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THE MITOCHONDRIAL ENZYME ACTIVITY IN THE EVALUTION OF HEPATOCELLULAR INJURIES

Askarov, T. A., Akhmedov, M. D., Fayziev, Y. N., Ashurmetov, A. M., Dalimov K.S., Agzamova M.N.,
Usarov A., Zufarov K.
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ü Resume,
The test of quantitative evalution of the state of liver ðarenchyma has been develoðed on the basis of different

models of heðatocelluiar injuries induced by effect of CCL4, DL-galactosamine, mechanical jaundice, ischemia in the
laboratory animals. The test was based on determination of the coefficient obtained due to studying of the activity of
cytochromoxidase during the, ðresense of two substrates cytochrome Ñ and TMFD in the organ tissue homogenate.
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Àêòóàëüíîñòü

  ðè äèàãíîñòèêå ñòåïåíè ãåïàòîöåëëþëÿðíûõ ïî-
  âðåæäåíèé ïðè îñòðûõ è õðîíè÷åñêèõ çàáîëåâà-

íèÿõ ïå÷åíè èñïîëüçîâàíèå ìåòîäèêè ïîçâîëÿþùåé
îïðåäåëèòü êîëè÷åñòâî ñîõðàííûõ è ôóíêöèîíàëüíî-
ñïîñîáíûõ êëåòîê ïàðåíõèìû ïå÷åíè ÿâëÿåòñÿ àêòó-
àëüíîé [1,2,3,6,8,9]. Òàê êàê, äàåò âîçìîæíîñòü îáúåê-
òèâíî îöåíèòü ñîñòîÿíèå ïå÷¸íî÷íîé ïàðåíõèìû â
êàæäîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå, îáîñíîâàííî ïîäõîäèòü
ê âûáîðó ìåòîäà ëå÷åíèÿ è îáú¸ìà õèðóðãè÷åñêîãî
âìåøàòåëüñòâà, åãî ïàòîãåíåòè÷åñêîé îáîñíîâàííî-
ñòè è àäåêâàòíîãî êîíòðîëÿ òå÷åíèÿ ïîñëåîïåðàöè-
îííîãî òå÷åíèÿ [4, 10 ].

Ìàòåðèàë è ìåòîäû

Äëÿ ñîçäàíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè ãåïàòî-
öåëëþëÿðíîé íåäîñòàòî÷íîñòè ýêñïåðèìåíòû áûëè
ïðîâåäåíû íà 124 êðûñàõ-ñàìöàõ ëèíèè Âèñòàð. Ïðî-
âåäåíî 5 ñåðèé ýêñïåðèìåíòîâ:

11. Êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà.
12. Ïîñëå çàòðàâêè â äîçå 150 ìã/100 ãð ìàññû âíóò-

ðèáðþøèííûì ââåäåíèåì DL-ãàëàêòîçàìèíà.
13. Ïîñëå çàòðàâêè âíóòðèáðþøèííûì ââåäåíèåì

0,25 ìë/100 ãð ìàññû ÑÑL4.
14. Ìîäåëü ìåõàíè÷åñêîé æåëòóõè ïîñëå ïåðåâÿç-

êè îáùåãî æåë÷íîãî ïðîòîêà.
15. Íîðìîòåðìè÷åñêîé èøåìèè.

