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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОВОТИ

Актуальні от» проблеми

Старіння організму призводить до обмеження його адаптаційних 

можливостей та в результаті цього - до розвитку вікової патології 

СВ.В.Фролькис, 1981, 1984, 1988, 1990]. Дана проблема набуває

особливого значення в наш час в зв'язку з несприятливими еколо­

гічними умовами та прогресуючою хімізацією навколишнього середо­

вища CQ.M.Martin, 1985; Ю.И.Губский и др., 1993]. Не викликає 

сумніву, що ксенобіотики справляють значний вплив на розвиток ба­

гатьох видів вікової патології СВ.В.Худолей, И.Г.Майорова, 1988;

В.Н.Анисимов, 1988; F.G.Gozalez, H.V.Gelboln, 19931. Зниження 

адаптаційних можливостей системи мікросомального окислення печін­

ки при старінні CR.C.Adelman, 1971, 1972; В.В.Лемешко,1980, 1983] 

призводить до підвищення чутливості організму до дії хімічних ре­

човин екзогенного походження. Ця проблема має велике теоретичне 

значення, оскільки не тільки токсиканти навколишнього середовища, 

але й.лікарськи засоби, що їх широко застосовують в геріатричній 

практиці, у більшості своєї в ксенобіотиками, які метаболізуются 

системою мікросомального окислення, тому їх фармакокінетика та 

фармакодинаміка залежать від активності цієі системи СН.Я.Голо­

венко, 1981; Н.Я.Головенко, Т.Л.Карасева, 1983; M.Rawkins et al., 

1987; К.Kitani, 1988; C.Loi, R.Vestal, 1990]. Комплексне застосу­

вання фармакологічних препаратів може призводити як до змін в 

функціонуванні ферментів мікросомального окислення печінки, так 1 

до виникнення побічних ефектів, ускладнень лікарської терапії 

СИ.С.Чекман, 1980; Ю.В.Белоусов и др. 1993; P.Lamy, 19.80].

В рішенні вищезазначених питань особливої уваги набуває 

проблема регуляції мікросомального окислення при старінні, що 

включає внутрішньоклітинні та нейрогуморальні механізми. В літе­
ратурі накопичені численні відомості про те, що активність мікро-
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сомапьних ферментів залежить від типу та кількості субстратів 

окислення, • гормонального статусу організму СА.И.Арчаков, 1975/ 

19ВЗ; В.В.Ляхович, И.Б.Дырлов, 1978, 1981; Л.А.Тиунов, 1981,

1992]. Значно менша увага приділяється ролі нейрогуморальних ме­

ханізмі» в регуляції активності детоксикаційних процесів, повніс­

тю відсутні літературні дані з цього питання в віковому аспекті. 

Не вивчена внутрішньоклітинна регуляція активності мікросомальних 

монооксигеназ, що опосередкована станом плазматичної мембрани 

(ПМ) гепатоцитів.

При вивченні вікових змін процесів детоксикації важливо вра­

ховувати, що основна монооксигенааа мікросомальної системи - ци- 

тохром Р-450 є мембранове'язаним ферментом, тому аміни фізико-хі- 

мічних властивостей мембран гепатоцитів, щр відбуваються під чао 

старіння, можуть суттєво впливати на активність процесів мікросо­

мального окислення. Проте дослідження, щр проводились в цьому 

напрямку, мають фрагментарний характер та потребують подальшого 

поглиблення. Старіння є багатопричинним процесом, але серед вели­

кої кількості факторів, пр впливають на його розвиток та трива­

лість життя (ТЖ), найбільша увага, починаючи з класичних розробок 

І.І.Мечнікова, 11907], приділяється процесам інтоксикації орга­

низму. Разом а тим,- до цього часу лишається невивченим питання 

про наявність взаємозв'язку між ТЖ та рівнем детоксикаційних про- 

есів в органівмі. Все це обгрунтовує актуальність вивчення віко­

вих амін системи мікросомального окислення печінки та експеримен­

тальних пошуків збільшення ТЖ шляхом підвищення надійності деток- 

сюкацікних процесів.

Мета та аадачі дослідження.

Мета роботи - охарактеризувати функціональний стан системи 

ферментів Мікросомального окислення в печінці пря старінні та 

вк*читк елахн регуляції її ферментативної активності, включаючи
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як внутрішньоклітинні, так і надклітинні рівні, а така, розгляну­

ти взаємозв'язок між активністью детоксикацйних процесів та інди­

відуальною і видовою тривалістю життя.

До задач роботи входило:

1. Вивчити ізоформний склад цитохрому Р-450, активність перекис- 

ного окислення ліпідів (ПОЛ, та фізико-хімичні властивості мемб­

ран ендоплазматичного ретикулуму гепатоцитів дорослих та старих 

щурів.

2. Вивчити функціональну надійність системи мікросомального окис­

лення в печінці при старінні в умовах тривалого введення індукто­

ру мікросомальних монооксигенз фенобарбіталу (ФЕ).

3. Вивчити роль плазматичної мембрани в функціонуванні системи 

ферментів мікросомального окислення в печінці при старінні.

4. Вивчити роль нервових та гуморальних впливів в регуляції ак­

тивності ферментів мікросомального окислення в печінці при ста­

рінні.

5. Вивчити вплив стресу на активність ферментів мікросомального 

окислення, ГОЛ та фізико-хімічні властивості мікросом печінки до­

рослих та старих шурів.

6. Вивчити взаємозв'язок між видовою та індивідуальною ТЖ тварин 

та рівнем мікросомального окислення в печінці.

7. Вивчити вплив додаткової детоксикації організму (ентеросорб- 

ції) на активність ферментів мікросомального окислення в печінці 

та ТЖ.

Наукова новизна та теоретична цінність досліджень:

Дана робота являв собою перше комплексне експериментальне 

дослідження, шр присвячене вііечєнню нейрогуморальної тз внут­

рішньоклітинної реГуЛЯЦІі активності фЄрМЄНТІа С

окислення в печінці при старінні та вваоксво'попу між різпги дп~ 
токі-икаційних процесів та ТЯ тваріш.



Вперше показано, що при старінні змінюється ізоформний оклад 

цитохрому Р-450 та фізико-хімічні властивості мембран ендоплазма- 

тічного ретикулуму гепатоцитів. В умовах тривалого введення ін­

дуктору у старих тварин порушується синтез окремих ізоформ цитох­

рому Р-450, змінюються його монооксигеназна активність та субс­

тратна специфічність, що призводить до зниження адаптаційних мож- 

лияостей мікросомальної детоксикаційної системи печінки у старос­

ті.

Вперте показано, що при старінні змінюється внутрішньоклі­

тинна регуляція індуктивного синтезу мікросомальних монооксиге- 

наз, що опосередковано станом ПМ гепатоцитів.

Вперше встановлено, ар при старінні нервовий контроль над 

системою мікросомального окислення печінки послаблюється, і ця 

обставина може являти собою одну з причин зниження детоксикацій- 

ноі функції печінки у старості. На моделі гетерохронного парабіо­

зу показано, що гуморальні фактори організму, який старів, справ­

ляють пригнічуючий вплив на детоксикаційну функцію печінки.

Вперше показано, що тривалий емоційно-больовий стрес (ЕБС) 

викликай різке зниження вмісту цитохрому Р-450 та монооксигеназ- 

воі активності мікросом печінки, особливо виражене у старих тва­

рин, що призводить до їх загибелі в умовах надходження в організм 

субтоксичних доз ксенобіотиків. При більш помірних стресових 

впливах спостерігається двофазний характер вмін - слідом за зни­

женням моносжсигеназної активності мікросом печінки настає 11 

підвищення. Зниження активності мікросомальних монооксигеназ в 

ранні строки після стресу супроводжується активацією ПОЛ та сут­

тєвою моді Мкацівю мембран ендоплазматичного ретикулуму гепатоци­

тів. Зміни монооксигеназяої активності, які спостерігаються,

СИДІВ у отпрпх тварги, ні* у доросллк, що свідчити про
вїкж є н к я адаптаційних можливостей детокгкхаційної функції печінки
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у старості аа умов стресових впливів.

Вперте проведено порівняльне вивчення вікових змін активнос­

ті ферментів мікросомального окислення печінки у тварин а різною 

видовою ТЖ. Встановлено, що аміни монооксигеназної активності ге- 

патоцитів, які настають при старінні, відносяться до хронобіоло- 

гічних, тобто залежать від ТЖ тварин.

