Dunaliella viridis  в ответ на  флуктуации  гелиофизических факторов  определяются  исходным  функциональным   эпигенотипом культуры (популяционным возрастом). 

ВПЛИВ РЕЖИМУ ОСВІТЛЕННЯ ПІД ЧАС РОЗВИТКУ НА ТРИВАЛІСТЬ РОЗВИТКУ ТА ТРИВАЛІСТЬ ЖИТТЯ ІМАГО Drosophila melanogaster
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У сучасній літературі практично відсутня інформація щодо того, чи можуть залежати від режиму освітлення під час розвитку життєздатність та тривалість життя дорослого організму. З метою дослідження такої залежності ми вивчили тривалість розвитку та тривалість життя імаго Drosophila melanogaster, яких утримували під час розвитку (від яйця до імаго) при різних режимах освітлення. Послідовні  проміжки  світло/темрява (С/Т) складали 3:3, 6:6, 12:12,  24:24 та 48:48 годин. Відповідно, тривалість  умовної  доби (УД)  дорівнювала 6, 12, 24, 48 та 96 годин.

Виявлено, що  тривалість розвитку була практично незмінною у діапазоні малих значень тривалості УД (6-24 годин) і складала 8,3-8,7 діб, та збільшувалася при значеннях УД 48 годин та 96 годин відповідно до 9,1-9,4 діб. Динаміка змін середньої тривалості життя (СТЖ) у залежності від тривалості УД у комах обох статей виявилася подібною: пік (найбільша СТЖ) припадав на “фізіологічно нормальну” тривалість УД (24 годин), а мінімум – на найбільшу тривалість УД (96 годин). У самців розбіжності у СТЖ між цими групами сягали 10,42 %, а у самок – 8,72 %. Припускається, що відмінність тенденцій, виявлених на передімагінальній та імагінальній стадіях онтогенезу мух, пояснюється "каналізованістю" процесу їх розвитку.

О  ПЕРСПЕКТИВАХ  ВИТАЛЬНОГО  ЭКСПРЕСС-КОНТРОЛЯ  СОСТОЯНИЯ  КЛЕТОК РАЗНЫХ  ВИДОВ  С  ПОМОЩЬЮ  ЗНАКОПЕРЕМЕННОГО  ЭЛЕКТРОФОРЕЗА ПРИ  ИСПОЛЬЗОВАНИИ  КОМПЛЕКСА  «ЦИТО-ЭКСПЕРТ»
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Состояние здоровья населения стран СНГ, включая Россию, и принявшая в последние десятилетия первостепенное социально-экономическое значение демографическая проблема ставят на повестку дня служб здравоохранения, в числе первых, задачи оперативного массового мониторинга основных показателей здоровья и индивидуального экспресс-контроля эффективности выбранных методов лечения пациентов. Вместе с тем, в подавляющем большинстве медучреждений наблюдается недостаток или полное отсутствие аппаратуры для неинвазивного тестирования жизненных ресурсов организма больного и контроля эффективности алгоритмов лечения ввиду отсутствия отечественных приборов и крайней дороговизны и сложности импортных иммунологических, биохимических, потенциометрических и других средств контроля и диагностики.

Острота данной проблемы может быть существенно снижена при помощи автоматизированного комплекса «Цито-Эксперт», созданного  НТУ «ИТЦ» в содружестве с ИГМА для экспресс-контроля состояния живых клеток организма по их электрофоретической подвижности и морфологическим показателям. Нормативные клинические испытания  и медицинские исследования, проведенные в 2004-2006 гг. на двух кафедрах РГМУ, в ИГМА и в Российской детской клинической больнице, показали его перспективность для решения указанных задач. Элементы комплекса и ряд соответствующих диагностических методик имеют отечественный приоритет и защищены патентами, он зарегистрирован в российском Государственном Реестре изделий медицинской техники под №ФС 022а2005/1744-05.

Хотя комплекс предназначен, в первую очередь, для контроля параметров клеток крови, его возможности позволяют анализировать многие виды других клеток различных организмов, в том числе птиц, животных и растений. К настоящему времени с помощью комплекса и его прототипов изучено поведение в переменном электрическом поле клеток крови людей (эритроциты, лимфоциты) и птицы (эритроциты гуся), разных типов человеческого эпителия (включая их субклеточные структуры),  биоптатов ЖКТ, кожи, плаценты, раковых клеток и т. д., а также растительных клеток (многоклеточная микроводоросль спирулина). Диапазон возможных применений комплекса настолько широк, что в настоящее время невозможно очертить его границы, они определятся после его вхождения в медицинскую, биологическую и экологическую практику.

Кроме морфологических показателей, комплекс позволяет определить средний заряд контролируемых клеток, их гистограмму по зарядам и долю заряженных (подвижных) клеток относительно их общего числа. По современным представлениям, электрический заряд клетки однозначно связан с ее жизнеспособностью, которая, в свою очередь, влияет как на скорость, так и, возможно, на механизмы старения разных клеток. Поэтому реализованная в комплексе экспресс-технология клеточного контроля и анализа представляется нам перспективной и для решения как аналитических, так и прогностических геронтологических задач. При этом новые возможности электрофоретического контроля уже показаны в обширных исследованиях ученых ХНУ им. Каразина под руководством В.Г. Шахбазова по изучению заряда ядер буккальных эпителиоцитов.

Комплекс может использоваться как в автоматизированном, так и в ручном вариантах, в настоящее время идет доработка программного обеспечения и изготовление установочной партии в кол. 20 экз.  Совместно с ГНЦ вирусологии и биотехнологии «Вектор» (Новосибирская обл.) ведутся также работы по развитию метода путем соединения родственных аналитических методик электрофореза и диэлектрофореза в одной автоматизированной установке, которая будет способна одновременно определять около 2-х десятков биофизических параметров клеток. Кроме того, разрабатывается многоместный блочный держатель анализируемых ячеек для увеличения производительности комплекса.

ОНТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ИЗМЕНЕНИЯ АКТИВНОСТИ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ В ТКАНЯХ ТЕЛА МАТКИ ЖЕНЩИН
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Цель настоящей работы - исследовать онтогенетические особенности протеолитической системы тела матки женщин, т.к. для изучения возможностей компенсаторных переключений отдельных ферментов данной системы онтогенез является одной из наиболее показательных моделей, в которых реализуются переключения одних энзимных систем на другие в ходе развития и, особенно, геронтогенеза.

В качестве компонентов протеолитической системы нами были избраны наиболее значимые ферменты, входящие в нее: катепсин D- B- и L-подобные протеазы, трипсиноподобные протеазы, матричная металлопротеиназа-2, карбоксипептидазы А и В.

Работа проводилась на биопсийных образцах ткани тела матки без новообразований. Для исследований были выбраны следующие возрастные группы женщин:1 группа – 31-40 лет; 2 группа – 41-50 лет; 3 группа – 51 –60 лет; 4 группа – 61-70 лет.

В результате исследований активности ферментов системы протеолиза тканей матки без новообразований в разные физиолого-возрастные периоды обнаружено, что поздний репродуктивный (41-50 лет) и менопаузальный (51-60 лет) периоды жизни женщин характеризовались значительным повышением активности исследуемых эндопептидаз (трипсиноподобные энзимы, катепсин L-, B-, D-подобные протеазы). А в  климактерическом периоде (61-70 лет) наблюдалось достоверное снижение активности данных ферментов. При исследовании активности металлопротеиназы матрикса 2 (ММП-2) и экзопептидаз (карбоксипептидаз А и В) в тканях без новообразований нами была зарегистрирована наивысшая активность у женщин в  климактерическом периоде (61-70 лет). 

Анализируя весь энзимный спектр системы протеолиза в тканях матки без новообразований в разные физиолого-возрастные периоды женщин, следует отметить, что наибольший вклад в общую протеолитическую активность тканей вносят ММП-2 и карбоксипептидазы. 

Количественные соотношения активностей исследуемых ферментов в тканях тела матки с возрастом несколько изменяются: повышается вклад экзопептидаз по отношению к эндопептидазам, что вероятно связано с гормонально-метаболическими перестройками организма.

ВЛИЯНИЕ ИОНОВ МЕТАЛЛОВ IN VITRO НА ПРОЯВЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ГИДРОЛАЗ ЭФИРОВ КАРБОНОВЫХ КИСЛОТ ЛИЧИНОК, КУКОЛОК И ИМАГО  DROSOPHILA MELANOGASTER
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Цель данной работы состоит в сравнительном изучении влияния металлических катионов на проявление активности карбоксиэстераз групп А, В и С личинок, куколок и имаго дрозофилы после электрофоретического разделения ферментов в щелочном полиакриламидном геле. Анализируемым материалом служили общие буферные экстракты тканей 3-суточных личинок, куколок и самцов имаго линии Одесская 1. После электрофореза гели, содержащие фракции изучаемых карбоксиэстераз инкубировали в буферной среде (рН 7,4), включающей субстраты: α- и β-нафтилацетаты, соль диазония – прочный синий ВВ, а также индивидуальные соли одно- и двухвалентных металлов, взятых в соответствующих конечных концентрациях: NaCl (20 мМ), KCl (20 мМ), CaCl2 (10 мМ), MnCl2 (10 мМ), CoCl2 (6,4 мМ), NiCl2 (10 мМ), CuCl2 (0,8 мМ и 8 мМ), ZnCl2 (10 мМ), Ge-ОЭДФ-Са (2 мМ и 5 мМ), HgCl2 (10 мМ) и Pb(CH3COO)2 (10 мМ). Судя по результатам исследования, в онтогенезе дрозофилы от стадии личинки до стадии половозрелой имаго наблюдается существенное возрастание активности В-эстеразы (ацетилхолинэстераза), снижение на куколочной стадии уровня С-эстеразы (ацетилэстераза), а также повышение экспрессии эстеразы А (аромэстераза). Все тестируемые ферменты в зависимости от онтогенетической фазы развития насекомого в разной степени проявляют свою активность в присутствии ионов различных металлов. Так, эстераза В личинок активируется ионами Ca2+, Co2+ и Ge2+ (2 мМ), куколок – Ca2+, Mn2+, Co2+, Cu2+ (0,8 мМ), Ge2+ (2 мМ), Cd2+ и Pb2+, половозрелых самцов имаго – Ca2+ и Co2+. На С-эстеразу личинок и имаго активирующее действие оказывают только ионы Co2+, тогда как куколочный фермент активируется ионами Mn2+. Представленная двумя аллозимами (S и F) арилэстераза личинок ингибируется ионами всех металлов за исключением Co2+, причём в реакциях на отдельные катионы отмечается высокая степень сходства между аллозимами S и F, что в свою очередь оказывается характерным и для гомологичных ферментов куколок и имаго. Рассчитанные коэффициенты ингибирования указывают на разную степень чувствительности S и F аллозимов эстеразы А к ионам одного и того же металла. Наряду с ярко выраженными эффектами угнетения активности аллозимов аромэстеразы имаго ионами кальция, марганца, а также тяжёлых металлов, обнаружено активирующее действие на изоформы этого фермента ионов Na+ и K+. Последнее заключение может служить одним из доказательств устойчивости изучаемых карбоксиэстераз к ионам Cl-.

ВЛИЯНИЕ СОЛЕЙ ТЯЖЁЛЫХ МЕТАЛЛОВ IN VIVO НА ОНТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЖИЗНЕДЕЯТЕЛЬНОСТИ DROSOPHILA MELANOGASTER
И. Л. Рыжко
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Целью проведения данной работы было изучение влияния отдельно взятых солей тяжёлых металлов, а также их комплекса на плодовитость, жизнеспособность, темп развития и активность пептидгидролазы кишечника дрозофилы дикого типа. Развитие мух проходило на питательной среде, содержащей хлориды Co (1 мМ), Cu (0,4 мМ, 1 мМ), Zn (1 мМ) или Cd (0,4 мМ, 1 мМ); а также смесь хлорида меди и кадмия в конечных концентрациях 0,4 мМ и 1 мМ. В контрольный вариант соли металлов не добавляли. Определяли смещение в темпе развития плодовой мушки на всех этапах онтогенеза, подсчитывали количество куколок для определения реальной плодовитости и имаго для определения жизнеспособности дрозофилы в каждой опытной популяции. В результате проведенной работы установлено, что наибольшую задержку в развитии личинок вызывает присутствие в питательной среде солей меди и кадмия (на 68 часов); соли цинка и кобальта не вызывают значительных изменений. На стадии куколки хлориды меди и кадмия задерживают развитие дрозофилы на 66 часов, соль кобальта – на 108 часов. В то же время хлорид цинка практически не оказывает воздействия на срок развития куколок. Наибольшее влияние на уровень плодовитости оказывает хлорид кадмия (этот показатель составляет лишь 2 % от такового контрольной популяции). В меньшей степени плодовитость угнетается солями меди и кобальта – (около 15 и 36 % по сравнению с контролем). В то же время хлорид цинка снижает плодовитость дрозофилы на 7 %. Однако показатель выживаемости потомства в условиях действия указанных солей лишь в случае использования хлорида меди достоверно ниже контроля. На стадии личинки отмечается существенная активация щелочной пептидгидролазы кишечника практически всеми солями металлов (хлорид кобальта усиливает активность фермента в 2 раза, соли меди и цинка – более чем в 6 раз). На стадии куколки активность пептидгидролазы снижается на 60 – 70 % в зависимости от того, на какой питательной среде проходило развитие во время личиночной фазы. На стадии имаго все соли металлов оказывают сильный протеазо-ингибирующий эффект. При индивидуальном использовании соль кадмия оказывает намного более сильное влияние на показатели плодовитости и выживаемости потомства дрозофилы, чем соль меди. Однако комплексное действие этих хлоридов выявляет приблизительно средние значения по этим показателям. Комплекс хлорида меди и кадмия (1 мМ) на стадии личинки выявляет значительную активацию пептидгидролазы, тогда как на стадиях куколки и имаго активность фермента фиксируется приблизительно на одном и том же уровне во всех вариантах эксперимента.