Ï
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Ââåäåíèå ãàëàêòîçàìèíà ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ îñ-
òðîé ïå÷¸íî÷íîé íåäîñòàòî÷íîñòè, óæå ÷åðåç 24-48
÷àñîâ ñî 100% ãèáåëüþ æèâîòíûõ ÷åðåç 56 ÷àñîâ. Â îò-
ëè÷èå îò íåãî ïðè ââåäåíèè ÑÑL4 óêàçàííûå èçìåíå-
íèÿ íàáëþäàëèñü â áîëåå ðàííèå ñðîêè (÷åðåç 12-24
÷àñà) ïîñëå çàòðàâêè. ×åðåç 12-18-24 è 48 ÷àñîâ ïîñëå
ââåäåíèÿ ãàëàêòîçàìèíà, 12 è 24 ÷àñà - ÑÑL4; ÷åðåç
30, 60 è 120 ìèíóò íîðìîòåðìè÷åñêîé èøåìèè; 7, 14
è 21 ñóòêè ïîñëå îáòóðàöèè - æèâîòíûõ çàáèâàëè äå-
êàïèòàöèåé â õîëîäíîé êîìíàòå. Áûñòðî èçâëåêàëè
ïå÷åíü, ïðîìûâàëè è ãîòîâèëè ãîìîãåíàò â ñðåäå,
ñîñòîÿùåé èç 0,25 ñàõàðîçû, 2x10-4 Ì ÝÄÒÀ(ýòèëåí-
äèàìèíòåòðàóêñóñíàÿ êèñëîòà); 0,01 Ì òðèñ-ÍÑL áó-
ôåðà ñ ðÍ 7,4 â ñîîòíîøåíèè òêàíè è ñðåäû 1:2. Ïîëÿ-
ðîãðàôè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñî ñòàíäàðòíûì ïëà-
òèíîâûì ýëåêòðîäîì Êëàðêà çàêðûòîãî òèïà íà ïî-
ëÿðîãðàôå LÐ-7 [7].

Â ïîëÿðîãðàôè÷åñêóþ êþâåòó îáúåìîì 1,1 ìë. ïî-
î÷åð¸äíî âíîñèëè ãîìîãåíàò èç ðàñ÷¸òà 1-2 ìã. áåëêà,
àñêîðáàò íàòðèÿ â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 2ìÌ,
ÒÌÄÔ (òåòðàìåòèëåíïàðàôåíèëåíäèàìèí)-1 ìêÌ è
öèòîõðîì-Ñ-1 ìêÌ. Ñêîðîñòü äûõàíèÿ âûðàæàëè â
íìîëü Î2/ìèíóò. ìã áåëêà. Âûñ÷èòûâàëè ïðîãíîñòè-
÷åñêèé êîýôôèöèåíò (ÏÊ) ïî ôîðìóëå:

ÏÊ = Öèòîõðîì Ñ- Àñêîðáàò Nà / ÒÌÔÄ - Àñ-
êîðáàò Na

Öèôðîâîé ìàòåðèàë îáðàáîòàí ìåòîäîì âàðèàöè-
îííîé ñòàòèñòèêè.