Вперше виявлено позитивну кореляцію між індивідуальною ТЖ та 

активністю ферментів мікросомального окислення печінки. Високий 

рівень детоксикаційних процесів s одним а механізмів, що направ­

лені на підтримання жіттвдіяльності та забезпечення високої інди­

відуальної ТЖ.

Вперше показано, що додаткова детоксикація організму старих 

тварин, що викликана ентеросорбцією, призводить до підвищення ТЖ. 

Геропротекторна дія ентеросорбції пов’язана із підвищенням діапа­

зону адаптаційних можливостей системи ферментів мікросомального 

окислення печінки.

Практичне значення отриманих результатів:

Практичне значення мають дані про застосування ентеросорбен- 

тів на пізніх етапах онтогенезу як геропротекторів, а також зас­

тосування методу прижиттєвого тестування тварин по тривалості 

наркотичного сну з метою виявлення особин-довгожителів в популя­

ції. Експериментальні дані, що одержані, мають практичне значення 

також для розробки принципів раціональної фармакотерапії у осіб 

похилого та старечого віку за умов тривалого застосування лі­

карських засобів.

Особистий внесок дисертанта у розробку наукових результатів, 

що виносяться на захист. Автором дисертаційної роботи особисто 

розроблено програму та методологію досліджень, виконано всі біо­

хімічні методики, самостійно проведено облік та ял мів всесго 

одержаного первинного матеріалу, сформульовані основні положення



та висновки роботи.

Основні положення, що виносяться на аа*нот
*

1. При старінні змінюються ізоформний склад цитохромму Р-450 та 

фіаико-хімічні властивості мембран ендоплазматичного ретикулуму 

гепатоцитів.

2. Система ферментів мі кросомального окислення печінки знаходить­

ся під контролем нейрогуморальної регуляції; послаблення нервово­

го контролю та дія гуморальних факторів приводять до зниження де- 

токсикаційної функції печінки в старості.

3. В старості за умов функціональних навантажень та стресових 

впливів адаптаційні можливості системи ферментів мікросомального 

окислення знижуються.

4. Існує взаємозв'язок між активністю ферментів мікросомального 

окислення печінки та ТІ; високий рівень детоксикаційних процесів 

е одним з механізмів, що забезпечують значну ТЖ.

б. Додаткова детоксикація організму, щр спричиняється ентеросорб- 

цієв, супроводжується підвишеннем ТЖ; геропротекторний вплив ен- 

теросорбції пов'язаний із збільшеннем адаптаційних можливостей 

системи ферментів мікросомального окислення печінки.

Впровадження результатів дослідження у практику. 
Розроблено метод прижиттєвого тестування щурів шляхом визна­

чений очікуваної X*, по може бути використано в експериментальних 

дослідженнях, пов'язаних з довгостроковими спостереженнями над 

■мживзвмістю тварин в геронтологічних, токсикологічних, радіобіо­

логічних та фармакологІчних дослідженнях. Апробація дисертації 

проведена 16 вересня 1994 р. на розширеному засіданні вченої ради 

їк титуту ‘роктології А Ш  Українни.

Цат*ріали дисертації доповідались та обговорювались на нау- 
конференціях, е'іеда*. тл симпоніумях: II Спмп. "Цитогене­

тик* стнзкия" (Тбілісі, !і*в4), Конф., прис». пам'яті Г.В.Фоль-
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борта (Черкаси, 1985), 11 Всес. симп. "Цитохром P-4F0 и охрана

внутренней среды человека" (Москва, ■ 1985), Y1I Міжнар. симп. з 

гемоперфузії (Київ, 1986), Y Всес. біохім. з'їзді (Київ, 1986),

XII Укр.з'їзді фізіологів (Львів, 1986), Всес. симп. "Нейрогумо- 

ральные механизмы старения" (Київ, 1986), III Всес.конф. "Цитох­

ром Р-450 и охрана окружающей среды" (Новосибірськ, 1987), Воес. 

конф. "Реактивность и резистентность" (Київ, 1987), І З'їзді ге­

ронтологів і геріатрів УРСР (Дніпропетровск, 1988), Y Всес. з'їз­

ді геронтологів та геріатрів (Тбілісі, 1988), Y Всес. симп. "Ци- 

тохром Р-450 и модификация макромолекул" (Ялта, 1989), Всес. 

симп. "Гериатрические средства: экспериментальный поиск и клини­

ческое использование" (Киев, 1990), XIII З'їзді Укр. фізіол. то­

вариства (Харків, 1990), Респ. науково-практ. конф."Синтез и при­

менение энтеросорбентов" (Конаково, 1990), IY Регіон, конгр. з 

геронтології (Йокогама, 1991), Симп. "Биологические механизмы 

старения" (Харків, 1994), XIY З’їзді Укр. фізіол.товариства (Ки­

їв, 1994).

З матеріалів дисертації опубліковано 54 наукові праці, з 

яких: 1 - колективна монографія, 22 - статті, 1 авторське сві­

доцтво, 10 зарубіжних публікацій.

Структура та обсяг роботи:

Дисертація викладена на 299 сторінках машинописного тексту, 

складається з вступу, аналітичного огляду літератури, 6 глав 

власних досліджень з обговоренням, заключения, висновків та спис­

ка літератури, що вміщує 365 джерел, з яких 157 вітчизняних та 

208 іноземних авторів. Текст ілюстровано 41 таблицею та 23 малюн­

ками.

- 7 -



-  8  -

ЗМІСТ РОБОТИ.

Матеріали та методи досліджень.

Основі. і серії експериментів були проведені на паспортизова­

них шурах-самцях лінії Вістар двох вікових груп: дорослі (6-8

міс) та старі (26-28 міс ). В окремій серії експериментів було 

використано ще 4 види ссавців двох вікових груп: миші лінії СВА - 

дорослі (10-12 міс) та старі (24-26 міс); морські свинки - дорос­

лі (10-12 міс) та старі (4-4,5 роки); кролі - дорослі (1-1,6 ро­

ки) та старі (5-6 років); беспорідні собаки - дорослі (2-5 років) 

та старі (14-18 років). Всього в дослідах було використано 678 

щурів, 39 мишей, 19 морських свинок, 14 кролів та 13 собак.

Індукцію мікросомальних монооксигеназ печінки адійснювали 

введенням фенобарбіталу. В залежності від мети дослідження ФБ 

вводили в доаі 80 мг/кг маси, внутріпшьоочеревинно, протягом З 

діб, або довгостроково, протягом 26 тижнів а питною й о д о ю  у виг­

ляді 0,1 І розчину (доаа на добу - 45-46 мг/кг).

Операції по утворення» гетерохрониях парабіотичних пар про­

водили на мипіач лінії СВА за 2-4 міс перед дослідженням за мето­

дом F-.Bunster, R.R.Meyer С1933). В парабіотичні пари об'єднували 

тварин 4-6 міс та 27-30 міс'віку.

ЕБС моделювали за методом Ф.П.Ведяева та Т.М.Воробйової 

11683].

Фармакологічну денервацію печінки адійснювали а використан­

ням </- та jB-адреноОлокаторІв диОенаміна, анаприліна, симпато- 

літика реьерпіна та М-холінолітика атропіна. Хірургічну денерва- 

цііо - шляхом двостороннього перерізання черевних нервів (часткова 

д*■ .мпатигація) та піддіафрагмавьної стволової ваготомії. Опера­

ції ?л)йснЕ*а»и га умов пентобарбіталового наркозу (25 мг/кг, 

псутрісигсоч̂р jnnno). Ч»р»те 7 діб після оп̂раці і твприм декелі- 

тув.чіи під €-;ірні»( наркомом.
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Ентеросорбцію проводили а використанням вуглецевого сорбенту 

марки СКН. Щури отримували сорбент а їжею із розрахунку 1 мл на 

100 г маси тіла, починаючи а 28-міс віку.

В мікросомній фракції (106 000 є, 60 хв), та, в окремих се­

ріях дослідів, в постмітохондріальному супернатанті (9 000 е, 20 

хв) печінки СИ.И.Каруаина, А.И. Арчаков, 1977], визначали вміст 

цитохромів Р-450 та bs методом двопроменевої диференціальної 

спектрофотометрії CT.Omura, R.Sato, 1964], амінопіриндеметилазну 

(АПДазну) активність CR.R.Stitzel et al., 1966] в модифікації

А. І. Арчакова та ін, С1968] та анілінгідроксилаану активність 

(АГаану) СИ.И.Каруаина, А.И.Арчаков, 1977].