РАДИОАДАПТИВНЫЙ ОТВЕТ (РАО) КЛЕТОК ЗАРОДЫШЕВОЙ МЕРИСТЕМЫ В УСЛОВИЯХ «УСКОРЕННОГО» РАДИАЦИОННОГО СТАРЕНИЯ СЕМЯН

Е.Ю. Баева

Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина

г. Харьков, Украина
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РАО – универсальная защитная реакция биологических объектов от воздействия высоких доз ионизирующего излучения – состоит в повышении радиорезистентности после облучения в малой дозе. Проблема РАО как важного биологического феномена остается недостаточно изученной; у растений с разным генетическим статусом и в связи с процессом старения семян РАО пока не исследовали. 

Изучали гетерозисный гибрид подсолнечника Харьковский-58 селекции института растениеводства им. В. Я. Юрьева УААН и его материнскую инбредную линию Сх 503А. Объектом исследования была зародышевая корневая меристема, где локализованы тотипотентные, активно пролиферирующие стволовые клетки растений. Проявление РАО оценивали по уровню и динамике митотической активности (МА), которая, как известно, является важной составляющей радиационной адаптации и репопуляционного восстановления [Серебряный, 2005; Гродзинский, 2000; Шестопалова, Долгова, 2003]. 

Варианты эксперимента: семена, хранившиеся 3 года после облучения адаптирующими режимами гамма-радиации Со60 в дозе 50 Гр (А); однократное и совместное с радиоволнами мм-диапазона (их радиопротекторное и стимулирующее митозы влияние было установлено ранее [Шестопалова и др., 1998] действие А дозы гамма-радиации с последующим облучением ударной дозой 200 Гр для индукции РАО. Контроль – необлученные хранившиеся семена.

Под влиянием А режимов облучения максимальные значения митотических индексов (МИ), отражающие синхронизацию первых митозов, не изменились у гибрида (7,6±0,8 в К, 7,4±0,8 в А) и почти в 6 раз повысились у Р1 (1,6±0,4 в К, 8,3±0,8 в А), т. е. стимуляция МА произошла у Р1, для которой в контроле она была в несколько раз ниже по сравнению с F1. Наличие РАО обнаружено у Р1 и F1, но его проявление у Р1 выражено в большей мере, чем у гибрида. 

Показана возможность индукции РАО клеток «ускоренно» состаренных семян инбредных растений, что, вероятно, обусловлено дерепрессией части ранее репрессированных генов, особенно под влиянием двух адаптирующих режимов. При «ускоренном» старении происходит деградация ДНК и потеря теломер, длина которых больше в клетках активно пролиферирующих тканей [Бубряк, Гродзинский, 2003]. Возможно, в условиях формирования РАО под влиянием А режимов облучения негативные изменения происходят в «щадящем» режиме. 

Продолжительность жизни разных линий дрозофилы при наличии ионов тяжелых металлов в питательной среде

Н. Г. Гандирук, Н. С. Задерей

Одесский национальный университет им. И. И. Мечникова

г. Одесса, Украина

E-mail: caphgen@ukr.net

Генетическая детерминация процессов старения не исключает роли экологических факторов в определении продолжительности жизни организмов. Среди загрязняющих окружающую среду факторов распространены тяжелые металлы. Механизмы повреждающего действия тяжелых металлов на организм в значительной мере определяются изменениями на генетическом уровне, что может иметь непосредственное отношение к продолжительности жизни.

Целью данного исследования было изучение продолжительности жизни разных линий дрозофилы в зависимости от содержания солей отдельных тяжелых металлов (хлористый кобальт, хлористый кадмий, азотнокислый свинец, азотнокислая ртуть) в питательной среде. Установлено, что степень изменения продолжительности жизни мух существенно зависит от типа тяжелого металла и его концентрации. Хроническое поступление кобальта в организм мух при его содержании в питательной среде в концентрации 0,2 мМ не приводит к достоверным изменениям продолжительности жизни, а поступление свинца при той же концентрации в питательной среде снижает продолжительность жизни мух на 21,5 % по сравнению с контролем. Наиболее токсичным среди исследованных металлов оказался кадмий, продолжительность жизни мух в присутствии которого снизилась в 1,8 раза по сравнению с контролем. Обнаружено, что чувствительность мух к токсическому действию тяжелых металлов зависит от их генотипа. В частности, в присутствии максимально допустимой концентрации ртути в питательной среде (0,1мМ) продолжительность жизни мух с высокой (cn) приспособленностью снижается на 20 %, а с низкой  (vg) – на 40 % по сравнению с контролем.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют, что генетически детерминированный признак продолжительности жизни  в значительной мере зависит от взаимодействия «генотип – среда».

Некоторые отсроченные физиолого-генотипические эффекты старения гамет у дрозофилы

Л.В. Водолажская, Т.М. Чешко, А. Катанани, Ю.Г. Шкорбатов

Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина, НИИ биологии

г. Харьков, Украина
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Проблема старения родителей в европейских странах и в США является актуальной, так называемый репродуктивный возраст матерей растет постоянно во всем мире. По некоторым данным [Гаврилов, Гаврилова, 2000],  на продолжительности жизни сыновей увеличение репродуктивного возраста матери с 15 до 49 лет никак не сказывается, а жизнь дочерей укорачивается в среднем на три года. 

Drosophila melanogaster является удобной тест-системой для изучения процессов старения. Исследования проводили на линии дрозофилы Canton-S. Мы исследовали следующие показатели: репродуктивную способность, выход имаго дрозофилы и жизнеспособность. Исследовали потомство имаго в возрасте 1, 3, 5, 10, 15, 20 суток.  

Репродуктивную способность дрозофилы определяли на 9-10 день по  числу пупариев в одной пробирке от одной пары мух определенного возраста. Выход имаго дрозофилы определяли (отдельно для самок  и  самцов) по количеству имаго в потомстве от одной пары мух определенного возраста. Жизнеспособность дрозофилы оценивали по проценту пупариев, из которых  вышли имаго дрозофилы,  относительно общего количества пупариев. Эта величина может служить критерием жизнеспособности куколок дрозофилы. Оценивали также процент семей (пар мух), давших потомство. 

Показано, что старение имаго дрозофилы сопровождается снижением плодовитости и жизнеспособности потомства. Снижение показателя количества пупариев на семью и количества имаго на семью наблюдаются в первом поколении (F1) в возрасте  10 суток и становятся более выраженными в возрасте 15 и 20 суток. Снижение процента пупариев, из которых развились имаго, наблюдается при возрасте родителей 15 и 20 суток. Снижение количества семей, давших потомство, наблюдается только в возрасте родителей 15 суток. При возрасте родителей 20 суток наблюдается повышение процента семей, давших потомство, что является, по-видимому, следствием отбора. На изучаемые показатели влияние старения родителей сказывается и во втором поколении (F2).

МЕТОД ОЦІНКИ ТЕМПІВ БІОЛОГІЧНОГО РОЗВИТКУ

Організму ДІТЕЙ

Т.В. Колупаєва, О.А. Цодікова1

Харківський національний університет ім. В.Н. Каразіна, НДІ біології

1Харківська медична академія післядипломної освіти

м. Харків, Україна

Сучасні погляди щодо оцінки темпів біологічного розвитку і стану здоров’я дітей порівняно зі стандартами минулих років суттєво змінилися. Багатьма дослідженнями встановлена залежність адаптаційних можливостей організму дитини від енергетичного потенціалу і функціональних резервів, які характеризують стан системогенезу – головного фактора, що забезпечує виживання індивіда в умовах сучасного довкілля. Фізичний стан і розглядається як статико-динамічний речовинно-енергетичний гомеостаз організму. 

Для вивчення адаптаційних можливостей організму, у тому числі дитячого, найбільш часто використовуються інтегральні індекси показників здоров’я, а саме: рівень адаптаційного потенціалу за показниками системи кровообігу [Р.М. Баевский, 1989], рівень фізичного стану за резервами біоенергетики [Г.Л. Апанасенко, 1992], компенсаторно-резервні можливості за показниками киснево-транспортної системи [Л.В. Квашнина, 2000]. Недоліком зазначених способів є трудомісткість і неможливість досліджувати інтегральні показники здоров’я у дітей віком до 7 років. Недостатня функціональна зрілість скелетно-м’язової, серцево-судинної та дихальної систем у дітей більш раннього віку обмежує адаптивні можливості підвищення енергетичного обміну при фізичних навантаженнях і не дозволяє адекватно оцінити показник максимального споживання кисню на даному етапі онтогенезу.

Новим підходом до вивчення адаптаційних процесів в організмі та їх оцінки, до речі, без вікових обмежень, є визначення темпів біологічного розвитку і функціональних резервів здоров’я за показниками електронегативності ядер (ЕНЯ %) клітин букального епітелію. 

Мета роботи – дослідити показники ЕНЯ % у дітей різного віку у поєднанні з комплексною оцінкою їх здоров’я та проаналізувати можливість застосування цитобіофізичної методики у скринінг-діагностиці донозологічних станів.

У поліклінічних умовах обстежено 602 організовані дитини віком від 2 до 16 років. Розподіл дітей за групами здоров’я показав, що з нормальним розвитком та нормальним рівнем функцій (І група здоров’я) було 19,0 % осіб. Функціональні і деякі морфологічні відхилення (ІІ група здоров’я) зареєстровано у 45,0 % дітей. Хронічні захворювання у стані субкомпенсації із збереженням функціональних можливостей (ІІІ група здоров’я) зафіксовано у 36,0 % дітей. 

За результатами дослідження було проведено центильний розподіл показників ЕНЯ % (у інтервалах 3, 10, 25, 50, 75, 90, 97 центилів) і встановлено вікові регіональні нормативи. Співвідношення показників ЕНЯ % і груп здоров’я дозволило виявити залежність між цими показниками.

Так, у межах 25-75 центилів знаходилися показники ЕНЯ % у (70,2±4,3) % дітей І групи здоров’я, що розглядалося нами у якості норми енергетичного гомеостазу. Серед дітей ІІІ групи здоров’я характеристик  ЕНЯ % в цьому діапазоні не відмічено. Якщо значення знаходилися у діапазоні від 10 до 25 та від 75 до 90 центилів, ми розглядали їх як відхилення, яке відповідає стану «передхвороби». Такі характеристики зареєстровано у (68,3±4,0) % осіб ІІ групи, (29,8±3,3) % – І групи і (44,8 ±3,6) % – ІІІ групи здоров’я. Показники ЕНЯ % у діапазоні від 0 до 10 та від 90 до 100 центилів зустрічалися серед дітей з клінічною симптоматикою, морфологічними порушеннями і були асоційовані з поняттям «хвороба». До цієї категорії було віднесено (55,2±4,1) % дітей ІІІ групи здоров’я. Ця категорія майже повністю була представлена особами із зниженою резистентністю до гострих респіраторних інфекцій – контингентом дітей, що часто хворіють. Слід відмітити наявність одразу трьох-чотирьох хвороб у кожної такої дитини. Характеристики ЕНЯ % у діапазоні від 0 до 10 центилів, як інтегральні показники “відставання” біологічного віку, було зареєстровано у (44,8 ±3,6) % таких дітей, а у межах від 90 до 100 центилів (“раннє старіння”) – у (10,4±2,8) %. 

Таким чином, цитобіофізичне дослідження соматичних клітин дозволяє проводити скринінг-діагностику системної дестабілізації гомеостазу, що підтверджується відхиленнями у показниках темпів біологічного розвитку дітей, пригніченістю неспецифічної резистентності, наявністю функціональних і морфологічних відхилень, поліморбідними станами. Визначення функціональних резервів здоров’я за цитобіофізичними показниками клітинних ядер букального епітелію дозволяє оптимізувати поліклінічний моніторинг дітей, що часто хворіють на гострі респіраторні вірусні інфекції.

ВОЗРАСТНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ОТВЕТНОЙ РЕАКЦИИ КОЛЛАГЕНОВОГО МАТРИКСА НА РАЗЛИЧНЫЕ ПОВРЕЖДАЮЩИЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ

А.В. Наглов,  Н.А. Никитина

НИИ биологии Харьковского национального университета имени В.Н. Каразина

г. Харьков, Украина

Коллагеновый матрикс, входящий в состав всех разновидностей соединительной ткани, играет важную роль в формировании ответной реакции органов и организма в целом на  воздействия окружающей среды. В основе этого процесса лежат сложные механизмы регуляции метаболизма коллагена, как на уровне его синтеза и распада, так и на уровне его постсинтетических модификаций. Тот факт, что в онтогенезе эти механизмы претерпевают существенные изменения, делает проблему изучения ответных реакций соединительной ткани на повреждающие действия окружающей среды в возрастном аспекте актуальной. В связи с этим были проведены исследования изменений коллагенового матрикса на двух моделях повреждений: термической и токсической. Выбор моделей был обусловлен отсутствием прямой связи между воздействием и функциональной нагрузкой коллагена в органах.

Исследования были проведены на  соединительной ткани печени белых крыс линии Вистар 2 возрастных групп: молодых и старых, которым в начале эксперимента было 3 и 20 месяцев соответственно. Термические повреждения были вызваны локальной гипертермией  одной из лопастей печени, а токсические – 3-кратным введением полулетальных доз сернокислой меди. В работе изучали синтез и распад коллагена, а также его концентрацию - по содержанию соответствующих метаболитов этого белка в органах и моче; степень поперечного связывания надмолекулярных коллагеновых структур - по растворимости коллагена в нейтральных солевых растворах, при нагревании и по результатам электрофоретического анализа в ПААГ продуктов его теплового разрушения. Для исследования пролонгированного ответа соединительной ткани на повреждения, измерения проводили в различные сроки после воздействия.

Полученные данные свидетельствуют, что соединительная ткань печени как молодых, так и старых экспериментальных животных реагирует на изученные повреждающие воздействия увеличением прочности соединительно-тканных структур. Однако, пути достижения этого эффекта  у молодых и старых животных различны в зависимости от модели и этапа онтогенеза. Так, на начальных сроках после локальной гипертермии у 3-месячных крыс в печени наблюдается выраженный рост синтеза коллагена, который явно превышает его распад, что сопровождается увеличением его концентрации. В то же время происходит интенсификация образования поперечных сшивок в коллагене. На более поздних сроках после воздействия начинается процесс химического модифицирования поперечных связей. У старых крыс отмечается выраженность лишь процессов, направленных на увеличение концентрации коллагена, а активность его постсинтетических модификаций начинает проявляться лишь на поздних сроках после воздействия. При этом химическое модифицирование самих поперечных сшивок не выражено. Качественно подобная картина наблюдается и при токсическом повреждении печени ионами меди: соединительная ткань печени молодых животных реагирует согласованным повышением активности как синтеза, так  и всех процессов процессинга коллагена, у старых животных выраженность изменений активности постсинтетических модификаций значительно ниже, хотя также имеет статистическую достоверность.

На основании полученных данных делается предположение о различных стратегиях адаптационных реакций соединительно-тканных структур на повреждающие воздействия: сходный результат на уровне ткани достигается различными механизмами созревания надмолекулярных структур, что, по-видимому, является отражением разной "потенциальной возможности" их активизации.

АКТИВНОСТЬ НЕКОТОРЫХ ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКИХ NADP-ЗАВИСИМЫХ ДЕГИДРОГЕНАЗ В НАДПОЧЕЧНИКАХ КРЫС РАЗНОГО ВОЗРАСТА ПРИ ВВЕДЕНИИ ХЛОРИДА КОБАЛЬТА
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В процессе синтеза стероидных гормонов коры надпочечников у крыс важную роль играют цитохром Р-450-зависимые гидроксилазы, катализирующие реакции с участием молекулярного кислорода и NADPH. При стимуляции коры надпочечников АКТГ происходит транспорт холестерола в митохондрии и активация цитохрома Р-450scc, который катализирует отщепление боковой цепи холестерола. Далее образовавшийся прегненолон превращается в прогестерон и подвергается гидроксилированию микросомальным цитохромом Р-45021α. Следующее гидроксилирование при участии митохондриального цитохрома Р-45011β приводит к образованию кортикостерона, обладающего глюкокортикоидной активностью.

Ионы тяжелых металлов и металлов с переменной валентностью, количество которых растет в окружающей среде, могут активировать процессы свободнорадикального окисления и нарушать функционирование коры надпочечников. Кроме этого, имеются данные о том, что в опытах in vitro при инкубации клеток коры надпочечников с ионами металлов  происходит нарушение биосинтеза кортикостероидов. Однако недостаточно изучена роль NADP-зависимых дегидрогеназ в процессе стероидогенеза в коре надпочечников крыс разного возраста.
В данной работе исследовано влияние хлорида кобальта (СоС12) на активность NADPH-генерирующих ферментов: глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ), 6-фосфоглюконатдегидрогеназы (6ФГДГ), цитоплазматических NADP-малатдегидрогеназы (NADP-МДГ) и NADP- изоцитратдегидрогеназы (NADP-ИЦДГ) в надпочечниках крыс. В работе использовали крыс-самок линии Wistar 1, 3 и 24 мес. возраста. СоС12 вводили в дозе 3 мг/100 г массы за 24 ч до эксперимента. Активности NADP-зависимых дегидрогеназ определяли в цитозоле печени спектрофотометрически по скорости образования NADPH при 340 нм (нмоль NADPH/мин на 1 мг белка).

Установлено, что у контрольных животных активности Г6ФДГ и 6ФГДГ повышались от 1 к 3 мес. (на 51 % и 23 %) и оставались на том же уровне у 24 мес. Однако активность NADP-МДГ снижалась от 1 к 3 мес. (на 44 %) и продолжала снижаться к 24 мес. Активность NADP-ИЦДГ резко снижалась от 1 к 3 мес. (на 75 %) и оставалась на том же уровне у 24 мес. крыс. 

Согласно полученным результатам, у 1 мес. крыс наблюдается высокий уровень активности всех изучаемых NADP-зависимых дегидрогеназ, особенно ИЦДГ и Г6ФДГ. Однако, основными поставщиками NADPH в цитозоле надпочечников 3 мес. крыс являются ферменты окислительной части пентозофосфатного пути – Г6ФДГ и 6ФГДГ, такая же тенденция наблюдается у 24 мес. крыс. При введении CoCI2 показано незначительное снижение активности Г6ФДГ у 1 и 24 мес. крыс, активность других изучаемых NADP-зависимых дегидрогеназ не изменялась.

Обсуждаются молекулярные механизмы, с помощью которых  ионы металлов могут влиять на процесс стероидогенеза и адаптацию метаболизма в разном возрасте. 

ИССЛЕДОВАНИЯ ОНТОГЕНЕЗА РАСТИТЕЛЬНЫХ ОБЪЕКТОВ
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Известно, что окислительно-восстановительные ферменты (каталаза, полифенолоксидаза и, особенно,  пероксидаза) характеризуют процессы адаптации растительного организма к различным факторам среды [Коцюбинская Н.П., 1996, 2001; Николаевский В.С., 2001]. 

Было показано, что удельные активности пероксидазы и каталазы в тканях проростков кукурузы, особенно в зерне, в условиях модельного эксперимента достоверно снижаются на 12-14 сутки прорастания во всех вариантах опыта, что связано с исчерпанием питательных ресурсов зерна. Снижение активности пероксидазы и каталазы наблюдается под воздействием водных растворов гербицидов грунтового и послевсходового действия, солей тяжелых металлов, фитогербицидов, адаптогенов биологического происхождения [Крючкова А.И., Левенец Т.Р., 2002-2004]. Удельная активность полифенолоксидазы  в данном эксперименте достоверно возрастает к концу эксперимента, что связанно с накоплением фенолов в онтогенезе у растительных организмов.

Исследования удельной активности выше указанных ферментов в листьях древесных растений (Robinia pseudoacacia L., Quercus robur L., Ulmus laevis Pall.,  Betula pendula L.), растущих на различных участках  рекультивированных шахтных пород на Западном Донбассе, проведенные на материале, отобранном в период с мая по сентябрь [Левенец Т.Р., 2000], показывают аналогичную динамику удельной активности данных ферментов.

Таким образом, влияние стрессовых факторов (тяжелые металлы, гербициды, поллютанты) нагружает ферментативную систему и сдвигает обменные процессы, что связано с изменениями в тканях и, одновременно,  вызывает определенные нарушения на мембранном уровне, т.е. провоцирует ускорение процессов старения. Удельная активность ферментов, участвующих в процессах окисления-восстановления, косвенно характеризует состояние организмов, подвергающихся разным воздействиям, в том числе и возрастным, и может служить маркером онтогенетических изменений в растительных организмах.
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Серед багатьох теорій щодо механізмів старіння клітин гідне місце займає та, яка припускає, що цей процес супроводжується суттєвими змінами ферментних систем, які є основною ланкою метаболізму.

Для виконання роботи використали понад 30 ліній озимої м’якої пшениці, створених в Селекційно-генетичному інституті, м. Одеса після гібридизації Одеської напівкарликової переважно з Aegilops cylindrica. Останній слугував донором Lr-генів (стійкість до бурої листової іржі). З усіх досліджуваних ліній 7 фітопатологами визначені як високосприйнятливі (s), 9 – як високорезистентні (R), а 15 мали проміжні рівні (R-S) стійкості до патогену. Для аналізу ензимограм (пероксидази, супероксиддисмутази, фенолоксидази, цитохромоксидази) використовували комп’ютерну програму, завдяки якій для кожної ізоформи ферменту визначали відносну електрофоретичну рухливість (Rf), відносну частку кількісного вмісту форми у загальному спектрі (%) та її активність в умовних одиницях. Ферменти екстрагували з тканин 5-, 8- та 11-добових перших листків пшениці.

Встановлено, що кількісні показники досліджуваних ферментів неоднакові у генотипів, які відрізняються один від одного наявністю або відсутністю того чи іншого Lr-гену, тобто рівнем резистентності до збудника бурої іржі. Це торкається і динаміки цих показників за старіння листків. За старіння у значної кількості ізоформ досліджуваних ферментів не змінюється ні питома вага, ні активність; у інших форм ці показники менші, у 11-добових листків порівняно з 5-добовими; лише у поодиноких форм питома вага і активність ізоформ ферментів за старіння підвищується. Слід відмітити, що динаміка змін досліджуваних показників за старіння листів у зазначених вище трьох груп рослин не однакова. Так, активність більшості форм супероксиддисмутази знижується в R-S-групі рослин, але не змінюється у S- та VR-рослинах. Активність пероксидази зменшується у 11-добових листків в порівнянні з 5-добовими в S- і R-S- групах, але в VR-групі зниження активності не відбувається, а навпаки – спостерігається її зростання. Отримані дані свідчать, що інтегровані від егілопсу гени стійкості до збудника бурої листової іржі істотно впливають на функціональну активність структурних генів досліджуваних ферментів, що узгоджується з постульованими раніше концепціями коадаптованих генів та утворенням в популяції адаптаційних комплексів генів.

клетки неоплодотворенного зародышевого мешка пшеницы при его старении
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У цветковых растений клетки зародышевого мешка генетически запрограммированы на выполнение разных функций. Это происходит во время формирования зародышевого мешка, когда его клетки получают разного качества цитоплазму в разном количестве. В процессе созревания зародышевого мешка его клетки дифференцируются, специализируются для выполнения своих функций. У гибридов и мутантов развитие зародышевого мешка нарушается на разных этапах. Генетический анализ этих аномалий показал наличие полигенного многоступенчатого контроля развития зародышевого мешка.

Наши исследования показали, что у пшеницы синергиды выполняют свои функции до оплодотворения яйцеклетки и центральной клетки и в большинстве зародышевых мешков их ядра дегенерируют. Антиподы, претерпев митозы, а затем – политенизацию хромосом, функционируют до образования клеточного эндосперма, а затем разрушаются. Таким образом гибель синергид и антипод в норме генетически запрограммирована.

Если же оплодотворение не происходит (изоляция соцветий с кастрированными цветками), то клетки зародышевого мешка стареют, а затем разрушаются.

Что же происходит при старении женских половых клеток – яйцеклетки и центральной клетки, оставшихся неоплодотворенными? Они увеличиваются в размере – объем ядра и ядрышка яйцеклетки увеличивается в 1,6 раза, а центральной клетки – в 2,4 раза. Показатели оптической плотности ядрышка и цитоплазмы, окрашенных бромфеноловым синим (реакция на суммарные белки), несколько снижаются. Но если учесть возросшие их объемы, то концентрация белковых веществ увеличивается. В клетках антипод после цветения растений продолжается политенизация хромосом. Объемы их ядер и ядрышек увеличиваются по сравнению с таковыми в зрелом зародышевом мешке в три раза; возрастают показатели оптической плотности ядрышка и цитоплазмы. Отмирание клеток старого зародышевого мешка происходит поэтапно, причем в некоторых зародышевых мешках раньше исчезает яйцеклетка, а в других – разрушается центральная клетка. В последнем случае ее место занимают разросшиеся антиподы, которые разрушаются  в последнюю очередь. 

Следует отметить, что процессы старения клеток неоплодотворенного зародышевого мешка у сортов яровой пшеницы протекает медленнее, чем у озимой.