Ðåçóëüòàò è îáñóæäåíèå

×åðåç 12 ÷àñîâ ïîñëå çàòðàâêè ãàëàêòîçàìèíîì,
ïîëÿðîãðàôè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè (òàáë. 1),
ñêîðîñòü àñêîðáàò-çàâèñèìîãî ïîòðåáëåíèÿ Î2 âîç-
ðàñòàëà íà 62,8% (Ð<0,05), â äàëüíåéøåì ýòîò ïîêà-
çàòåëü ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ è ê êîíöó ýêñïåðèìåí-
òà ýòî óâåëè÷åíèå ñîñòàâëÿåò ëèøü 23,8%. Â îòëè÷èå
îò íå¸ ÒÌÔÄ-îêñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü ãîìîãåíàòà ïå-
÷åíè ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ (íà 24,5% ÷åðåç 48 ÷àñîâ
çàòðàâêè). Öèòîõðîì-Ñ îêñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü ïîâû-
øåíà ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî íà 30-50% âî âñå ñðîêè
èññëåäîâàíèÿ. Ó êðûñ, ïîëó÷àâøèõ ÑÑL4, íàìè âûÿâ-
ëåíà òàêàÿ æå äèíàìèêà èçìåíåíèé ñêîðîñòè ïîòðåá-
ëåíèÿ 02 â ðàçëè÷íûõ ìåòàáîëè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ. Îò-
ëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ äàííîé ìîäåëè îò ãàëàê-
òîçàìèíîâîãî, áûëà ðåçêàÿ àêòèâàöèÿ öèòîõðîì Ñ-
îêñèäàçû (ïðåâûøåíèå íà 162,4 è 136,2 % çíà÷åíèé
èíòàêòíûõ êðûñ ÷åðåç 12 è 24 ÷àñà îò çàòðàâêè). Ìî-
äåëü íîðìîòåðìè÷åñêîé èøåìèè íå îêàçûâàëà ñóùå-
ñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà àñêàðáàò - çàâèñèìîå ïîòðåá-
ëåíèå Î2 ãîìîãåíàòàìè ïå÷åíè. ÒÌÔÄ-ýêñèäàçíàÿ
àêòèâíîñòü ïîñòåïåííî èíãèáèðîâàëàñü, òîãäà êàê
öèòîõðîì-Ñ-îêñèäàçíàÿ - ïîñòåïåííî âîçðàñòàëà,
ïðåâûøàÿ ê 120-é ìèíóòå èøåìèè èñõîäíûå ïàðàìåò-
ðû äîñòîâåðíî íà 78,1%. Ñîçäàíèå ìîäåëè îáòóðàöè-
îííîé æåëòóõè ñïîñîáñòâîâàëî ïîâûøåíèþ àñêîðáàò-
çàâèñèìîãî ïîòðåáëåíèÿ Î2 íà 98,1; 259 è 118,1% ÷å-
ðåç 7, 14 è 21 ñóòêè, ñîîòâåòñòâåííî îò íà÷àëà îïûòà.
Â îòëè÷èå îò âûøåïåðå÷èñëåííûõ ìîäåëåé ïðè äàí-
íîé ìîäåëè, ìû íå íàáëþäàëè èíãèáèðîâàíèÿ ÒÌÔÄ-
îêñèäàçíîé àêòèâíîñòè. Çíà÷åíèÿ åå âî âñå ñðîêè èñ-
ñëåäîâàíèÿ äîñòîâåðíî ïðåâûøàëè íîðìàòèâíûå ïà-
ðàìåòðû íà 39; 137,5 è 60,5%, ñîîòâåòñòâåííî. Îòìå-
÷åíà ðåçêàÿ àêòèâèçàöèÿ öèòîõðîì-Ñ-îêñèäàçíîé àê-
òèâíîñòè, çíà÷åíèÿ êîòîðîé âîçðàñòàëè íà 215; 243 è
164,5%, ñîîòâåòñòâåííî ñðîêàì.

Ñëåäîâàòåëüíî, ðàçëè÷íûå ìîäåëè íåêðîçà ïå-
÷åíè, ñóùåñòâåííî èçìåíÿþò ñêîðîñòü ïîòðåáëåíèÿ
Î2 ãîìîãåíàòàìè ïå÷åíè. Áîëåå âûðàæåíî ýòî ïðîÿâ-
ëÿåòñÿ íà ìîäåëè îáòóðàöèîííîé æåëòóõè. Íàáëþäà-
åìîå èíãèáèðîâàíèå ÒÌÔÄ-îêñèäàçíîé àêòèâíîñòè
ãîìîãåíàòîâ ïå÷åíè ïðè õèìè÷åñêîì è èøåìè÷åñ-
êîì ïîâðåæäåíèÿõ, íà íàø âçãëÿä, ñâÿçàíû ðåçêèì
íàðóøåíèåì òåðìèíàëüíîãî ó÷àñòêà äûõàòåëüíîé
öåïè, òàê êàê ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû [8] îò-
ìå÷àåòñÿ ñîëþáèëèçàöèÿ öèòîõðîìà Ñ, ëîêàëèçîâàí-
íîãî íà âíåøíåé ñòîðîíå, âíóòðåííåé ìåìáðàíû
ìèòîõîíäðèé, ÷òî îãðàíè÷èâàåò ïåðåíîñ ýëåêòðîíîâ
íà òåðìèíàëüíûé ó÷àñòîê äûõàòåëüíîé öåïè. Ïîäâåð-
æäåíèåì íàøåãî ïðåäëîæåíèÿ ÿâëÿåòñÿ àêòèâàöèÿ
ñêîðîñòè ïîòðåáëåíèÿ Î2 ïðè äîáàâëåíèè ýêçîãåí-
íîãî öèòîõðîìà Ñ. Ñëåäóåò ñêàçàòü, ÷òî âûÿâëåííûå
íåêîòîðûå îòëè÷èòåëüíûå îñîáåííîñòè èñïîëüçîâàí-
íûõ íàìè ìîäåëåé ñâÿçàíû ñ ðàçëè÷íîé òî÷êîé ïðè-
ëîæåíèÿ èõ.