Електрофоретичне розділення білків мікросом здійснювали ме­

тодом SDS-електрофорезу в поліакриламідному гелі за U.K.Laeirmly 

С1970]. Розрахунок молекулярних мас (м.м.) поліпептидів проводили 

за методом К.Weber и M.Osbom С1969] а використанням стандартів 

м.м (РТМ4, фірма "Serwa").

ПМ печінки виділяли модифікованим методом P.Dorllne, R.Le 

Pape £1973]. У фракції ПМ ' візначали активність Ка+,К+-АТФази 

CJ.D.Robinson, I.Flashner, 1979], Б'-нуклеотидаэи CR.H.Michell, 

J.N.Hawthorn, 1965], концентрацію Pi CW. Rathbum, V.Betlach, 

1969]. Інкубацію фракції иаольованих плазматичних мембран із ци­

тозолем гепатоцитів та сироваткою крові здійснювали in vitro при 

температурі 0-4 °С протягом 40 хв, після чього додавали АТФ та 

визначали АТФаані активності.

Активність процесів ПСШ в мікросомах оцінювали аа накопичен­

ням малонового діальдегіду (ЦЦА) СЮ.А.Владимиров, А.И.Арчаков, 

1972, в модифікації Ю.І.Губського, 1978], та за вмістом дієнових 

кон’югатів (ДК). Г В.А.Костюк и др., 1984]. Спектри поглинання

мікросомальних мембран вимірювалі в УФ-облаетІ (210-370 нм) га

О.П.Демченком С1981].



Структурно-динамічні параметри мембран мікросом печінки ви­

являли іа застосуванням флуоресцентних зондів пірену та 1,8-АНС, 

спектри власної флуоресценції вимірювали при довжині хвилі збуд­

ження 280 нм СЮ.А.Владимиров, Г.Е.Добрецов, 1980; Ю.И.Губский и 

др., 1089); дослідження проводили на регіструючому спектрофлуори- 

метрі -"Hitachi MPF-4".

Вміст білку визначали за методом О.Н.Lowry et al. C1Q513. 

Тривалість наркотичного барбітуратового сну оцінювали за 

ефектом бокового положення шурів до появи локомоторних реакцій 

після введення пентобарбіталу натрію в дозі 25 мг/кг.

Величину мембранного потенциалу (МП) клітин печінки визнача­

ли за допомогою мікроелектродної техніки Ш.Г.Костюк, I960].

Вікову динаміку смертності тварин оцінювали за кривими вижи­

вання, а також в координатах рівняння Гомпертца: Rt - Ro -e0'-t

(В.В.Фролькис, Х.К.Мурадян, 1988).

Статистичну обробку результатів проводили за загальноприйня­

тими методами варіаційної статистики, кореляційний аналіз взае- 

мовв'яаку між активністю ферментів мікросомального окислення пе­

чінки та ТЖ тварин здійснювали з розрахунком рівнянь лінійної 

регресі! СВ.Б.Урбах, 1964; И.П.Ашмарин И др., 1971).

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБГОВОРНМЯ 

Вікові зміни системи Ферментів мікросомального окислення 

печінки та мембранні механізми її регуляції 

Проведені дослідження показали, що при старіннні загальний 

вміст цитохрому Р-450 та монооксигеназна активність мікросом пе­

чінки, ар визначається in vitro із застосуванням субстратів амі­

не п: рику т- аніліну, суттєво не змінюються, проте, в цих умовах 

8«гтагть змікй у співвіднесенні окремих Ізоформ цитохрому Р-450 -

в,днсогий вміст іаофор%і а м.м. 4Й, 68 та 66 гД рнияувться та

?poc-ras *міст іаоформ г м.м. 50, 54 та 56 кД (таОл.1).
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Зміни ізоформного складу цитохрому Р-450 можуть призводити 

до змін в оубстратній специфічності гемопроїеіду та підвищенню 

чутливості організму до дії ксенобіотиків. Особливе значення може 

мати підвищення у старих щурів відносного вмісту так званих "ме- 

тилхолантрен-індукованих" ізоформ цитохрому Р-450 з м.м. 54 та 56

- 11 -

Таблиця 1.
Вплив 3-денного введення ФБ на розподіл ізоформ 

цитохрому Р-450 у дорослих та старих щурів *) (п-б)

М.м., Дорослі Старі

Дорослі/

старі

кД К ФБ ФБ/К К ФБ ФБ/К

58 11.35 6.91 0,61 10.65 8.85 0,83 0,94

56 15.80 11.21 0,71 21.68 12.20 0,56 1,37

55 9.08 3.65 0,40 ■ 6.79 4.72 0,70 0,75

54 3.97 2.61 0,66 5.84 4.42 0,76 1,47

52 11.73 9.12 0,78 10.18 9.44 0,93 0,87

51 13.24 21.38 1,62 13.00 12.98 • 1,00 0,98

50 4.92 11.21 2,28 6.03 9.83 1,63 1,22

48 29.89 33.-90 1,13 25.82 37.56 1,46 0,86

*7 Уі-дношення площин окремих поліпептидів до загальної 

площини (%).

кД, синтез яких активується в умовах надходження канцерогенних 

хімічних сполук СА.И.Арчаков, 1975; В.Н.Анисимов, 1933; В.В.Худо-

ляп, И.Г.Майорова, 19003, щр моле опрпчипятп кімічнИл ггалцеpore” 

Н Є З .



Зміна у співвідношенні окремих іаоформ цитохрому Р-450 при 

старіHHj особливо чітко виявляється за умов введення тваринам ін­

дукторів. У  старих щурів трьохденне введення ФБ (табл.1) спричи­

няє менш виражений приріст ФБ-Індукованих іаоформ цитохрому Р-450 

(48, 50 та 51 кД) у порівнянні із дорослими тваринами, що свід­

чить про послаблення їх синтезу.

Враховуючи ці дані, особливий інтерес становило вивчення 

впливу тривалого введення ФБ на функціональний стан системи фер­

ментів мікросомального окислення печінки дорослих та старих щурів 

а метою виявлення надійності процесів детоксикації в старості. 

Проведені дослідження встановили (мал.1), що при тривалому, про­

тягом 26 тижнів, введенні ФБ дорослим та старим щурам зберігаєть­

ся вдатність гепатоцитів до індукції цитохрому Р-450, проте в цих 

умовах спостерігаються оуттвві вікові відмінності в динаміці амін 

активності мікросомальних монооксигеназ. У дорослих щурів вміст 

цитохрому Р-450 підвищувався після 4-тижяевого введення ФБ, а у 

старих тварин - тільки після 8-тижневого строку, що свідчить про 

збільшення латентного періоду дії індуктору. Суттєві вікові від­

мінності у величині індуктивної відповіді спостерігались і в 

більш півдні строки дослідження., Крім того, спостерігалась рівни­

ця в гідроксилюванні субстратів різних типів: активність АПДааи у 

дорослих тварин, досягнувши максимальних значень до 4-го тижня, 

підтримувалась на високому рівні протягом всього подальшого пері­

оду введення препарату, тоді як у старих щурів після підвищення 

АПДазної активності через 8 тижнів відбувалось її зниження, 1 че­

рва 18 тижнів ций показних не відрізнявся від контролю. АГазна 

актг̂ність, як у дорослих, так і у старих щурів підтримувалась на 

вжхжому рівні протягом всього періоду введення ФБ. Ці дані свід­

чать про те, Щ- при старінні в умовах довгострокового введення 
іядуктору псгрувувться синтев окремих івоформ цитохрому Р-450,
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приводить до сЕоврідноі'о"зриву" генетічяої індукції та амін 

оубстратної. специфічності цитохрому Р-450. "Вичерпан.іЯ" синтезу 

окремих іаоформ цитохрому Р-450 при тривалому введенні ФБ свід­

чить про зниження адаптаційних можливостей мікросомальної деток- 

сикаційної системи в старості. Можна вважати, що феномен "вичер­

пання" генетичної індукції б загальною закономірністю процесу 

старіння, що характерно також і для інших білків, зокрема для ін­

дукції тирозинамінотрансферази печінки гідрокортизоном 

СВ.В.Фролькис, Л.С.Мандельблат, 1970].