Влияние этилового спирта на активность корневой экскреции проростков пшеницы, развивающихся  из  семян разного срока хранения
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Исследование ответных реакций биологических систем на различных этапах онтогенеза является одним из подходов исследования механизмов старения. Наряду с этим изучение особенностей формирования ответных реакций в различные возрастные периоды представляет и практический интерес, предоставляя возможность прогнозирования устойчивости, адаптивного потенциала, направленности метаболизма и продуктивности биологических объектов.

Известно, что старение семян в процессе хранения приводит к изменению физиологии и биохимии развивающихся из них проростков и взрослых растений. Т.е., функциональные характеристики систем корневой экскреции и их чувствительность к регуляторным воздействиям могут в значительной степени определяться «возрастом» семян.

В связи с этим исследовали влияние этанола (0,005 - 1 %) на активность корневой экскреции белка у 1-дневных проростков пшеницы «Донецкая-48», полученных из семян разного срока хранения (16 и 4 месяца). Активность корневой экскреции белка оценивали по содержанию белка в водной среде культивирования проростков. 

Было показано, что в контроле содержание белка в корневых экзометаболитах (КЭМ) у проростков из 16-месячных семян было в 1,7 раза больше, чем у проростков из 4-месячных семян. Т.е., базальный уровень корневой экскреции белка у проростков увеличивался с увеличением времени хранения семян. Этанол в концентрации 1 % у проростков из 16-месячных семян индуцировал увеличение содержания белка в КЭМ в 1,5 раза. Более низкие концентрации этанола не влияли на активность корневой экскреции белка у проростков из 16-месячных семян. У проростков из 4-месячных семян этанол в концентрации 0,005 % снижал содержание белка в КЭМ. Дальнейшее последовательное увеличение концентрации этанола до 1 % не влияло на активность корневой экскреции белка (содержание белка в КЭМ не изменялось).

Т.о., функциональная активность систем корневой экскреции  проростков определялась «возрастом» (сроком хранения) семян. В результате формировались совершенно различные дозозависимые реакции систем корневой экскреции на внесение этанола. У проростков с высоким базальным уровнем корневой экскреции (16-месячные семена) этанол активировал корневую экскрецию. У проростков с низким базальным уровнем корневой экскреции (4-месячные семена) этанол ингибировал корневую экскрецию.

ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ОСНОВЫ ГЕРИАТРИИ

Проблемы здоровья и адаптации  в пожилом возрасте

С.Н. Балашова

Санкт-Петербургский институт биорегуляции и геронтологии СЗО РАМН

г. Санкт- Петербург, Россия

Социальные проблемы старения по отношению к старым людям, отражают позицию общества, которая не остается исторически неизменной и зависит от социально-экономических условий, морально-этнического климата, демографической обстановки и многих других факторов. В период старения  перед человеком встает ряд сложных проблем: социальных, экономических, медицинских и психологических, что обусловливает актуальность их изучения у лиц старших возрастных групп.

В социологическом  обследовании образа жизни и здоровья принимали участие 119 мужчин двух возрастных категорий, в том числе 85 человек среднего возраста (от 41 до 59 лет) и 34 обследованных пожилого возраста (от 60 до 74 лет). Оценка производилась по четырем критериям: «практически здоров», «хронические заболевания», «хронические заболевания с осложнениями», «нарушение психоэмоционального состояния».

Выяснилось, что хроническими заболеваниями страдали 16,4 % мужчин среднего возраста и 61,8 % мужчин пожилого возраста, хронические заболевания с осложнениями отмечены у 14,1 % лиц среднего возраста и у 32,4 % лиц пожилого возраста. В группе среднего возраста 23 % мужчин испытывали отрицательные эмоции, 29,7 % мужчин пожилого возраста отмечали чувство одиночества и психологический дискомфорт. Была выявлена зависимость образа жизни от социально-демографических факторов (работающие мужчины вели более рациональный образ жизни), также существовала связь с уровнем образования, характером использования свободного времени (мужчины с высшим образованием большое значение уделяли творческой и физической деятельности),     санитарной грамотностью.

Таким образом,  важной проблемой гериатрии является внедрение профилактических и оздоровительных мероприятий  и оказание психологической помощи пожилым людям, страдающим хроническими заболеваниями и нарушениями психоэмоционального состояния в процессе адаптации к новым социальным условиям.  

ВОЗНИКНОВЕНИЕ ПАТОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ

В ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЕ В РЕГИОНАХ С ХРОНИЧЕСКИМ РАДИАЦИОННЫМ ВОЗДЕЙСТВИЕМ И ЙОДНОЙ ЭНДЕМИЕЙ

А.Д. Наумов

Институт радиобиологии НАН Беларуси

г. Гомель, Беларусь

E-mail: naumova@tut.by

Чернобыльская катастрофа драматически повлияла на частоту заболеваемости раком щитовидной железы у населения Беларуси, России и Украины. По сравнению с доаварийным периодом она увеличилась в Беларуси: в 88,5 раза у детей, 12,9 раза у подростков и 4,6 раза у взрослых. В Украине заболеваемость раком щитовидной железы в послеаварийный период выросла более чем в 10 раз. Выросла заболеваемость и в пострадавших районах России.

Постлучевой канцерогенез щитовидной железы является исключительно важным по своему значению и наиболее изученным, но далеко не единственным отдаленным результатом облучения. Даже относительно небольшие поглощенные дозы могут приводить к нарушениям функции ЩЖ, которые не восстанавливаются полностью, давая начало развитию поздних нестохастических эффектов, таких как тиреотоксикоз, аутоиммунные заболевания и др. Ранние реакции ЩЖ в сочетании с другими факторами – весьма вероятное начальное звено развития дальнейшей патологии при превышении возможностей регуляторных механизмов. Имеются данные о комплексе изменений в процессах синтеза, секреции и утилизации тиреоидных гормонов после внешнего и внутреннего облучения. 

В начальный период после катастрофы радиоактивные изотопы йода  как источник внешнего и внутреннего облучения населения, были критическими радионуклидами для щитовидной железы. Особую опасность поступление радиойода представляло для детей и подростков. 

При прогнозировании детерминированных и стохастических эффектов поражения радиойодом щитовидной железы следует учитывать ряд факторов:

неравномерность распределения дозы по тиреоидной ткани;

на клеточном уровне в реализации биологических эффектов роль промоторов могут играть факторы окружающей среды (микроэлементы, радионуклиды, химические агенты), количество которых может определять длительность латентного периода.

ЛЕЧЕНИЯ БОЛЕВОГО СИНДРОМА У ЛЮДЕЙ ПОЖИЛОГО ВОЗРАСТА

О.В. Ковалева,  И.М. Фуштей, Л.Л. Воронцова, А.В. Ковалева 

Запорожская медицинская академия последипломного образования

г. Запорожье, Украина

Болевой синдром – это мучительное состояние, ухудшающее качество жизни пожилых людей, сопровождающее различные заболевания. Когда боль выходит из-под контроля и не подается привычному для нас действию анальгетиков, приходится искать альтернативные методы лечения. Важно оценивать боль в динамике, объективизировать эффективность проводимой терапии. Учитывая физиологию пожилых людей невозможно обеспечить адекватную анальгезию в привычных терапевтических дозах. Необходимо взвешенно относиться к терапии пожилых, стремится к снижению дозы препарата при сохранении терапевтического эффекта.
Нами накоплен опыт лечения боли у пожилых пациентов цифровым аппаратом LEIT. На протяжении 3-х лет обследовано 56 пациентов с патологией позвоночника (мужчин -44, женщин - 12, средний возраст (68,0 ( 0,9) лет). При велоэргометрии исключался коронарогенный генез боли. Патологию позвоночника рентгенологически диагностировали в 48-ми случаях в шейно-грудном отделе (85,7 %) и в 8-ми в шейном отделе (14,3 %). Больные были разделены произвольно на две группы по 28 человек. В первой группе зафиксирована цервикалгия - 8, кардиалгия - 13, брахиалгия - 12, синдром плечелопаточного периартрита - 6, цефалгия - 18, а во второй - цервикалгия - 4, кардиалгия - 12, брахиалгия - 7, синдром плечелопаточного периартрита - 3, цефалгия – 24. В первой группе пациенты получали медикаментозную терапию анальгетиками, неспецифическими противовоспалительными нестероидными препаратами, массажем, ЛФК. В комплексное лечение пациентов 2-й группы включено лечение цифровым нейроадаптивным аппаратом «LEIT» Максимальный анальгезирующий эффект достигался при применении частоты 124 Гц (экспозиция от 15 до 40 минут). Для улучшения трофических процессов, активации кровообращения, функционального состояния периферической и вегетативной нервной системы использовалась частота 77 Гц. Боль у пациентов и ее динамика оценивалась по числовой шкале боли (NPS=Numeric Pain Scale, ЧШБ). Пациенты самостоятельно отмечали на шкале свое состояние до лечения, на 2 - 3-й день и после лечения в баллах. В первой группе до лечения  (7,8 ( 0,17) , 2-3-й день (7,3 ( 0,18); после лечения (4,9 ( 0,.4), а во второй группе до лечения  (7,6 ( 0,1), 2-3-й день (4,1 ( 0,22) баллов; после лечения (2,4 ( 0,4) баллов. Несомненные позитивные ответы наступали уже в первые минуты лечения. На 1-2 процедуре значительно по сравнению с контрольной группой уменьшался болевой синдром, увеличивался объем движения, что позволило сократить курс лечения на 5-7 дней без увеличения доз препаратов. Поэтому целесообразна комбинированная медикаментозная терапия болевого синдрома с нейроадаптивным лечением, что существенно влияет на качество жизни  пожилых и сокращает сроки лечения мучительного болевого синдрома.
Эффективность применения пептидных церебропротекторов у пожилых пациентов с дисциркуляторной энцефалопатией

Г.Л. Жернаков, А.В. Дудков, В.Х. Хавинсон

Санкт-Петербургский институт биорегуляции и геронтологии СЗО РАМН

г. Санкт-Петербург, Россия

E-mail: khavinson@gerontology.ru

Значительная распространенность сосудистых заболеваний головного мозга,  сложность и стойкость нарушений функций,  сопровождающихся длительным и, зачастую, выраженным снижением интеллектуально-мнестических и эмоционально-волевых способностей, особенно у пожилых  и старых людей ставят проблему лечения и реабилитации таких лиц в ряд важнейших  медико-социальных проблем.  

С целью поиска высокоэффективных средств коррекции нарушения функции мозга проводили изучение эффективности применения кортексина  у 57 больных (32 мужчины и 25 женщин) в возрасте 58-76 лет с дисциркуляторной энцефалопатией (ДЭ) I-II А-Б стадии, которые рандомизированно были распределены по полу,  возрасту, стадии и генезу и разделены на 2 группы. Первую группу (контрольную) составили 27 человек,  которые получали только общепринятую терапию. Вторую (основную)  группу  составили 30 человек, которым дополнительно к общепринятой терапии назначали кортексин в дозе 10 мг внутримышечно ежедневно в течение 10 дней. 

Эффективность проводимого лечения оценивали с помощью психофизиологических методов, применяя интеллектуальные, психомоторные  и  личностные тесты, а также по специальной методике, позволяющей по формуле количественно вычислять индексы тяжести состояния и выздоровления для оценки динамики реабилитации пациентов.  

Результаты исследования показали, что у пациентов основной группы по окончании курса применения кортексина достоверно улучшились показатели психофизиологических тестов, свидетельствующих об улучшении психоэмоционального состояния - у 92,3 % (в контрольной группе – у 68 % пациентов, Р<0,001); интеллектуально-мнестических функций – у 87,5 % пациентов основной группы (в контрольной группе – у 54,2 %, Р<0,001); функционального состояния ЦНС – у 93,1 % пожилых пациентов ( в контроле – у 63,8 %, Р<0,001). Анализ  количественных  показателей эффективности реабилитации показал, что кортексин значительно повышает эффективность базисной терапии пожилых пациентов с ДЭ: индекс тяжести состояния у пациентов основной группы снизился с (59,1(1,07) до (3,87(0,71) (в контрольной группе – до (9,06(0,84), Р<0,001), а индекс выздоровления повысился с (13,6(0,54) до (93,34(1,36) (в контрольной группе – до (84,2(1,68), Р<0,001).

Таким образом, результаты проведенного исследования свидетельствуют о целесообразности включения кортексина в комплексную программу реабилитации пациентов пожилого и старческого возраста с дисциркулярной энцефалопатией.

ВІКОВІ ЗМІНИ У СКЛАДІ ПРОТЕЇНОГРАМ РІДИН ОРГАНІЗМУ ЛЮДИНИ

М.В. Горіла

Дніпропетровський національний університет

м. Дніпропетровськ, Україна

E.mail: gorelaya@ukr.net

Останнім часом збільшився інтерес науковців до вивчення складу біологічних рідин та встановлення взаємозв’язку між його змінами і станом організму.

Робота, що подається, присвячена вивченню вікових змін у білковому складі сироватки крові та слини в організмі людей, що мешкають у Придніпровському регіоні.