Ïðè èñïîëüçîâàííûõ íàìè ìîäåëÿõ îòìå÷àåòñÿ
ðàçëè÷íàÿ ëåòàëüíîñòü. Òàê íàèáîëåå âûñîêàÿ ëåòàëü-
íîñòü âûÿâëåíà ïðè èñïîëüçîâàíèè ãàëàêòîçàìèíîâîé
ìîäåëè ïîðàæåíèÿ ïå÷åíè, ÷òî â îïðåäåëåííîé ñòå-
ïåíè íå ñîâïàäàåò ñ äàííûìè ïîëÿðîãðàôèè. Äëÿ âû-
ÿñíåíèÿ ïðîãíîñòè÷åñêîãî çíà÷åíèÿ ìèòîõîíäðèàëü-
íûõ ôåðìåíòîâ â îöåíêå ñòåïåíè ãåïàòîöå-ëþëëÿð-
íûõ ïîâðåæäåíèé íàìè áûë ðàçðàáîòàí ïðîãíîñòè-
÷åñêèé êîýôôèöèåíò. Âûáîð äàííîé ôîðìóëû áûë
îáóñëîâëåí ëîêàëèçàöèåé èñïîëüçîâàííûõ íàìè ôåð-
ìåíòíûõ ñèñòåì äûõàòåëüíîé öåïè ìèòîõîíäðèé.

Àíàëèç äàííîãî êîýôôèöèåíòà ó æèâîòíûõ, çàò-
ðàâëåííûõ ãàëàêòîçàìèíîì, ïîêàçàë ðåçêîå å¸ óâå-
ëè÷åíèå äî 5,00±0,05; 6,94±0,005; 9,70+0,10; 13,20±0,10
- ÷åðåç 12, 18, 24 è 48 ÷àñîâ ïîñëå çàòðàâêè, ïðè çíà-
÷åíèè ýòîãî ïîêàçàòåëÿ èíòàêòíûõ êðûñ 1,90±0,05.
Ïðè÷¸ì, çíà÷åíèÿ åãî ñîâïàäàëè ñ ëåòàëüíîñòüþ â
ýòè ñðîêè èññëåäîâàíèÿ. Äàííûé êîýôôèöèåíò ïðè
ÑÑL4 ïîðàæåíèè ïå÷åíè äîñòèãàë 7,20±0,005 è
10,90±0,04 (÷åðåç 12, 24 ÷àñà ïîñëå çàòðàâêè), à çàòåì
ñíèæàëñÿ äî 7,90±0,005, íî âñ¸ åù¸ ïðåâûøàë íîð-
ìàòèâíûå ïàðàìåòðû. Ïðè÷¸ì, íàèáîëüøàÿ ëåòàëü-
íîñòü â äàííîé ãðóïïå ïðîÿâëÿëàñü ÷åðåç 24 ÷àñà, à â
äàëüíåéøåì îòìå÷åíî ñíèæåíèå ëåòàëüíîñòè.

Ñëåäîâàòåëüíî, ïðåäëàãàåìûé íàìè êîýôôèöèåíò
îòðàæàåò ñòåïåíü ïîâðåæäåíèÿ ãåïàòîöèòîâ è ñîâïà-
äàåò ñ ëåòàëüíîñòüþ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ.
Ïîäòâåðæäåíèåì ýòîìó ÿâëÿåòñÿ ïðîãðåññèâíîå ïî-
âûøåíèå ÏÊ ïî ìåðå äëèòåëüíîñòè èøåìèè. Â îòëè-
÷èå îò íèõ çíà÷åíèÿ ÏÊ ïðè îáòóðàöèè îáùåãî æåë-
÷íîãî ïðîòîêà îòìå÷åíû íà 7 ñóòêè (ïîâûøåíèå äî
9,80±0530)5 à çàòåì ïîñòåïåííîå åãî óìåíüøåíèå, ÷òî
ñîâïàäàëî ñ íàèáîëüøåé ëåòàëüíîñòüþ â ýòè ñðîêè.
Íà íàø âçãëÿä, ñíèæåíèå ëåòàëüíîñòè â áîëåå ïî-
çäíèå ñðîêè ñâÿçàíî ñ ðåêàíàëèçàöèåé îáùåãî æåë÷-
íîãî ïðîòîêà [5].