Як відомо, цитохром Р-450 є мембранозв'язаним ферментом, та 

його каталітична активність і взаємодія з субстратом залежать від 

фосфолігіїдного складу мембран ендоплазматичного ретикулуму гепа- 

тоцитів. Одним з ординальних факторів, що визначають каталітичні

йілив тривалого введення ФБ на вміст цитохрому 

Р-450, АПДазну та АГазну активності мікросом 

печінки дорослих та старих щурів.
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Мал. І



властивості мембранозв'язаних ферментів, являється ПОЛ. В наших 

дослідженнях було встановлено, що в мікросомах печінки старих шу- 

рік у порівнянні з дорослими знижується активність спонтанного 

(кеіндукованого) та не змінюється - індукованого NADPH та аскор- 

бзтом ІЮЛ. При цьому в мікросомальних мембранах зменьшується 

вміст ДК - первинних продуктів спонтанного ПОЛ (табл.2). Вікові 

відмінності, що спостерігаються у вмісті ДК, можуть бути пов'ява- 

Кіаоі із змінами жирнокислотного складу мембран ендоплазматичного 

ретикулуму гепатоцитів старих щурів.

Таблиця 2.

Вміст ДК (нмоль/мг білку) в мікросомах печінки дорослих 

та старих щурів (об'єднані мікротоми від б тварин)
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Локалізація в ліпідному екстракті

Вік

тварин Гептанова Ізопропанолова

фаза фаза

Дорослі 0,619 1,276

Старі 0,481 ' 0,907

Застосування"флуоресцентних зондів, які дають можливість ро­

бити судхенння про стан гідрофобних зон (пірен) та поверхневих 

властивостей (1,8-АНС) біомембран, дозволило встановити, шр в 

мембранах мікросом печінки гепатоцитів старих щурів зменшується 

мі /ол'яакість (мал.2) та змінюється поверхневий заряд (мал.З). 

ймікн, які виявлені, свідчать про суттєву модифікацію фосфоліпід- 

кого та баікок о складу мембран екдопла?матічяого ретикулуму ге- 

SS7CSR?i>, які відбуваються при старінні, що може супроводжува-
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Зміни параметру ^292^470 У флуоресцентному 

спектрі пірену мікросом печінки дорослих та 

старих щурив в залежності від концентрації білку.

Залежність інтенсивності флуоресценції 1,8-АНС 
/*47q/ в*д конЦвнтрвЦІ1 мікросомального білку 

печінки старих та дорослих погрів.

Мал. З



тись відмінностями в функціонуванні мікросомальних монооксигеназ. 

За рахунок амін в фізико-хімічних властивостях мембран мікросом 

може змінюватись "доступність" цитохрому Р-450 до різних субстра­

тів, що, в свою чергу, може приводити до приокоренного метаболіз­

му одних та уповільненого - інших ксенобіотиків та ендогенних 

субстратів.

В основі адаптивної реакції ферментів системи мікросомально­

го окислення печінки на дію ксенобіотиків лежить індуктивний син­

тез цитохрому Р-450, що супроводжується активацією біосинтезу 

білку в гепатоцитах в цілому СВ.В.Ляхович, И.В.Цырлов, 19813. 

Комплексом досліджень, які виконані під керівництвом акад. НАН та 

АМН України В.В.Фролькіса, встановлено, що між активністю біооин- 

тетичного апарату клітини та рівнем полярізації ПМ існує певний 

взаємозв'язок. Показано, що активація біосинтезу білку, яка вик­

ликана різними факторами (введення гормонів, крововтрата, регене­

рація), призводить до розвитку гіперполяризації ПМ різних клі­

тин,в тому числі гепатоцитів, а попереднє введення блокаторів бі­

осинтезу білку запобігає розвитку гіперполяризації. На-основі цих 

даних було висунуто припущення, що гіперполяризація, яка розвива­

ється при активації біосинтезу білку, пов’язана з синтезом особ­

ливих факторів (інверторів), які активують Na+,K+- АТФазу ПМ 

СВ.В.Фролькис, 1992; В.В.Фролькио, А.Л.Шкапенко, 1990; В.В.Фроль- 

кис, В.Л.Матренидойй, 1993). При цьому лишалось нез'яснованим, чи 

пов'язаний даний феномен тільки з дією гормонів, чи він супровод­

жує також активацію біосинтезу білку при інших впливах.

Враховуючи ці дані, нами було проведено вивчення впливу ін­

дуктивного синтезу мікросомальних монооксигеназ на активність 

На-'.К̂-АТОази ГМ гепатоцитів дорослих та старих щурів. Результа­

ти. які отримані, показали, вр еа умов індукції мікросомалвипл 

мг’ніхжскгеява настаєте суттєві зміни ПМ гепатоцитів - зростав ве-
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Щ ЩО контроль EZ3фенобарбітал І-доросли; 2-старі.

  ■  —  - —  - — —
w  •

п Мал.4
a  *©* :

І-після інкубації з цитозолей конт­

рольних, 2-"індукованих" щурі в.

Мал. 5

і
ЬН

І

Зміни активності JfatK^-АТФвзи у 

фракції ізольованих плазматичних 

мембран гепатоцитів дорослих /А/ 

та старих /Б/ щурів після інкуба­

ції з цитозолем гепатоцитів щурів, 

шо індуковані іенобаобіталом.

Емист иитохрому Р-450, АПДазна активність мікросом печінки, 

мембранний потенцівл /МП/, активність ЛГа+,К+-АТФази плазма- • 

точних мембран печінки дорослих та старих щурів при введенні 

фенобарбіталу.



личина МП, активується Na+,K+-AT®a3a (мал.4). При цьому, після 

триденнного введення ФБ у старих тварин спостерігається менш ви­

ражений, ніж у дорослих, приріст вмісту цитохрому Р-450 та АПДаз- 

ної активності (мал.4). Ці дані свідчать про те, що існує певне 

співвідношення між зниженням в старості здатності до генетичної 

індукції мікросомальних монооксигеназ та змінами у властивостях 

ПМ. Можна зробити припущення, щр зміни у активності сістем іонно­

го транспорту та рівні поляризації ПМ, що відбуваються за умов 

індукції, самі по собі можуть впливати на синтез ферментів мікро­

сомального окислення. Як було показано нами раніше СВ.В.Фролькио, 

Г.И.Парамонова, 1980], гіперполяризація гепатоцитів, що викликана 

постійним анодним струмом, приводить до пригнічення індуктивного 

синтезу мікросомальних монооксигеназ, більш вираженого у старих 

щурів. На підставі отриманих даних можна припустити, щр інвертор- 

кий механізм має значення для змін в стані ПМ, які відбуваються 

за умов індукції ферментів мікросомального окислення. В дослідах

з субклітинними гібридами було показано, щр після індукції мікро- 

оомальних монооксигеназ цитозоль гепатоцитів дорослих тварин ак­

тивує Ка̂.К̂-АТФазу інтактних мембран, а цитозоль старих тварих 

подібного ефекту практично не виявляє (мал. 5). Разом з тим, 

ПМ старих щурів зберігають здатність реагувати на інвертори. Так, 

додавання "індукованого" цитозолю гепатоцитів дорослих щурів 

спричиняв активацію Ма̂.К̂-АТФази інтактних ПМ старих тварин. Це 

дозволяє припустити, ар при старінні знижується синтез внутрішнь­

оклітинних факторів регуляції. Зміни у властивостях ПМ за умов 

індукції можуть здійснювати вплив на вікові особливості індуктив­

ного синтезу мікросомальних монооксигеназ гепатоцитів.

Н?;> гуморальна регуляція активності Ферментів

и : кросомддг» ногч окислення пуп старіияі 
В наакх дослідженнях був проведений аналіз нервових впливів
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на активність ферментів мікросомального окислення гепатоцитів до­

рослих та старих щурів в умовах фармакологічної та хірургічної 

денервації печінки. Для вивчення ефекту блокади адренергічних 

нервових впливів були використані резерпін, 9<- та / -адреноблока- 

тори (дибенамін, анаприлін) та двостороння симпатотомія, а для 

вивчення блокади холінергічних нервових впливів - М-холінолітик 

атропін та двостороння субдіафрагмадьна ваготомія.

Проведені дослідження показали, що введення резерпіну не 

спричиняє суттєвих змін у вмісті цитохрому Р-450 у дорослих щу­

рів, але викликає зниження АПДазної активності мікросом на 26 Z 
(р < 0,01). У старих тварин резерпін не справляв впливу на актив­

ність мікросомальних ферментів. Введення та JrадреноОлокато- 

рів приводило до зниженння вмісту цитохрому Р-450 та гідроксилаз- 

ної активності мікросом печінки дорослих та старих щурів.