З використанням загальних біохімічних та імунохімічних методів було досліджено 24 зразки сироватки крові відносно здорових людей (контрольна група) та 111 зразків сироватки крові людей з різними патологічними станами, розділених на групи: 1) 15–25 років, 2) 26–45 років, 3) 46–52 роки, а також 40 зразків слини від практично здорових людей переважно молодого віку.

Вміст білків у сироватці крові здорових людей знаходився в межах норми (65,0 – 79,0 г/л) з деякими коливаннями у залежності від статі та віку. Кількість загального білка у сироватці крові хворих людей значно нижче, ніж у здорових людей –  40,0-69,0 г/л. Такі зміни, перш за все, залежать від типу захворювання. Зниження вмісту білків може бути викликане гіпопротеїнемією або диспротеїнемією.

За допомогою статистичної обробки було встановлено достовірність різниці у вмісті загального білка сироватки крові серед людей різної статі та різних вікових груп.

Концентрація загального білка у сироватці крові залежала від віку і мало відрізняється у залежності від статі. Найменша кількість загального білка у сироватці крові відмічалася у період з 15 до 25 років, що можна пояснити впливом загальної перебудови організму під час статевого дозрівання. У віці з 26 до 45 років вміст білка помірно зростав, а після 45 років – помірно зменшувався. Зміни у найстаршій групі могли бути викликані зниженням резервної здатності біосинтетичних систем організму людини. 

Порівняльний аналіз вмісту альбуміну у зразках слини відносно загального білка також не виявив значних статевих розбіжностей, хоча найбільший відсоток загального білка та альбуміну виявлено у жінок ( 70,4 та 65,6) , але ця різниця незначна.

Таким чином, слід зазначити, що визначення змін у протеїнограмах рідин організму людини зокрема за допомогою мікрометодів та із застосуванням неінвазивних засобів отримання зразків є досить інформативним: під час діагностики та лікування різних хвороб, для профілактичних робіт, у плані розвитку та удосконалення методичного арсеналу та для з’ясування фундаментальних тенденцій розвитку організму людини.

ДИАГНОСТИКА И ЛЕЧЕНИЕ НАРУШЕНИЯ РИТМА У БОЛЬНЫХ С ФУНКЦИОНАЛЬНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ 

ЖЕЛУДОЧНО-КИШЕЧНОГО ТРАКТА

О.В. Ковалева, А.И. Токаренко, И.М. Фуштей,  Е.Е. Алыпова

Запорожская медицинская академия последипломного образования

г. Запорожье, Украина

Нарушения ритма по типу желудочковых экстрасистолий и нарушения автоматизма частый спутник больных пожилого возраста с патологией желудочно-кишечного тракта. Это представляет существенный дискомфорт и меняет качество жизни. Больные длительно наблюдаются у кардиологов, часто их посещают, получают массу эффективных, антиаритмических, современных препаратов, а после их отмены нарушения ритма возобновляются и продолжают преследовать пациентов. Чаще всего эта патология связана с нарушениями вегетативной нервной системы, и нарушения ритма носят вторичный характер. Ощущения дискомфорта, нарушения ритма усугубляются с середины февраля до конца марта, что согласуется с концепцией весенне-осеннего типа обострений. На протяжении 2 лет обследовано 70 человек: среди них с функциональными диспепсиями 11, дискинетическим вариантом 19, язвенно-подобным 10, с дисфункцией желчного сфинктера Оди 30. Средний возраст пациентов составил (59,23±0,75) лет. Больные были разделены на две группы по 35 человек. Пациенты первой группы получали стандартную терапию, разработанную коллективом института терапии им. Л.Т. Малой АМН Украины (директор – доктор медицинских наук, профессор О.Я. Бабак). Во второй группе в эту комбинацию было включено физиотерапевтическое воздействие нейроадаптивным прибором LEIT. Для определения показателей регуляции ритма сердца по Баевскому, исследования состояния вегетативной нервной системы, толерантности к физической нагрузке использовали отечественный велоэргометрический комплекс YKK-12 (Эргометр). Анализ ритма проводился до и после нагрузки. Нагрузку начинали с минимальной 50 Вт, повышали ступенеобразно, до субмаксимальных цифр. При нагрузке экстрасистолия и нарушение автоматизма исчезали. Во время восстановительного периода количество экстрасистол регистрировалось в больших количествах, чем до нагрузки. У 59 пациентов в постнагрузочный период при анализе ритма по Баевскому выявлено преобладание симпатической нервной системы. До лечения у 48-ми пациентов имела место желудочковая экстрасистолия, у 22 - нарушение автоматизма, вегетативный гомеостаз до нагрузки был сохранен у 67 пациентов. На фоне лечения в обеих группах наблюдалась положительная динамика, что выражалось в увеличении толерантности к физической нагрузке. Во второй группе благоприятный антиаритмический эффект без применения медикаментов наблюдался у лиц имеющих исходную экстрасистолию (более 5 экстрасистол в минуту) в 77,1 %, а в первой - у 37,1 %. Полученные результаты позволили оценить влияние вегетативной нервной системы на нарушение ритма у наших пациентов и открыли новые перспективы в лечении данной патологии. 
Ультразвуковая диагностика аневризм брюшной аорты у пациентов различных возрастных групп

Н.Н. Сорока, Г.А. Рыжак

Санкт-Петербургский институт биорегуляции и геронтологии СЗО РАМН

г. Санкт-Петербург, Россия

Атеросклеротические поражения брюшной аорты стали доступны для неинвазивной и безопасной ультразвуковой диагностики  лишь  в последнее  время.  Некоторые  виды поражений (аневризма брюшной аорты,  пристеночный тромбоз аорты и др.) требуют хирургического лечения,  так как реально угрожают здоровью и жизни пациента даже в бессимптомной  стадии.  

Целью  работы  было исследование бессимптомных атеросклеротических поражений в различных возрастных группах больных. В исследовании принимал участие 51 больной в возрасте от 40 до 99 лет,  средний возраст 58,3 года,  в том числе 5 женщин и 46 мужчин. Все больные находились на  лечении по  поводу различных заболеваний и не предъявляли типичных для атеросклероза аорты жалоб. Обследуемые были разделены на три возрастные группы: I –  40-49  лет (n=19),  II – 50-59 лет (n=16),  III – 60 лет и старше (n=16).  Ультразвуковое исследование аорты  и ее магистральных ветвей выполняли на аппарате Aloka 1100 в В-mode.  

Бессимптомные  атеросклеротические  поражения брюшной аорты были диагностированы у 22  больных  (43,1 %):  в  I  группе - у  4 (21,1 %) больных,  из них аневризматическое расширение у 1 (5,3 %) больного;  во II группе - у 6 больных  (37,5 %),  аневризматическое расширение и пристеночный тромб у 2 (12,5 %) больных; в III группе атеросклеротические поражения были выявлены у 12 (75,0 %)  больных,  из них  аневризма  брюшной  аорты и признаки пристеночного тромбоза были обнаружены у 5 (31,3 %)  больных.  

Статистически  достоверно чаще атеросклеротические поражения в I и II группах отмечались у больных гипертонической  болезнью  и  никотинзависимых  пациентов. Аневризматические расширения брюшной аорты более 5 см, требовавшие хирургического лечения, были впервые выявлены у одного больного II группы и у 4 больных III группы. Проведенное исследование показало частую поражаемость брюшного отдела аорты в группах пациентов  50-59  лет  и,  особенно, старше 60  лет. Результаты исследования позволяют  рекомендовать ультразвуковой метод для скрининговых и диспансерных обследований  лиц старших возрастных групп с  целью  диагностики жизнеугрожающих атеросклеротических поражений брюшной аорты.

ЕЛЕКТРОКІНЕТИЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ЯДЕР БУКАЛЬНОГО ЕПІТЕЛІЮ У ЖІНОК РІЗНИХ ВІКОВИХ ГРУП З ДОБРОЯКІСНИМИ НОВОУТВОРЕННЯМИ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ

В.Ф. Чехун, Ю.В. Лозовська, Т.В. Колупаєва1, Ю.Г. Шкорбатов1

Інститут експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кравецького

м. Київ, Україна

1Харківський  національний університет ім. В.Н. Каразіна, м. Харків, Україна

E-mail: aramisiki@rambler.ru

Важливого значення в онкології набувають дослідження змін в соматичних немалігнізованих клітинах, розташованих на відстані від пухлини. Відомо, що електрокінетичні та текстурні властивості клітинних ядер букального епітелію (БЕ) пов’язані з рівнем їх функціональної активності і є високочутливим індикатором змін гомеостазу.

Метою нашої роботи було дослідження електрокінетичних властивостей клітинних ядер БЕ у жінок різного віку з доброякісними новоутвореннями молочної залози (МЗ).

Матеріали та методи. Обстежено 40 жінок з доброякісними пухлинами у МЗ (фіброаденома та фіброаденоматоз). Контрольна група – 25 здорових жінок. За віком всі обстежені були розподілені на дві групи. Вік хворих першої групи становив від 15 до 35 років, другої – 36-55 років. Об’єкт дослідження – ядра клітин БЕ. Забір матеріалу у хворих проводили до оперативного втручання та з урахуванням фази менструального циклу. Препарати готувалися методом Тір’є-Сандерса. Визначали ступінь конденсації хроматину у ядрах клітин БЕ за вмістом гранул гетерохроматину (ВГГ). У кожному препараті підраховували ВГГ у 30 ядрах. Оцінку електрокінетичних властивостей ядер БЕ проводили методом внутрішньоклітинного мікроелектрофорезу з наступною оцінкою процентного вмісту електронегативних ядер (ЕНЯ) на 100 досліджених у препараті.

Результати та обговорення. У пацієнтів першої групи процентний вміст електронегативних ядер в БЕ становив (22,5(2,8) %, а контрольної групи - (64,2(3,13). У  хворих другої групи цей показник становив – (17,7(1,9) %, а контролю відповідно – (45,6(2,4) (р<0,05). Встановлено пряму кореляційну залежність між кількістю ВГГ та кількістю ЕНЯ у БЕ хворих з доброякісними пухлинами МЗ (r=0,75).

Висновки. Порівняльний аналіз електрокінетичних властивостей ядер БЕ у жінок з доброякісними новоутвореннями у МЗ різних вікових груп виявив зниження кількості ЕНЯ БЕ у хворих  старшої вікової групи відносно молодшої.

ВОЗРАСТНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ГУМОРАЛЬНОЙ РЕГУЛЯЦИИ

ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ СЕРДЕЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ

У ПАЦИЕНТОВ СТАРШИХ ВОЗРАСТНЫХ ГРУПП

О.В. Мужчиль

Днепропетровская государственная медицинская  академия

г. Днепропетровск, Украина

Изменение состояния гуморальной регуляции признано одним из ведущих патогенетических механизмов развития хронической сердечной недостаточности (ХСН). С целью определения возрастных особенностей изменения показателей гуморальной регуляции при ХСН у пациентов старших возрастных групп проводили рандомизированное, открытое, контролированное исследование 105 больных с I и IIА стадиями ХСН с сохраненной систолической (нарушенной диастолической) функцией левого желудочка, I-III функционального класса пациентов кардиологического профиля. ХСН явилась осложнением гипертонической болезни, сочетанной с ИБС. Больных делили на группы в зависимости от возраста: 40 пациентов пожилого возраста (60-74 года), 35 старческого (75-89 лет) и 30 среднего возраста (40-59 лет) в качестве группы сравнения. В контрольную группу входили 18 практически здоровых лиц среднего возраста. Определяли показатели периферического отдела стресс-системы - уровень кортизола и инсулина в сыворотке крови методом иммуноферментного анализа, а также регуляторный фактор стресс-реакции и процесса адаптации – оксид азота по стабильному его метаболиту (NO2-) в сыворотке крови и эритроцитах биохимическим методом с использованием реактива Грисса.

В процессе старения больных с ХСН наблюдается изменение взаимоотношений между кортизолом, инсулином и оксидом азота в виде смены фаз общего адаптационного синдрома – активации, резистентности и истощения стресс-лимитирующей системы в условиях активации стресс-реализующей (стресс-возраст-синдром). По уровню гормонов в крови выделены два варианта реагирования периферического отдела стресс-системы в виде его активации (у 20 % больных) либо депрессии (у 80 % больных). Второй вариант протекает без истощения адаптационных резервов в старческом возрасте и потому является более благоприятным. Показатели гуморальной регуляции отражают фазовое состояние стресс-системы и могут быть использованы для определения индивидуальных особенностей пациентов, их возможностей к адаптации для наиболее адекватного подбора медикаментозной терапии и эффективного лечения.
УЛЬТРАСТРУКТУРНІ МЕХАНІЗМИ ПАТОГЕНЕЗУ ВІКОВОЇ КОАГУЛЯЦІЙНОЇ ДИСТРОФІЇ ПАРОДОНТУ

В.С. Гриновець, Ю.В.Сулим

Львівський національний медичний університет імені Данила Галицького

м. Львів, Україна

E-mail: hmark@ukr.net

Сучасні дані літератури свідчать, що тромбін-плазмінова система (ТПС) функціонує не тільки в крові, але й в проміжній сполучній тканині (ПСТ) та в цитоплазмі різних клітин організму, де вона забезпечує два фундаментальні, протилежні, внутрішньо суперечливі процеси – біокоагуляцію (цито-гісто-гемокоагуляцію), яку здійснює підсистема тромбіну і біорегенерацію, яку здійснює підсистема плазміну [В.А. Монастирський, 1973-1999]. На підставі цих даних обґрунтовано коагуляційно-гіпотрофічну теорію фізіологічного старіння організму, згідно з якою старіння фактично є генетично детермінованим посиленням процесу біокоагуляції, що дало підстави розглядати старіння як вікову коагуляційну дистрофію [В.А. Монастирський, 2004].