Âûâîäû:

1. Ó êðûñ ñ õèìè÷åñêèì è èøåìè÷åñêîì ïîðàæå-
íèåì ïå÷åíè íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèå ÒÌÔÄ-îêñèäàç-
íîé àêòèâíîñòè ãåïàòîöèòîâ,âñëåäñòâèå ñîëþáèëèçà-
öèè öèòîõðîìà Ñ, òàê êàê äîáàâëåíèå ýêçîãåííîãî öè-
òîõðîìà Ñ ñóùåñòâåííî àêòèâèçèðóåò ïåðåíîñ ýëåêò-
ðîíîâ ïî äûõàòåëüíîé öåïè.

2. Â îòëè÷èå îò íèõ, íà ìîäåëè ìåõàíè÷åñêîé æåë-
òóõè àêòèâèçèðóþòñÿ, àñêîðáàòçàâèñèìîå ïîòðåáëå-
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íèå Î2, ÒÌÔÄ- è öèòîõðîì Ñ-îêñèäàçíûå àêòèâíîñ-
òè ãåïàòîöèòîâ.

3. ÏÊ õàðàêòåðèçóåò ñòåïåíü ïîâðåæäåíèÿ ïå÷åíè
è ñîâïàäàåò ñ ëåòàëüíîñòüþ. Åñëè ïðè ãàëàêòîçàìèíî-
âîì è èøåìè÷åñêîì ïîðàæåíèÿõ ïå÷åíè îí ïðîãðåñ-

ñèâíî âîçðàñòàåò, òî ïðè ÑÑL4 è îáòóðàöèîííîé ìî-
äåëè îí âíà÷àëå ðåçêî âîçðàñòàåò è ïîñòåïåííî ñíè-
æàåòñÿ â äàëüíåéøåì, ÷òî ñîâïàäàåò ñ ëåòàëüíîñòüþ
æèâîòíûõ â ýòèõ ãðóïïàõ.

Период исследования Аскорбат  зависимая ТМФД-оксидазная Цитохром С-оксидазная 
Контрольная 
 

10,50±0,15 20,00±1,50 27,90±3,00 

ДL-галактозамин, через (час):12 17,10±0,98* 21,90±1,10 41,80±3,50* 
18 13,10±0,60* 17,00±0,60 40,01±1,16* 
24 13,50±0,60* 15,90±0,60* 36,82±0,60* 
48 13,00±0,40* 15,10±0,80* 39,01±4,43* 
CСL4, через12 час 13,73±0,37* 21,90±0,41 73,20±3,03* 
24 11,82±0,41 14,85±0,44 65,90±2,02* 
Ишемии,через(мин.):30 10,54±0,26 16,50±0,45* 28,60±0,86 
60 12,01±0,80 15,72±0,91* 33,82±2,61 
120 11,24±0,36 15,93±0,90* 49,72±6,32* 
Обтурация, через (сутки) 7 20,81±0,80* 27,82±0,90* 87,93±2,50* 
14 87,93±2,50* 7,53±0,81* 95,71±0,61* 
21 37,72±0,91* 32,11±1,13* 73,85±4,52* 
 

Òàáëèöà 1.

Ñêîðîñòü ïîòðåáëåíèÿ êèñëîðîäà (â íìîëü Î2 ìèí-1 ìã-1) ïå÷åíè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ â ðàçëè÷íûõ
ìåòàáîëè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ

Ïðèìå÷àíèå :* - ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïîêàçàòåëÿìè êîíòðîëüíîé è îïûòíîé ãðóïï äîñòîâåðíû (Ð<0,05)
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