При аналізі нервових впливів на ферменти мікросомального 

окислення олід враховувати, що використані нами <£- та /-адре- 

ноблокатори являються субстратами мікросомальних монооксигеназ. У 

зв'язку з цим в утрудненим розрізняти адреноблокуючий вплив дибе- 

наміну і анаприліну на систему мікросомального окисленння та їх 

безпосередню взаємодію з цитохромом Р-450.

Для визначення ролі адренергічних нервових впливів в регуля­

ції активності ферментів мікросомального окислення була застосо­

вана симпатотомія. При цьому встановлено (мал.б), щр у дорослих 

та старих щурів на фоні денервації знижуються базальний рівень 

цитохрому р-450 та АГазна активність мікросом. Вираженість поот- 

денерваційних амін мікросомальної системи у дорослих тварнн бу:.з 

значно вищою, ніж у старих. Поряд із змінами базального рівня 

ферментів в десимпатизованій печінці у дорослих тйарин суттєво 

внтоіуеться Індуктивний синтее мікросомялгн:іх ферментів, іуз викли­

каний дією ФН, тоді як у старих щурів симпатотомія не гмінкваля

- 19 -
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Вплив хірургічної денерввції печінки на 

ферменти мікросомального окислення у 

дорослих /А/ та старих /Б/ щурів.

I - контроль; 2 - ваготомія; 3 - симпатотомія; 

4 - фенобарбітал; 5 - ваготоміячфенобарбітал;

6 - сншіатотомія+фенобврбітал.

Мал. 6
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ступеня індуктивного ефекту ФБ.

При вивченні впливу парасимпатичної нервової системи на про­

цеси мікросомального окислення в печінці встановлено, щр блокада 

холінергічних ефектів атропіном приводить до збільшення вмісту 

цитохрому Р-450 та АПДазної активності у дорослих та старих щу­

рів. Аналізуючи ці результати, слід враховувати, що введення ат­

ропіну спричиняє значне підвищення концентрації кортикостероїдів 

та АКТГ в крові дорослих тварин та менш виражене - у старих 

СВ.В.Фролькис и др., 1991].

Активація М-холінергічних рецепторів різноманітними хімічни­

ми агентами супроводжується збільшеннем входу в гепатоцити іонів 

Са2+ та перерозподілом пулів цГШ и цАМЕ в печінці в бік віднос­

ного зниження цАМФ СС.Н.Голиков и др., 1985]. Можливо, що підви­

щення активності мікросомальних монооксигеназ при введенні атро­

піну в більшій мірі пов’язано саме із змінами вмісту стероїдних 

гормонів та цАШ, а не з його холінолітичною дією. Це припущення 

базується на результатах досліджень впливу ваготомії на систему 

мікросомального окислення печінки. В наших дослідах показано 

(мал. 6), що за умов ваготомії у дорослих та старій щурів вміст 

цитохрому Р-450 суттєво не змінюється, а АГазна активність знижу­

ється. АДДазна активність при цьому зменшується у дорослих тварин 

та збільшується - у старих. Блокада холінергічних впливів приво­

дить до зниження у дорослих тварин індуктивного синтезу мікросо­

мальних монооксигеназ, що викликаний введенням ФБ. У старих тва­

рин цей ефект практично відсутній, що свідчить про. послаблення 

холінергічних нервових впливів у старості.

Дослідження, які проведені, показують, що блокада різних 

ланцюгів сйнаптичної передачі справляє значний вплив, на Функціо­

нування системи мікросомального окислення лечіккк. 5в*ртат Н". с-- 

бе увагу, вр на фоні нег-начних амін концентрації цитохрому Р-450



після ваготомії у дорослих та старих тварин суттєво знижується 

ЛГаана активність; АПДазна активність зменшується у дорослих тва­

рин та збільшується - у старих. Симпатотомія приводить до вираже­

ного зниження концентрації цитохрому Р-450 у дорослих і старих 

щурів та різносирямованих змін АДЦазної та АГазно'і активностей.

Для аналізу постденерваційних змін монооксигеназної актив­

ності було проведено електрофоретичне розділення білків мікросом 

печінки дорослих та старих щурів. Проведені дослідження встанови­

ли (табл.З), що під впливом ваготомії у дорослих щурів збільшу­

ється вміст іаоформ цитохрому Р-450 з м.м. 50 та 54 кД, а у ста­

рих тварин - тільки ізоформ з м.м. 54 кД. ДО того ж в меншій мі­

рі, ніж у дорослих. Симпатотомія супроводжується підвищенням від­

носного вмісту гемопротеїдів з м.м. 50, 54 та 56 кД у дорослих

тварин, а у старих - ізоформ цитохрому Р-450 з м.м. 51 та 52 кД. 
При цьому у старих шурів суттєво зменшуються ізоформи з м.м. 54 

та 56 кД.

Під епливом триденного введення ФБ у дорослих тварин збіль­

шується відносний вміст білків с м.м. 50 та 51 кД та зменшується

- в ділянці 54-58 кД. У старих щурів ці зміни виражені значно 

меніе - відмічається ліше приріст площини поліпептидів з м.м. 50 

кД. Введення ФБ на фоні ваготомії у дорослих щурів супроводжуєть­

ся менш вираженим прирістом вмісту ізоформ з м.м. 50 та 51 кД, 

вменшений також і приріст вмісту ізоформ а м.м. 50 кД в умовах 

симпятотомії, а вміст.іаоформ а м.м. 51 кД при цьому не змінюєть­

ся. У старих тварин в умовах симпато- та ваготомії при введенні 

SB профілі розподілу поліпептидних смуг на денситограмах досто­

вірно ке змінюються. Електрофоретичний аналіз свідчить про те, до 

8MSKK монс гигеназко! активності мікросом при денервації печінки 

пов'ягакі ів рмівпмп ікхіорммого складу цктохроиу Р-4 5 0 . Дослід­
ження, які проведені, свідчать, яр регуляція процесів мікросо-
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Мм, КЙ К В В/К С С/К ФБ ФБ/К ВФБ ВФБ/К оиз ОФБ/К

Дорослі :
58 11,3b 8,19 0,72 11,47 1,01 6,91 0,61 6.99 0,62 7,41 0,65
Ьб 15,80 18,33 1,19 19,61 1,24 11,21 0,71 13,75 0,87 14,61 0,92
55 9,08 8,37 0,92 7,58 0,84 3,65 0,40 3,61 0,40 4,36 0,48
54 3,97 7,85 0,98 6,84 1,72 2,61 0,66 3,04 0,76 2,18 0,5552 11,73 14,47 1,23 10,17 0,87 9,12 0,78 11,95 1,02 10,03 0,86
51 13,24 9,42 0,71 10,45 0,79 21,38 1,62 18,60 1,40 13,19 1,00
50 4,92 7,85 1,60 8,14 1,65 11,21 2,28 8,12 1,65 10,03 2,0348 29,89 25,02 0,88 25,71 0,86 33,90 1,13 33,93 1,13 38,17 1,28

Старі :
58 10,65 10,27 0,96 7,77 0,73 8,85 0,83 8,04 0,76 9,25 0,87
56 21,68 24,40 1,12 20,25 0,92 12,20 0,56 11,46 0,53 11,33 0,52£5 6,79 5,87 0,86 4,36 0,64 4,72 0,70 5,02 0,74 5,00 0,7454 5,84 7,52 1,29- 2,35 0,40 4,42 0,76 4,52 0,77 3,78 0,6552 10,18 9,54 0,94 13,42 1,32 9,44 0,93 9,45 0,93 11,14 1,0951 13,00 14,68 1,13 17,20 1,32 12,98 1,00 13,67 1,05 12,46 0,96
50 6,03 7,15 1,19 6,59 1,09 9,83 1,63 9,85 1,63 7,36 1,22
' 48 25,82 20,55 0,80 28,03 1,08 37,56 1,46 37,99 1.47 39,66 1,54

Таблиця З
Вплив денервації печінки та введення ФБ на розподіл 

ізоформ цитохрому Р-450 у дорослих та старих шурів *)

К - кентіч)лг>; В - ваготоміп; О - симпгтотомія; 4>В - введення фенобарбіталу; 
КФБ - ваі'отомія + ФБ; ОТБ - симпатотомія + фенооарбітал. *) Відношення площин
окремій полі пептидін до загальної площини (X).

і
м
W
І



Вплив гетерохронного парабіозу на активність 

ферментів мікросомального окислення печінки мишей.