Метою нашої роботи було вивчення ультраструктурних механізмів патогенезу вікової коагуляційної дистрофії пародонту. 

Дослідження виконали на 29 білих щурах віком понад 30 місяців, у яких забирали тканини ясен для електронно-мікроскопічних досліджень. 

У яснах старих щурів виявляли: в капілярах – мікротромби (гомогенні, зернисті, тромбоцитарно-фібринні) та пучки волокон фібрину, в ПСТ – мукоїдне набухання та фібриноїдне перетворення її, а в клітинах – преципітати, коагуляти, а іноді й суцільний цитогель, а також розпушення (втрата контурності) багатьох мембран різних органел. Усі ці зміни є первинними коагуляційними пошкодженнями і свідчать про суттєве, генетично детерміноване посилення у старих щурів цито-гісто-гемокоагуляції. Ці зміни, в свою чергу, спричиняють зниження всіх чотирьох механізмів трофіки - ферментного (зумовлене коагуційною денатурацією білків-ферментів), циркуляторного (зумовлене гелеутворенням в усіх основних середовищах організму), ендокринного (зумовлене пошкодженням клітин ендокринних залоз) та нервового (зумовлене пошкодженням нервових клітин, їх волокон та синапсів) з подальшим розвитком вторинних гіпотрофічних (дистрофічних) пошкоджень органів.  

Таким чином, ми встановили, що в яснах старих щурів розвиваються усі ознаки дегенеративно-дистрофічних пошкоджень, в основі розвитку яких лежить коагуляційно- гіпотрофічний механізм, що й дає підстави вважати ці пошкодження віковою коагуляційною дистрофією пародонту.  

СОСТОЯНИЕ ИММУНОРЕАКТИВНОСТИ У ЛИЦ РАЗЛИЧНЫХ ВОЗРАСТНЫХ ГРУПП ПОСЛЕ РАДИОАКТИВНОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ

Л.А.  Дроздова, Е.М. Климова

Институт общей и неотложной хирургии АМНУ

г. Харьков, Украина

Е-mail: klimova_elena@list.ru

Известно, что различные виды ионизирующей радиации обладают высокой биологической активностью, которая реализуется на всех уровнях организации биосистем. Ответная реакция организма на радиационное воздействие представляет собой интегральную системную реакцию. Механизмы биологических эффектов представляют собой комбинированные альтернативные метаболические реакции. Наряду с изменением органного и тканевого гомеостаза объектами-мишенями будут являться клеточные мембраны и ферментные системы.

Исследовали показатели неспецифической резистетности, Т-клеточного и гуморального иммунитета у ликвидаторов последствий аварии (ЛПА) на ЧАЭС, находящихся на стационарном лечении по поводу неотложных хирургических заболеваний. Больных распределяли на 2 возрастные группы: в первую группу вошли лица в возрасте 29 – 39 лет, вторую группу составили ликвидаторы возрастом от 40 до 58 лет. Выявили достоверное снижение во второй возрастной группе ЛПА активности комплемента по сравнению с контролем и младшей возрастной группой. Наблюдали изменение субпопуляционного состава Т-клеточного иммунитета: снижение общей субпопуляции Т-лимфоцитов и цитотоксических Т-супрессоров выявили в обеих возрастных группах, но в первой группе изменения этих показателей были более выражены.  Так, содержание СD3+ - лимфоцитов в младшей возрастной группе составляет (19,4 ( 6,2) %, тогда как в старшей – (28,2 ( 8,8) %. Уровень субпопуляции СD8+ Т-супрессоров также более низкий в первой группе и составляет (8,8 ( 3,2) % при (16,3 ( 4,1) % во второй возрастной группе. Исследование показателей гуморального иммунитета у ЛПА показало повышенный уровень ЦИК во второй возрастной группе (107,3 ( 23,5) ед. Е при (54,3 ( 9,5) ед. Е в контрольной группе). В обеих группах в отдаленные сроки после радиационного воздействия наблюдали повышенный уровень аутоиммунных антител.

Таким образом, наши исследования показали, что наиболее выраженные изменения в клеточном звене иммунитета под действием ионизирующего облучения наблюдаются у лиц младшей возрастной группы. У лиц старшей возрастной группы более выражены изменения в гуморальном звене иммунитета и показателей неспецифической резистентности.

ВПЛИВ ЕЛЕКТРИЧНОГО ПОЛЯ ВИСОКОЇ НАПРУГИ НА МЕХАНІЗМИ СТАРІННЯ

О.О. Харченко, О.А. Лихолат, Л.І. Шантир

Український державний НДІ медико-соціальних проблем інвалідності

м. Дніпропетровськ, Україна

Е-mail: ovitalic@ua.fm
У поданій роботі  на основі всебічного клініко-діагностичного обстеження дана оцінка стану здоров’я  працівників підприємства електричних мереж, що працюють в умовах електричного поля високої напруги (330-750 кВт).  Обстежено 108 осіб, з них майже 83 % склали працівники віком до 50 років.  Стаж роботи на підприємствах електричних мереж у більшості перевищував 10 років (58,3 %). Постійний контакт з електромагнітним полем відмічали 54,5 % обстежених, непостійний – 45,4 %. 

Проведені дослідження дозволили виявити у переважної більшості робітників і службовців підприємства електричних мереж різні порушення стану здоров’я. Зміни ЕКГ, показників церебральної та периферійної гемодинаміки, різного ступеня вираженості венозна недостатність та зниження толерантності до фізичного навантаження відображують порушення адаптаційних можливостей серцево-судинної системи. Відмічена тенденція до хронізації недостатності мозкового кровообігу різного ступеня, розвитку органічних порушень нервової системи в залежності від робітничого стажу працюючих. Невротичні розлади, діагностовані у обстеженого контингенту, є показниками дезадаптації організму до умов навколишнього середовища і складають несприятливі передумови виникнення та хронізації захворюваності нервово-психічними та серцево-судинними захворюваннями. Визначені порушення в організмі працюючих визначаються мембранотропним ефектом електромагнітного випромінювання. Нестабільність мембран, яку вважають провідним механізмом старіння, відбивається на функціонуванні мембраноструктурованих ферментів, перш за все, в мітохондріях кардіоміоцитів та тканин головного мозку, ендотелію судин, біохімічні процеси в яких відрізняються високою інтенсивністю у зв’язку з високим споживанням кисню, посиленні вільнорадикальних процесів, пригніченні енергоутворення та виснаженні системи антиоксидантного захисту, що є причиною зрушень нейрональної активності мозку та напруги в серцево-судинній системі. 

ПУТИ ПОВЫШЕНИЯ КАЧЕСТВА ЖИЗНИ ПАЦИЕНТОВ С ИНВОЛЮЦИОННОЙ ЗРИТЕЛЬНОЙ ПАТОЛОГИЕЙ

А. Анас, С.В. Трофимова

Санкт-Петербургский Институт биорегуляции и геронтологии СЗО РАМН

г. Санкт- Петербург, Россия

Е-mail: svetlana@gerontology.ru

Инволюционные заболевания глаз, сопровождающиеся снижением зрительных функций, приводят к ухудшению качества жизни людей пожилого и старческого возраста. Помутнение хрусталика остается основной причиной слабовидения и слепоты у людей старшей возрастной группы. В настоящее время качество хирургии катаракт принято оценивать по остроте зрения без коррекции в послеоперационном периоде. Чем выше послеоперационная острота зрения, тем выше качество жизни у таких пациентов. 

Целью работы явилась оптимизация системы расчета оптической силы интраокулярных линз с учетом анатомических особенностей органа зрения у пациентов пожилого и старческого возраста. 

Разработана новая формула для расчета оптической силы интраокулярной линзы, которая учитывает особенности анатомического строения глаза пациента. В качестве основного критерия  была взята длина переднезадней оси глаза. Новая формула была использована у 27  пациентов в возрасте от 60 до 70 лет.  Расчет оптической силы интраокулярной линзы для пациентов контрольной группы производился по формуле Сондерса. Контрольную группу составили 32 пациента этой же возрастной группы.


Использование новой формулы позволило производить более точные расчеты оптической силы интраокулярной линзы и с большей точностью добиваться желаемой послеоперационной рефракции. Так, после операции в основной группе в 66,7 % случаев удалось достигнуть эмметропии или желаемой аметропии, в отличие от контрольной группы, где только в 46 % случаев удалось достигнуть желаемой послеоперационной рефракции.

Таким образом, применение новой формулы для  расчета оптической силы интраокулярной линзы позволяет достигнуть в большем проценте случаев оптимальной послеоперационной коррекции у пациентов пожилого возраста и повысить их качество жизни.

Возможно ли задержать развитие старческой катаракты?

А.И. Деев, * М.А. Бабижаев

Российский Государственный Медицинский Университет, г. Москва, Россия

*Innovative Vision Products, Inc., 3511 Silverside Road, Suite 105, County of New Castle, Delaware USA

Среди 40 млн. слепых на Земле, половина потеряла зрение в результате развития катаракты. На сегодняшний день лечение катаракты почти исключительно хирургическое. Затраты на лечение катаракты ежегодно составляют в США около 3,5 млрд. долларов. Задержка развития катаракты на 10 лет позволила бы уменьшить число операций примерно вдвое.

Возможно ли задержать развитие старческой катаракты? Ответ на этот вопрос зависит от того, насколько мы осведомлены о причинах и механизмах помутнения хрусталика и насколько своевременно можем уловить ускоренное (по сравнению с нормальным старением) развитие помутнений, а также насколько возможно ослабить действие факторов катарактогенеза. Как было установлено многочисленными исследованиями, ключевую роль в патогенезе катаракты играют процессы свободнорадикального окисления, ведущие к снижению уровня природных антиоксидантов (глутатиона, карнозина), структурно-функциональной модификации белков и мембран хрусталика, снижению способности хрусталика противостоять окислительному стрессу. Большое значение в развитии катаракты играет также нарушение нативной структуры мембран хрусталиковых волокон.

Для защиты хрусталика от окислительного стресса и процессов, ведущих к развитию помутнений, предложено использовать предлекарство - искуственно синтезированный пептидомиметик ацетилкарнозин, отличающийся от природного дипептида карнозина устойчивостью к действию разрушающего фермента - карнозиназы и превращающийся внутри клеток в активное начало. Применение глазных капель на основе ацетилкарнозина в течение 6 месяцев улучшало показатели хрусталика, оцененные по остроте зрения и специальной методики глэр-тестирования в 90 % случаев. Ухудшение показателей при применении препарата было лишь в 3 % случаев, а без препарата в 45 % случаев. По нашим наблюдениям на ранних стадиях развития помутнений, когда острота зрения падает не ниже 0,3, развитие катаракты возможно замедлить и даже частично обратить. Частичное просветление хрусталика под действием ацетилкарнозина, возможно, обусловлено антигликирующей активностью препарата.

ОСОБЕННОСТИ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ТЕМПОВ СТАРЕНИЯ У УЧАСТНИКОВ БОЕВЫХ ДЕЙСТВИЙ В АФГАНИСТАНЕ

Н.Г. Кочеткова, Д.А. Альтман

Областной клинический терапевтический госпиталь для ветеранов войн

г. Челябинск, Россия

Биологическое старение – фундаментальный процесс, присущий почти всем живым организмам. Старение характеризуется нарастающими нарушениями функционирования биологических систем, что приводит к повышению смертности с возрастом. Оно проявляется многими морфологическими, функциональными и обменными сдвигами. С увеличением числа прожитых лет (календарный возраст, КВ) частота и выраженность этих сдвигов неуклонно увеличиваются, что позволяет считать их естественной мерой степени постарения. Однако хорошо известно, что два индивидуума одного и того же календарного возраста могут резко различаться по выраженности признаков старения, это отражает индивидуальную вариабельность темпа возрастных изменений и определяет необходимость выработки надежного показателя постарения. Таким показателем является биологический возраст (БВ).

БВ – это понятие, определяемое как соответствие индивидуального  морфофункционального уровня среднестатистической норме данной популяции. БВ отражает неравномерность развития, зрелости и старения различных физиологических систем и темп возрастных изменений, а также адаптационных возможностей организма.  Определение БВ - это такой метод постановки диагноза, который принципиально ориентирован на количественную оценку состояния здоровья организма через количественную оценку степени его постарения («возрастного износа»).

Целью работы было определение показателей БВ, кардиопульмонального возраста (КПВ) и темпов старения у участников боевых действий в Афганистане.