-  24 -

М - молоді інтактні миші; С - старі інтактні миші; MQ- м.лоді, по­

єднані із старими; С -̂ старі, поєднані з молодими.

Мал.7.

мального окислення знаходиться під контролем симпатичної та пара­

симпатичної нервової системи, забеспечуючих підтримання певного 

ріння мікросомальних монооксигеназ. Послаблення при старінні нер­

вового контролі) над метаболічними процесами може приводити до по­

рушення регуляції окремих ланок системи мікросомального окислення 

печінки, змін субстратно! специфічності цитохрому Р-450, зниження 

адаптаційних можливостей.

Поряд з послабленням нервового контролю, суттєвий внесок у 

знихеяня активності детоксикаційних процесів в печінці при ста­

рінні роблять порушення гуморальної регуляції. Про -це свідчать 

результати вивчення впливу гетерохронного парабіозу на активність 

мікросомального окислення в печінці. Було встановлено, шр у моло­

де та старих парабіонтів знижуються вміст цитохрому Р-450, АГаз- 

н.ч та А1Г:ь*<на активності мікросом печінки у порівнянні із значен­

нями у кгнтро" них поодиноких тварин (мал.7). Зниження вмісту ци-

ТС-гг-̂ му Р*4ЕО тл мсчгаокскгекаеялх активностей у молодп* мгшгп ву- 

хо їгрчлтяз s Яльсіп мірі, ніж у старих тр.арин. Цілком імовірно,



щр в крові старих мишей присутні гуморальні чинники, що справля­

ють пригнічуючий вплив на мікросомальну детоксикаційну сістему. 

За умов гетерохронного парабіозу на фоні зниженої активності мік­

росомальних ферментів у молодих та старих парабіонтів дія цих 

чинників приводить до того, щр показники активності монооксиге- 

назної сістеми молодих парабіонтів наближуються за значеннями до 

величин у старих поодиноких контрольних тварин. Дані, які отрима­

ні, узгоджуються із заключениям про те, шр результатом гетерох­

ронного парабіозу являєтьоя "постаріння" печінки молодого партне­

ра CH.Tauchi, K.Hasewaga, 1977].

Таким чином, зміни детоксикаційної функції печінки, щр нас­

тають при старінні, являються результатом дії гуморальних факто­

рів старіючого організму, результатом порушень нейрогуморального 

контролю над функцією органів та тканин.

Система нейрогуморальної регуляції особливо активується в 

умовах стресу. Для з'ясування вікових особливостей нейрогумораль­

ної регуляції детоксикаційної функції печінки нами було проведено 

вивчення впливу ЕБС на активність ферментів мікросомального окис­

лення.

Дослідження, які були проведені, показали, щр тривалий, про­

тягом двох діб, ЕБС супроводжується різким зниженням вмісту ци­

тохрому Р-450 та АПДазної активності мікросом (мал.8 ). Це знижен­

ня було особливо вираженим у старих тварин та приводило до їх за­

гибелі (смертність 83 Z) при введенні стандартної дози пентобар- 

біталу-натрію, яка застосовується для визначення тривалості нар­

котичного сну.

Враховуючи високу смертність серед старих щурів, в подальших 

дослідах була використана інша модель стресу - дія стресового 

фактору двічи по 10 хв в інтервалом в 1 добу. Вивчення тривалості 

наркотичного сну показало, шр двократний стрес приводить через
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Eft ли в тривалого ЕБС на ферменти мікросомального 

окислення печінки дорослих та старих щурів.
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□  контроль Y7X дослід 

Мал. 8

Eh лив ЕБС на вміст цитохрому Р-450 /I/ та АПДазну 

/2/ активність печінки дорослих та старих щурів.

Мал. 9



24 год до півищенння цього показника на 71 % у дорослих щурів та 

на 21 X - у старих. Черва 4 доби після ЕБС тривалість сну віднов­

люється до вихідного рівня, а потім знижується (на 6 добу) у до­

рослих щурів на 32 X, а у старих - на 20 X. Відновлення показника 

тривалості наркотичного пентобарбіталового сну відбувається у до­

рослих тварин на 12,. а у старих - на 11 добу.

Вивчення активності мікросомальних монооксигеназ в періоди 

максимального підвищення та зниження тривалості наркотичного сну 

встановило (мал.9), що черев 24 год піоля стресу вміст цитохрому 

Р-450 та АПДаана активніоть знижуються у дорослих та старих тва­

рин, а потім збільшуються (на 6 добу).

Таким чином, результати цієї серії досліджень виявили чіткий 

двофазнний характер змін активності ферментів мікросомального 

окислення, до того ж вираженість змін всіх вивчаємих показників 

була вище у дорослих тварин. Слід зауважити, що вікові відміннос­

ті в змінах активності мікросомальних монооксигеназ при ЕБС мо­

жуть обумовлюватись як власне віковими відмінами в детоксикацій- 

ній функції печінки, так і постстресорними зрушеннями в концент­

рації гормонів, що впливають на монооксигеназні активності. 9 да­

них літератури відомо, що за умов ЕБС концентрація АКТГ та корти- 

костерону в крові, спочатку зростає, а потім знижується, при цьому 

зміни в концентрації гормонів менш виражені у старих, ніж у до­

рослих шурів СН.С.Верхратский и др, 19883. Можна вважати, що дво­

фазний характер та вікові відмінності в змінах активності мікро­

сомальних ферментів печінки пов'язані із зрушеннями у вмісті в 

крові кортикостероїдів, що мають місце за умов ЕБС.

При аналізі результатів досліджень, які виявили зниження 

вмісту цитохрому Р-450 в печінці дорослих та старих шурів, в ран­

ні строки після стресу, необхідно враховувати, щр цитохром Р-4БО 

являє собою мемОраноав'язаний фермент, та його активність вале-
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Ейлив ЕБС на ПОЛ в мікросомвх печінки дорослих 

та старих щурів. А - накопичення ЧДА, Б - вміст 

діенових кон’югатів.

Мал.10



жить від мікрооточення в ліпідному бішарі. Зниження вмісту цитох­

рому Р-450 через 24 год після стресу не може бути пов’язаним з 

уповільненням його синтезу, оскільки період полужиття гемопротеї­

ду становить 40 год СТ.Ошга, 1979]. Цілком імовірно, шр в ці 

строки відбувається інактивація цитохрому Р-450, тобто перехід 

його в неактивну форму - цитохром Р-420. Таке припущення базуєть­

ся на літературних даних про активацію ПОЛ в різних органах і 

тканинах в ранні строки після стресових впливів СФ.З.Меерсон, 

1981].

Дійсно, як показали проведені нами дослідження (мал.10 А), 

через 24 год після стресу в мікросомах печінки дорослих щурів 

відбувається активація ферментативного (NADPH-залежного) та не- 

ферментативного (аскорбат-залежного) ПОД. При цьому у старих тва­

рин ПОЛ активується в вначно меншій мірі, ніж у дорослих. На в 

добу після ЕБС NADPH- та аскорбат-залежне переокислення мембран­

них ліпідів у дорослих щурів літається збільшеним, а у старих - 

знижується до контрольного рівня.

Вивчення ДК встановило, щр їх вміст в гептановій (нейтральні 

ліпіди) та ізопропаноловій (фосфоліпіди) фазах у дорослих та ста­

рих щурів через 1 добу після ЕБС збільшувався, а на в добу - зни­

жувався (мал. 10 Б). Відмінності в ступені змін вміоту ДК в різ­

них фазах ліпідного екстракту мікросом печінки дорослих та старих 

тварин, які спостерігаліоь, можуть бути пов'язаними з віковими 

порушеннями структури мембран ендоплазматичного ретикулуму: змі­

нами у властивостях ліпідного бішару та здатності різних класів 

ліпідів до реагування з гідрофобнимми та гідрофільними розчинни­

ками.

Ці дані підтверджені також результатами УФ-спектрофотомет­

рії. Проведені дослідження покааали (мал.11) вбільшення в УФ-

спектрах поглинання суспензій мікросом иечінки - Дгзз- максиму-
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Оіектри поглинання в УФ-ділянці препаратів 

мікросом печінки щурів після ЕБС

І - дорослі, контроль; 2 - дорослі, І доба 

після ЕБС; 3 - дорослі б діб після ЕБС;

4 - старі, контроль; 5 - старі, І доба після 

ЕБС: б - старі, 6 діб після ЕБС.