Обследовано 215 мужчин в возрасте от 30 до 59 лет. Для определения БВ, КПВ и темпов старения использована программа Bioage Киевского НИИ геронтологии. Темп старения определялся функциональными классами: I - темп старения замедлен на 3 и более года, II – темп старения соответствует должному, III – темп старения ускорен на 3 и более года. Показатели сравнивались с должным биологическим возрастом (ДБВ), характеризующим нормальный темп старения в популяции. 

Показатели БВ И КПВ представлены в таблице №1

Таблица №1 

Пока-

затель
Возрастные группы


30-39лет

N=107
40-49лет

N=87
50-59лет

N=21

КВ
36,42 ± 0,21
43,32 ± 0,34
51,95 ± 0,98

ДБВ
38,73 ± 0,2
44,99 ± 0,39
52,04 ± 0,93

БВ
40,62 ± 0,82
45,95 ± 0,7
52,74 ± 1,7

КПВ
45,6 ± 0,95
48,55 ± 1,02
53,34 ± 2,63

Показатели темпов старения БВ представлены в таблице №2

Таблица №2

Функц.

класс
Возрастные группы


30-39лет

N=107
40-49лет

N=87
50-59лет

N=21

I
28,3 %
24,7 %
35,0 %

II
24,2 %
34,2 %
20,0 %

III
45,5 %
41,1 %
45,0 %

Показатели темпов старения КПВ представлены в таблице №3.

Таблица №3

Пока-

затель
Возрастные группы


30-39лет

N=107
40-49лет

N=87
50-59лет

N=21

I
18,2 %
26,0 %
25,0 %

II
16,2 %
26,0 %
20,0 %

III
63,6 %
47,9 %
55,0 %

Как видно из таблиц, биологический возраст в обследуемой группе превышал календарный (III функциональный класс) более чем  на 40 % у всех пациентов. Более информативными были показатели темпа старения КПВ. Наибольший процент пациентов с ускоренным темпом старения наблюдался в группе лиц 30 – 39 лет с последующим снижением показателя в группе лиц 40-49 лет. После 50 лет темп старения КПВ у мужчин снова ускорялся. Ускорение темпа старения КПВ является фактором риска развития патологии сердечно-сосудистой системы (в том числе сосудистых катастроф) у лиц молодого и зрелого возраста.

Таким же образом можно определить темп старения других систем организма человека, что позволяет выявить наиболее «слабые» органы–мишени, подверженные преждевременному старению. Это позволяет разработать индивидуализированную эффективную программу профилактики преждевременного старения у лиц, подвергшихся действию военного стресса, являющегося фактором риска развития ускоренного старения организма и сокращения сроков жизни.   

ІНВОЛЮТИВНІ  ПРОЦЕСИ  У ТКАНИНАХ  ПАРОДОНТУ   УЧАСНИКІВ  ЛІКВІДАЦІЇ  НАСЛІДКІВ  АВАРІЇ  НА  ЧАЕС

Л. В. Завербна

Національний медичний університет імені Данила Галицького

м. Львів, Україна
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Зміни, що виникають у нервовій та ендокринній системах у різні терміни після нелетального радіаційного впливу, невідворотно призводять до виникнення первинно-дистрофічних уражень пародонту. Порушення в генетичному апараті навколозубних тканин, сповільнення обміну речовин, фізично-хімічні процеси на молекулярному рівні викликають передчасне старіння організму. Цитогенетичною основою цього процесу є функціональна неповноцінність паренхіматозних клітин і заміщення їх недиференційованими сполучнотканинними елементами, які з часом сприяють розвиткові склеротичних уражень в опроміненому організмі.

Мета: дослідити інволютивні процеси у пародонті учасників ліквідації наслідків аварії на ЧАЕС.

Для з’ясування впливу великих доз радіації на пародонт під час обстеження виділено групу хворих – 32 особи (чоловіки віком 36-53 роки), пацієнтів Інституту клінічної радіології НЦРМ АМН України. Для морфологічного дослідження у 8-ми осіб взято біоптати ясен розмірами 3 ×2 мм із ділянки міжзубних сосочків. 

Інволютивні зміни в пародонті опромінених осіб клінічно проявляються атрофією ясен, оголенням цементу кореня зуба і відсутністю пародонтальних кишень.

Морфологічне дослідження ясен засвідчило зміни у вигляді дискератозу, паракератозу, акантозу, вакуольної дистрофії. Ділянки гіперкератозу чергуються із зонами стоншеного епітелію із сплющеними витягнутими ядрами. У сполучнотканинній стромі відмічено зміни субепітеліального шару у вигляді гомогенізованих волокон з ознаками фіброзу. У деяких випадках пучки колагенових волокон дезінтегровані за типом мукоїдного набряку. Для більшості судин мікроциркуляторного русла пародонту характерні явища гіалінозу, склерозу стінок та периваскулярних просторів. Зазвичай вказані зміни притаманні тканинам пародонту людей похилого та старечого віку і вимагають особливого підходу до їх лікування.

Отже, аналіз результатів стоматологічного обстеження та морфологічних досліджень дозволяє стверджувати, що зовнішнє радіаційне опромінення викликає передчасне неспецифічне радіаційне старіння організму, зумовлене негативним впливом чинників зовнішнього і внутрішнього середовища.

функциональный возраст и темп старения у спортсменов - ветеранов

Г.В. Коробейников, В.Г. Олешко, А.И. Пуцов, С.А. Пуцов, К.В. Медвидчук

Государственный НИИ физической культуры и спорта

Национальный университет физического воспитания и спорта Украины

г. Киев, Украина

E-mail: georgkor@i.com.ua, dndifks@i.kiev.ua

Согласно адаптационно-регуляторной теории возрастного развития и старения организма, представленной В. В. Фролькисом (1993), старение представляет собой процесс снижения адаптационных возможностей организма, обусловленных взаимосвязью фенотипических и генетических факторов. Наряду с деградацией в процессе старения в организме возникают адаптационные изменения, направленные на повышение уровня жизнедеятельности организма - процесс витаукта. В связи с вышеизложенным, возникает вопрос, каков вклад фенотипических факторов в процессе витаукта у спортсменов-ветеранов, которые, не смотря на свой возраст, продолжают высокую физическую активность. Целью работы было изучить возрастные особенности функционального возраста и темпа старения у спортсменов-ветеранов.

Обследовано 30 спортсменов-ветеранов, тяжелоатлетов в различных возрастных группах: 30-39 лет, 40-49 лет, 50-59 лет, 60-69 лет, 70-75 лет. Использовалась методика определения функционального возраста [Решетюк А.Л. с соавт., 1996]. Статистический анализ проводился с помощью программного пакета Statistica 6.0. Анализ результатов показал, что в различных возрастных группах наблюдается гетерохронность процессов инволюции. В то же время достоверно высокие значения функционального возраста наблюдаются в возрастной группе 40-49 лет, по сравнению с другими возрастными группами. Данные темпа старения в возрастной группе 30-39 и 40-49 лет соответствует ускоренному темпу старения организма. Группа 50-59 лет характеризуется меньшими значениями темпа старения. В группах 60-69 и 70-75 лет наблюдаются сниженные значения темпа старения организма спортсменов-ветеранов. Наличие ускоренного темпа старения у спортсменов-ветеранов возраста 30-49 лет отражает процесс возрастной инволюции физической работоспособности. В тоже время сохранение физической активности за счет занятия спортом нивелирует процессы возрастной инволюции. Результатом этого является замедление темпов старения у спортсменов-ветеранов возраста 60-75 лет. Возрастные группы спортсменов-ветеранов 60-69 и 70-75 лет характеризуются замедленным темпом старения и сниженными показателями функционального возраста, по сравнению с календарным, что указывает на активацию процесса витаукта при условии сохранения физической активности.

Микроэлементный состав зольных остатков волос детей

 (г. Балаклея) и качество питьевой воды

В.Н. Прибылова, И.К. Решетов

Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина

г. Харьков, Украина

Стабильность химического состава организма является одним из важнейших условий его нормального функционирования. Хорошо известно, что отклонения в поступлении в организм макро- и микроэлементов, нарушение их соотношений в рационе непосредственно сказываются на деятельности  организма. Неблагоприятные условия среды обитания в первую очередь представляют опасность для детей, которые отличаются повышенной чувствительностью к недостаточному или избыточному поступлению извне химических элементов. Детский организм является своеобразным маркером повышенной чувствительности организма к состоянию окружающей среды

Микроэлементный состав волос и ногтей соответствует химическому составу организма в целом и анализ минерального остатка волос после их озоления, позволяет выявить дефицит или избыток ряда химических элементов в организме человека.

В эксперименте определяли состав золы волос на базе лаборатории кафедры геологии Харьковского национального университета им. В. Н. Каразина. В эксперименте принимали участие жители г. Балаклея Харьковской области, из которых: дети возрастом от 7 до 11 лет – 12 человек ; подростки возрастом от 15 до 18 лет (1 мальчик, 3 девочки) – 10 человек.; мужчины в возрасте от 23 до 52 лет - 18 человек.; женщины возрастом от   35 до55 лет – 14 человек.

Вода, которую используют жители г. Балаклея для питьевых целей водопроводная или грунтовая. Тип воды гидрокарбонатный кальциевый, кальций – натрий  с величиной минерализации 0,5-0,8 г/дм3. 

На данном этапе исследований определялось 23 химических элемента, однако интерпретация приводится не по всем  23 элементам, а только по некоторым из них из-за недостатка информации по нормам и значению элементов в организме.

Структурные элементы (Са, Mg, Na, K, P). В исследованных зольных остатках волос людей содержание кальция составляет от 3,0 % до 20 %, при этом за условную норму принято от 15 до 20 %, следовательно, выявлен дефицит кальция у 30 человек из 54-х. Содержание магния составляет от 0,1 до 7 % (норма 1 %). У 45-ти человек из 54-х содержание магния было в норме. Содержание фосфора составляет от 0,3 до 4 %. В пятнадцати случаях из 54-х наблюдается дефицит фосфора.

Эссенциальные элементы (Fe, Si, Zn, Cu, Mn, Al, Co, C, Ni) .Анализ результатов свидетельствует, что в двадцати восьми случаях из 54-х наблюдается дефицит железа. Кремний в десяти из 54-х проб в норме, у остальных наблюдается дефицит. Цинк – только у двадцати трех из 54-х человек наблюдается в норме, у остальных обнаруживается дефицит (у 31 человека).

Токсичные элементы (Sn, Be, Cd, Bi, Pb, As, Hg). В золе волос не обнаружены Ве, Ві, Hg. Свинец обнаружен во всех зольных остатках волос от 0,005 до 0,1 %, что превышает норму. Кадмий выявлен в золе волос у 48-ти человек, в пределах от следов до 0,1 %. В шести случаях из 54-х кадмий не выявлен. Олово выявлено в 43-х случаях из 54-х, от 0,0008 до 0,034 %. Отсутствует олово лишь в 11-ти пробах. Мышьяк - в 38-ми пробах из 54-х выявлено следы, в 16-ти пробах Аs не выявлено.

Анализ полученных результатов выявил наличие повышенных концентраций тяжелых металлов, а также дефицит некоторых структурных и эссенциальных элементов (жизненно необходимых), что полностью коррелирует с составом проб воды, отобранных на территории проживания детей.

ИЗУЧЕНИЕ КОМПОНЕНТНОГО СОСТАВА ПОТЕНЦИАЛЬНОГО ГЕРОПРОТЕКТОРА – ПРЕПАРАТА ИЗ ИЗМЕЛЬЧЕННЫХ ОКОСТЕНЕЛЫХ РОГОВ СЕВЕРНОГО ОЛЕНЯ

Е.В.Сидоренко1, Д.С. Есипов1, О.В. Коршикова1, В.В. Цыганков1, Н.Б. Поляков2,

 А.Н. Хохлов1
Кафедра биоорганической химии и сектор эволюционной цитогеронтологии биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова1 
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г. Москва, Россия 
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Препараты из рогов оленей различных видов рекомендуются как общеукрепляющие и адаптогенные средства. Очевидно, что такое их действие основано на высоком содержании биологически активных соединений. Использование вместо пантов твердых рогов для приготовления препаратов имеет определенные преимущества: большая сырьевая база (особенно для рогов северного оленя) и отсутствие болезненной процедуры срезания рогов. Мы исследовали компонентный состав экстракта препарата из рогов северного оленя (ЭРСО), который, как нами было показано ранее в цитогеронтологических экспериментах на клетках HeLa, с высокой вероятностью обладает геропротекторной активностью. Тогда было обнаружено, что в зависимости от концентрации ЭРСО в ростовой среде он может вызывать как стимуляцию, так и подавление роста клеток. При этом активные концентрации препарата различаются лишь на порядок. Можно предположить, что за активацию и ингибирование роста отвечают различные компоненты, присутствующие в ЭРСО. Их митогенное или антипролиферативное воздействия являются функцией концентрации. Не исключено, что при разделении этих компонентов указанные эффекты могут быть выражены более явно. С этой целью мы попытались охарактеризовать компонентный состав ЭРСО. Предполагалось определить фракции, а в дальнейшем и соединения, отвечающие за митогенную и антипролиферативную активность. Предварительно мы оценили эффективность экстракции препарата различными органическими растворителями, а также водными растворами с разными значениями рН. Оказалось, что при экстракции водой компонентный состав ЭРСО представлен наиболее полно и для выделения и характеристики этих компонентов нет необходимости использовать буферные системы или органические растворители. На первом этапе исследования водный ЭРСО подвергали диализу. Таким образом были получены две фракции, обогащенные высоко- и низкомолекулярными компонентами, соответственно, которые в дальнейшем охарактеризовали с помощью УФ-спектроскопии, а также гель-фильтрационной, ионообменной и обращено-фазовой жидкостной хроматографии. Высокомолекулярную фракцию, полученную после диализа, также охарактеризовали с помощью гель-электрофореза. Установили, что основными высокомолекулярными компонентами ЭРСО являются белки с молекулярными массами 160,4; 64,2; 54,0; 27,8 и 14,2 кДа. Низкомолекулярная фракция, полученная после диализа, была в дальнейшем разделена на отдельные компоненты с помощью ионообменной и обращено-фазовой хроматографии. Для характеристики низкомолекулярных компонентов использовали данные элементного анализа, ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии. В результате в ЭРСО обнаружили нуклеиновые основания, короткие пептиды и аминокислоты. На основании полученных данных заключили, что в ЭРСО содержится не менее 5 белков, которые можно выделить и очистить с помощью гель-фильтрационной хроматографии для последующего определения биологической активности. Кроме того, в ЭРСО содержится целый ряд низкомолекулярных веществ (с возможной биологической активностью), которые можно разделить с помощью комбинации ионообменной и обращено-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии.