Мал.II

му, характерного для ДК, у дорослих та старих тварин через 1 добу 

після ЕБС; ці зміни були незначно виражені на 6 добу.

Вільно-радикальне ПОЛ, що активується в біомембранах в умо­

вах ЕБС, супроводжується суттєвими змінами ферментативних власти­

востей, білок-ліпідних взаємодій та конформації мембранних біл­

ків. Дослідження, які проведені, показали, що в умовах ЕБС відмі­

чаються зміни як положення максимуму, так і напівширини смуги 

власної флуоресценції мікросомальних білків. У дорослий тварпи 
через 6 діб, а у старих - через і та 6 діб після ЕБС виявлено



-  ЗІ -

збільшення напівширини даної смуги флуоресценції, щр свідчить про 

суттєві конформаційні зрушення білків мікросомальних мембран. Під 

впливом ЕБС відбувається також вниження інтенсивності власної 

флуоресценції білків мікросом печінки дорослих та старих щурів, 

найбільш виражене через 1 добу після ЕБС, яке дещо нормалізується 

на 6 добу.

Застосування флуоресцентного вонду пірену показало (мал.12 

А), щр ЕБС приводить до вначного підвишення мікров'язкооті гідро­

фобної фази мембран мікросом печінки. Так, у дорослих щурів через 

і добу після ЕБС мікров'явкість мембран рівко збільшується 1 за­

ливається на такому рівні на 6 добу. У старих тварин череп 1 добу

Зміни параметрів І392Л470 У флуоресцентному спектрі пірену /А/ 

та інтенсивності флуоресценції 1,8-АНС /Б/ в залежносте від 

концентрації мікросомального білку в печінці дорослих та старих 

щурів після ЕБС.

Мал.12

1,2,3 - дорослі щури; 4,5,6 - старі щури.

1,4 - контроль; 2,5 - І доба після ЕБС; 3,6 - 6 діб після ЕБС.



мікров'явкість також зростає, але на 6 добу в значній мірі знижу­

ється, наближаючись до норми.

Вивчення змін поверхневого потенціалу мембран мікросом пе­

чінки в умовах ЕБС було проведено із застосуваннем флуоресцентно­

го зонду 1,8-АНС. Як слідує з наведених даних (мал. 12 Б), у до­

рослих щурів відмічається деяке зниженння ступеня зв'язування 

1,8-АНС з поверхнею мікросом під впливом ЕБС як через 1 добу, так

і через 6 діб. У старих щурів ЕБС супроводжується значним зрос­

танням ступеня взаємодії зонду з мембранами мікросом через 1 до­

бу, з деяким зменшенням цього параметру на 6 добу.

Дослідження, які проведені, свідчать про те, що у дорослих 

та старих щурів за умов стресових впливів конформаційні зміни 

мембранних білків та ліпідів, активація ПОЛ, зміни мікров'язкості 

мікросомальних мембран приводять до суттєвої модифікації в фер­

ментативній активності монооксигеназ та порушень детоксикаційної 

функції печінки.

Таким чином, в процесі старіння суттєво змінюється нейрогу­

моральний контроль над системою ферментів мікросомального окис­

лення, і ця обставина приводить до того, що в умовах напруженої 

діяльності, зокрема, в умовах стресу, знижується захисна детокси- 

каційна роль мікросомальних монооксигеназ. Зменшення діапазону 

адаптації ферментів мікросомального окислення в умовах функціо­

нальних навантажень може справляти суттєвий вплив на ТЖ.

Вікові зміни ферментів мікросомального окислення 

печінки у тварин з різною видовою та індивідуальною 

тривалістю життя 

Виходячи з того, що система ферментів мікросомального окис­

лення печінки являє собою важливу ланку в регуляції метаболічних 

процесів в організмі, вважалось за доцільне співставити ерушення 

в активності мікросомальних монооксигеназ із змінами в ТЖ.
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Нами було проведено вивчення амін активності ферментів мік­

росомального окислення печінки при старінні тварин з різною видо­

вою ТЖ - мишей, щурів, морських свинок, кролів та собак. Були 

встановлені міжвидові відмінності у вмісті та активності фермен­

тів мікросомального окислення печінки.

З віком здатність мікросомальних монооксигеназ до метаболіз­

му ксенобіотиків у тварин рівних видів змінюється. Як слідує з 

мал.13, найбільш значимі зміни мікросомальних монооксигеназ при 

отарінні спостерігаються у собак, максимальна видова ТЖ яких до-

Зміни системи ферментів мікросомального окислення 

печінки дорослих та старих тварин різних видів.

Мал.ІЗ



рівнює 20 рокам. Крім того, у собак в старості мають місце значні 

аміни субстратно! специфічності цитохрому Р-450 - зниження здат­

ності до N-деметилювання амінопірину та підвищення активності 

гідроксилювання аніліну. У відповідності з концепцією В.В.Фроль- 

кіса С1981], вікові зміни належать до хронобіологічних, тобто та­

ких, що залежать від ТЖ і тим значніше виражені, чим більше видо­

ва ТЖ.

Проведений нами кореляційний аналіз виявив наявність нега­

тивної кореляції між максимальною ТЖ тварин та активністю мікро- 

сомальної АЩ/'.ази (г в -0,796; р<0,02) та ступенем зниження цього 

показника при старінні (г = -0,893; р<0,01).-

В даний чао накопичений достатній фактичний матеріал, що 

свідчить про існування багатьох метаболічних показників, які ко­

релюють з видовою ТЖ [В.В.Фролькио, Х.К.Мурадян, 1988; 1992]. Се­

ред них певне значення має кореляція між активністю ферментів 

мікросомального окислення печінки та видовою ТЖ.

З іншого боку, рівень детоксикаційних процесів, що характе­

ризують значною мірою адаптаційні можливості організму, грає, 

очевидно, провідну роль у визначенні індивідуальної ТЖ. Про це 

свідчать результати проведених нами досліджень взаємозв'язку між 

індивідуальною ТЖ та рівнем мікросомального окислення в печінці у 

щурів, що старіють. Використання нескладного тестування активнос­

ті ферментів мікросомального окислення за визначенням тривалості 

наркотичного пентобарбіталового сну дозволило виділити з популя­

ції тварин дві групи щурів: з короткою та довгою тривалістю нар­

котичного сну та, відповідно - з високим та нізьким рівнем актив­

ності мікросомальних монооксигеназ (мал.14 А). Спостереження за 

виживаемостю тварин виявили суттєві відмінності між середньою та 

максимальною індивідуальною тривалістю життя (мал.14 Б). Проведе­

ний кореляційний аналіе погеавав наявність поеитивної кореляції
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Динаміка смертності щурів в координатах 

рівняння Гомпертца

йтлив активності мікросомального окислення в печінці на 

індивідуальну тривалість киття щурів.

1 - група "короткосплячих" щурів;

2 - група "довгосплячих" щурів.

Мал.І5

I - група "короткосплячих" щурів, 2 - група "довгосплячих" щурів.

Мал.14



між активністю мікросомальних монооксигеназ та індивідуальною ТЖ 

старих тварин. Як видно з мал.15, тварини дослідних групп розріз­

няються не тільки за ТЖ, а й за віковою динамікою смертності. 

Так, "короткосплячі" шури характеризуються меншою швидкістю вими­

рання в 20-місячному віці у порівнянні с "довгосплячими" та 

збільшенням швидкості вимирання на пізднішому етапі онтогенезу. 

Розрахунок констант рівнянння Гомпертца доозволяє прийти до зак­

лючения, що "короткосплячі" тварини (тобто особини 8 високою ак­

тивність*) мікросомального окислення) являють собою особливу суб- 

популяцію особин-довгожителів.

На підставі цих досліджень можна зробити висновок про те, що 

високий рівень детоксикаційних процесів, забезпечуючий адаптацію 

організму до впливу хімічних факторів оточуючого середовища, яв­

ляється, можливо, одним з важливих механізмів вітаукта 

СВ.В.Фролькис, 19813, які направлені на підтримання життєдіяль­

ності та забезпечення високої індивідуальної ТЖ. Високий рівень 

детоксикаційних процесів являє собою, можливо, одну з причин дов-•»v
гожительства у людей CH.Н.Чапаева и др., 19803. Ці дослідження

свідчать про важливу роль системи мікросомального окислення пе­

чінки в підтриманні жіттєздатності організму, підвищенні ТЖ.

Вплив додаткової детоксикації організму 

(ентерооорбиії) на триваліть життя 

На сучасному етапі розвитку геронтології можна стверджувати, 

що існує не одна, а багато причин розвитку старіння і серед них 

неабияке значення має вплив ендогенних та екзогенних токсичних 

речовин. З цієї точки зору і в наші дні залишаються актуальними 

уявлення І.І..Мечнікова (1907) про старіння як своєрідну інтокси­

кацію організму.

Припущення про можліву роль рівних метаболітів в генееі ста­

ріння стало підставою для застосування методу ентеросорбції для
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Eh лив ентеросорбції на індуктивний синтез ферментів 

мікросомального окислення печінки дорослих та старих 

щурів

□  контроль ентеросорбція

Е2  фенобарбітал gg ентеросорбція+фенобарбітал

Мал.16

додаткової детоксикації організму з метою пролонгування життя. 

Всі відомі до цього часу експериментальні методи пролонгування 
життя показували себе ефективними за умов їх використання задовго 

до настання старості. Якщо припустити, щр в генезі старіння сут­

тєве значення мають токсичні метаболіти, то застосування ентеро- 

сорбції виправдано на піздніх.етапах онтогенезу, коли вже відбу­

вається накопичення цих продуктів життєдіяльності.

В проведених нами дослідженнях було встановлено, що певний 

режим ентеросорбці! спричиняв збільшення очікуваної середньої (на

47,3 X) та максимальної (на 43,4 X) ТЖ старих щурів. При цьому 

важливо було встановити, як додаткова детоксикація організму 

впливає на мікросомальні монооксигенази печінки. Дослідження, які 

булі проведені (мал.16), показали зниження під впливом ентеро- 

сорбції у піддослідних щурі в активності мікросомальних моноокси- 

геная, ио пов'йеано, очевидно, іе ометпенкям концентрації в к р о п і



токсичних речовин, які являються субстратами ферментів мікросо­

мального окислення та ендогенними індукторами цитохрому Р-450.

Вивчення впливу ентеросорбці'і на індуктивний синтез мікросо­

мальних монооксигеназ, викликаний введенням ФБ, показало 

(мал.16), що попереднє введення ентеросорбенту супроводжується 

тим, що у старих тварин індуктивний ефект ФБ згідно всіх вивчає- 

мих показників стає порівняним з таким, який має місце у дорослих 

тварин. Ці дані свідчать про те, що геропротекторний вплив енте- 

росорбції пов'язаний з підвищенням діапазону адаптаційних можли­

востей системи ферментів мікросомального окислення в умовах функ­

ціональних навантажень.

Таким чином, проведені дослідження показали, щр ентеросорб- 

ція являє собою ефективний геропротекторний засіб, який збільшує 

ТЖ старих тварин. Можна вважати, що ентеросорбція являє собою 

один з тих методів, які можуть бути рекомендовані для їх викорис­

тання у людини.

висновки.
1. При старінні змінюються івоформний оклад цитохрому Р-450 

та фізико-хімічні властивості мембран ендоплазматичного ретикулу- 

му гепатоцитів.

2. В умовах функціональних навантажень у старих тварин пору­

шується синтез окремих ізоформ цитохрому Р-450, що супроводжуєть­

ся своєрідним вичерпанням монооксигеназної активності. При ста­

рінні збільшується латентний період дії Індуктору та знижуєтьоя 

індуктивний ефект, що свідчить про зменшення адаптаційних можли­

востей мікросомальної детоксикаційної системи.

3. При старінні змінюється внутрішньоклітинна регуляція ін­

дуктивного синтезу ферментів мікросомального окислення печінки, 

що опосередкована отаном плавматичних мембран гепатоцитів.

4. Система ферментів мікросомального окислення печінки вна-
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ходиться під контролем нервової регуляції,! фармакологічна блока­

да адрен- та холінергічних нервових імпульсів, а також хірургічна 

денервація печінки приводять до змін активностей мікросомальних 

монооксигеназ та ізоформного складу цитохрому Р-450.

5. При старінні нервовий контроль аа системою мікросомально- 

го окислення печінки послаблюеься. Блокада нервових впливів у 

старих тварин супроводжується менш вираженими змінами базального 

рівня активності мікросомальних: монооксигеназ та їх індуктивного 

синтезу у порівнянні із дорослими. Поолаблення нервового контролю

являє собою, можливо, одну з причин зниження детоксикаційної
і

функції печінки в старості.

6. Суттєвий внесок в зниження активності ферментів мікросо­

мального окислення печінки при отарінні оправляють гуморальні 

фактори організму, щр старів.

7. Тривалий ЕБС приводить до різкого зниження вмісту та ак­

тивності ферментів мікрооомального окислення, особливо вираженого 

у старих тварин, що приводить до збільшення їх смертності при 

надходженні суОтоксичних до» коенобіотиків. За умов помірних 

стресових впливів спостерігається двофазний характер змін мікро­

сомальних монооксигеназ печінки - слідом за зниженням їх функціо­

нально! активності настав підвищення, щр характеризує фазу адап­

тації.

8. Зміна у вмісті та активності мікросомальних монооксигеназ 

в різні строки післй стресу супроводжується відмінностями спон­

танного, ферментативного та неферментативного ПОЛ, накопиченням 

дієноних кон’югатів тв модифікацією мембран ендоплазматичного ре­

тикулуму - конформаційними зрушеннями білкових молекул, порушен­

ням Сілок-ліпідних взаємодій, підвищенням мікров'язкості ліпідно­

го бішару та змінами поверхневого заряду мембрани.

9. Зміни вмісту цитохрому Р-450, монооксигенааної активное-
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ті, ПСШ та фізико-хімічних властивостей мікросомальних мембран 

після стресу були більш виражені у дорослих тварин, що свідчить 

про зниження адаптаційних можливостей системи ферментів мікросо­

мального окислення в старості.

10. Вікові зміни активності ферментів мікросомального окис­

лення печінки у тварин різних видів належать до хронобіологічних, 

тобто залежать від ТЖ життя та тим більше виражені, чим вище ви­

дова ТЖ.

11. Виявлена позитивна кореляція між індивідуальною ТЖ та ак­

тивністю ферментів мікросомального окислення печінки. Високий рі­

вень детоксикаційних процесів, що забеспечують адаптацію організ­

му до впливу хімічних факторів оточуючого середовіща, являв собою 

один з механізмів вітаукту, направлених на підтримання життєді­

яльності та забезпечуючих високу індивідуальну'ТЖ.

12. Додаткова детоксикація органігму старих тварин за допомо­

гою ентеросорбції приводить до збільшення середньої та максималь-. 

ної ЇЖ. Геропротекторний ефект ентерооорбції пов'язаний із підви­

щенням діапазону адаптаційних можливостей сіотеми ферментів мік­

росомального окислення в умовах функціональних навантажень, що 

виявляється збільшенням індуктивного оинтезу монооксигеназ у ста­

рих тварин після ентеросорбції.
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Парамонова Г.И. Регуляция микросомального окисления в печени при 

старении (рукопись).

Диссертация на соискание ученой степени доктора биологических на­

ук по специальности 03.00.04 - биохимия. Институт геронтологии 

АМН Украины, Киев, 1994. Защищается 53 научные работы и 1 авторс­

кое свидетельство, которые содержат экспериментальные данные о 

регуляции активности ферментов микросомального окисления печени. 

Показано, что снижение активности микросомальных монооксигеназ в 

старости связано с изменением изоформного состава цитохрома 

Р-450, физико-химического состояния микросомальных мембран, ос­

лаблением нервного контроля. Установлена взаимосвязь между актив­

ностью детоксикационных процессов в печени и продолжительностью 

жизни животных.

Paramonova G.I. Regulation of the microsomal oxidation in liver 

during aging (manuscript).

Doctor of Biological Sciences Dissertation (Speciality

03.00.04 - biochemistry). Institute of Gerontology of Ukrainian 

ANS, Kiev, 1994.

The materials of 53 scientific reports and 1 patent, con­

taining experimental data elucidating the problem of age-depen­

dent changes of the hepatic microsomal regulation oxidation, 

are defended. It is shown that the diminishing of microsomal 

monooxygenases activity in aging is accompanied by the cytoch­

rome P-450 isoforms content and physico-chemical properties of 

membranes changes, nerve control reducing. The relationship 

between the hepatic detoxication function and life-span longe­

vity is established.

Ключові слова: печінка, мікросомальне окислення, ізоформи цито­

хрому Р-450, стрес, тривалість життя, старіння, регуляція.
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