Вода «Роганская и обмен кальция в организме

А.И. Божков, Е.М. Климова1 

НИИ биологии Харьковского национального университета имени В.Н.Каразина

1Институт общей и неотложной хирургии АМН Украины

E mail: bozhkov@univer.kharkov.ua

Как известно, ионы кальция играют важную роль в регуляции метаболизма организма. Нарушение кальциевого обмена является одним из факторов риска возникновения целого ряда патологий. Показано, что с увеличением возраста может уменьшаться содержание ионов кальция в организме Причины такого возрастзависимого снижения содержания кальция исследованы недостаточно. Важную роль в обеспечении организма кальцием играют продукты питания. Вместе с тем  важную роль в минеральном обмене играют все регуляторные системы организма, в частности иммунная и гормональная системы. С этой позиции снижение содержания кальция с возрастом может явиться следствием возрастзависимого снижения функциональной активности этих регуляторных систем.

Для решения этого вопроса был проведен эксперимент на 50-ти добровольцах-женщинах в возрасте 40-60 лет. Испытуемые были разбиты на две группы: одна группа пила воду «Роганская»  не менее 1 л в сутки, а вторая - пила водопроводную воду или воду из других источников, кроме «Роганской» в том же объеме. Эксперимент продолжался 2 месяца. Было обнаружено, что у 76 % обследуемых содержание ионов кальция в крови было в 2-2,5 раза меньше по сравнению с возрастной нормой.

Спустя 2 месяца после начала приема воды по указанной схеме у 47 % испытуемых, которые пили воду «Роганская», содержание ионов кальция нормализовалось. В группе испытуемых, пивших водопроводную воду в объеме не менее 1 л в сутки, содержание ионов кальция нормализовалось только у 18 %.

Полученные результаты позволяют утверждать, что на обмен кальция в организме оказывает влияние: 1 – объем потребляемой воды; 2 – качество потребляемой воды. Необходимо отметить, что содержание ионов кальция в воде «Роганская» составляет 7 мг/дм3, в то время как в водопроводной воде оно в 10 раз больше (80-90  мг/дм3). Это может подтверждать тот факт, что питьевая вода не является источником получения ионов кальция. Для объяснения эффекта восстановления ионов кальция в организме была проведена оценка активности иммунной системы испытуемых. Было обнаружено, что потребление воды «Роганская» в количестве не менее 1 л в сутки обеспечивало активацию иммунной и других регуляторных систем организма, и, как следствие, приводило к нормализации кальциевого обмена  в организме.

ГИДРАТИРОВАННЫЕ ФУЛЛЕРЕНЫ, КАК УНИВЕРСАЛЬНЫЕ БИОАНТИОКСИДАНТЫ И РОЛЬ В ЭТОМ ОСОБЫХ УПОРЯДОЧЕННЫХ СТРУКТУР ВОДЫ

Г. В. Андриевский, В.К. Клочков

Институт Терапии АМН Украины

г. Харьков, Украина

E-mail: yard@kharkov.ua         
В настоящем сообщении будет рассмотрена взаимосвязь между физико-химическими свойствами простейших «углерод-водных» структур, гидратированных фуллеренов, и их уникальной биологической активностью. 

Философия вопроса: жизнь, вода, энтропия, гидратация биологических структур; особые упорядоченные структуры воды и их роль в поддержании баланса между здоровьем и болезнью, их взаимосвязь с процессами старения.

АКЦЕНТЫ

1. Молекулярно-коллоидные растворы фуллеренов в воде (FWS) и основные физико-химические свойства гидратированных С60 фуллеренов (HyFn), которые являются прочным супрамолекулярным, донорно-акцепторным комплексом третьей аллотропной формы углерода и молекул воды, C602{H2O}n. Модель структуры гидратированного фуллерена С60.

2. О причинах, которые стимулировали начало исследований биологических свойств нативных фуллеренов в гидратированном состоянии (HyFn). Природные аналоги (Шунгиты, Марциальные воды Карелии и пр.).

3. О взаимодействии HyFn с нуклеиновыми кислотами, белками, ферментами. Данные по стабилизации их нативных структур в присутствии HyFn посредством взаимной стабилизации структур близко связанной воды.

4. О взаимодействии гидрофильных HyFn с клетками живых организмов (с нормальными, с раковыми и с пр.). «HyFn не влияют на их жизнедеятельность и при этом способны стабилизировать их мембраны от деструктирующих воздействий».

5. Факты о противораковой, антиатеросклеротической, антинейродегенеративной, радиопротекторной активности водных растворов HyFn. О биологической эффективности сверхмикродоз HyFn.

6. Об антиоксидантных свойствах в системах in vitro и in vivo. Вероятный механизм самонейтрализации (рекомбинации) свободных радикалов в присутствии гидратированных фуллеренов (HyFn), обусловленный свойствами особых структур воды, упорядоченных фуллеренами. Что есть «разумная» антиоксидантная активность HyFn.

7. О структурном (пространственном) подобии сферических фрактальных кластеров HyFn некоторым важнейшим биологическим структурам. 

8. Об универсальности биологической активности HyFn, как подтверждение гипотезы о том, что система “фуллерен C60 - nH2O” могла быть матрицей для формирования первичной биологической материи. 

9. Что есть главные принципы лечебно-профилактической активности гидратированных фуллеренов – простейших “углерод-водных” систем. Опыт, наблюдения и обобщения. Перспективы практического использования водных растворов гидратированных фуллеренов.
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Винокуров С.В.

Вовчук І.Л.

Водолажская Л.В.

Войтенко В.П.

Воронцова Л.Л.

Г

Галавина О.И.

Гальків М.О.

Гандирук Н. Г.

Ганусова Г.В.

Геворкян А.Р.

Гладкова А.И.

Глушкова О.В.

Гончарова Н.Д.

Голиченков В.А.

Голтвянский А.В.

Голубицкая Е.С.

Гольцев А.Н.

Горбань Е.Н.

Горбачева Т.А.

Гордій С.К.

Горіла М.В.

Григорьев Е.И.

Гриновець В.С.

Гудков С.В.

Д

Давыдов В.В.

Деев А.И.

Бабижаев М.А.

Демидов С.В.

Деревянченко Л.И.

Дзюба В.Н.

Длубовская В.Л.

Дмитриев Ю.В.

Дроздова Л.А.

Дубрава Т.Г.

Дудкин С.С.

Дудков А.В.

Дупленко Ю.К.

Дьяченко Л.Ф.

Е

Есипов Д.С.

Ерохин В.Н.

Ефремов О.М.

Ж

Жернаков Г.Л.

Жигалова Н.А.

З

Заболотный В.Д.

Зайченко И.Н.

Завербна Л. В.

Задерей Н. С.

Залевская И.Н.

Запорожченко А. В.

Зезюлин П.Н.

Золотухина А.А.

Золотых И.В.

И

Іккерт О.В.

К

Калиман П.А.

Kaминский Ю.Г.

Карпенко Н.О.
Карпов Л.М.

Катанани А.

Кветная Т.В.

Квитницкая-Рыжова Т.Ю.

Киван С.А.

Кириченко С.В.

Клёчкин К.А.

Климова Е.М.

Клочков В.К.

Князькин И.В.

Ковалева О.В. 

Ковалева А.В.

Козина Л.С. 

Козлова Е.В.

Кокошкина О. А.

Коломійчук С.Г.

Колупаева Т.В.

Кольтовер В.К.

Копійка В. В.

Коробейников Г.В.

Коренева Е.М.

Корса В.В.

Коршикова О.В.
Kосенко Е.А.

Кочеткова Н.Г.

Кочмар О.В.

Кошель Н.М.

Крапівіна К.О.

Красильникова О.А.

Кременцова А.В.

Крючкова А.И.

Кудрявцева Т.А.

Кузнецова Ю.А.

Кулаченко Б.В.

Куликова В.С

Куликова П.А

Куликов А.В.

Кульчицький О.К.

Л

Лабунец И.Ф.

Лебедев Д.С.

Леонова И.С.

Липка М.В.

Литошенко А.Я.

Лихолат  О.А.

Лоай Халед Мохаммад Хассунех

Лозовська Ю.В

Лунин С.М.

Луценко Е.Д.

М

Майборода Е.А.

Малеев В.А.

Малинин В.В.

Малышев А.Б.

Мальцев А.В.

Марченко О.О.

Медвидчук К.В.

Мензянова Н.Г.

Метелкина М.К.

Михалева И.И.

Михальский С.А.
Мозжухина Т.Г.

Мужчиль О.В.

Муращук К.М.

Мусієнко О.В.

Н

Наглов А.В. 

Наумов А.Д.

Недзвецкий В.С.

Некрасова А.В.

Ніжанковська О.В.

Никитина Н.А.

Никитина И.В.

Никитченко Ю.В.

Никитченко И.В.

Новикова С.М.

Новикова А.И.

Новоселова Е.Г.

О

Обухова Л.К.

Олешко В.Г.

Осипов М.В.

Останкова Л.В.

Оченашко О.В.

Охрименко С.М.

П

Павиченко О.В.

Падалко В.И.

Петренко А.Ю.

Петров С.А.

Писарук А.В.

Пишель И.Н.

Полтавцева Н.В.

Полякова В.О.

Поляков Н.Б.

Потапенко Р.І.

Прибылова В.Н.

Приходько В.И.

Прокопенко Н.А.

Прохоров Л.Ю.

Пуцов А.И.

Пуцов С.А.

Р

Решетов И.К.

Родниченко А.Е.

Руднева И.И.

Рижова О.C.

Рыжак Г.А.

Рыжко И.Л.

С

Савлучинська Л.Г.

Семенова Я.А.

Семёнов В.А.

Селифанов А.В.

Сидоренко Е.В.
Сиротенко Л.А.

Скрипка Е.А.

Скуратовская  Е.Н.

Смелкова С.А.

Смирнова Г.Н.

Соловьева А.С.

Соловьев А.А.

Соляник К. О.

Сорока Н.Н.

Сорокін А.В.

Cорочан О.О.

Станев А. И.

Сукач А.Н.

Сулим Ю.В.

Сутюшев Т.А.

Сухенко Е.П.

Сухих Г.Т.

Т

Тафеев Ю.А.

Тимченко А.М

Тихомиров А.А.
Тищенко Е.Н. 

Токаренко А.И.

Толстоплет  Е.В. 

Топольникова Н.В.

Топтіков В.А.

Топчий Н.Н.

Тоцкий В.Н.

Трофимова С.В.

Трочинская Т.Г.

У

Устименко А.Н.

Ф

Федорко Н.Л.

Федотов Є. Р.

Філіпцова К.А.  

Филиппов С.В.

Филипцова О.В.

Фомина Е.В.

Фролова Л. О.

Фролов О. К.

Фурменкова Н.В.

Фуштей И.М. 

Х

Хавинсон В.Х.

Хайруллина Г.А.

Халявкин А.В.

Харченко О.О

Хаустова Н.Д.

Хохлов А.Н.

Ч

Черенков Д.А.

Чернадчук С.С.

Черников А.В.

Чехун В.Ф.

Чешко Т.М.

Чуйко В.В.

Ц

Цибульський В.М.

Цодікова О.А.

Цыганков В.В.

Ш

Шайда  В.Г.

Шантир Л.І.

Шахова Е.Г.

Швец В.Н.

Шеверева В.М.

Шестопалова Н.Г.

Шишкин А.В.

Шкляр С.Е.

Шкорбатов Ю.Г.

Шмалий А.В.

Штаркман И.Н.

Ю

Юминова А.Ю.

Я

Ямпольская Е.Е.

Яремчук Ю.Я.

Яшин А.И.
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