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Ёа 0сно!ании открь|того недавно явления формирования нестабильного комплекса ферригеь:огло-

бцна (ферриБб) с локализованной *' -"''"{,й]'й.й?р!,.* т.]АоРн оксидазой (\ох) бь:л разрабо-

тан про.9тои, 
"ра'*йЁ;;;;;"ййоемкий' 

легко вн€дРяемь:й и эффективнь:й метод полу1|ения

фракшии \ох из "";а;;;';;;;йй'''''й''{""[ 
сйкйт) крь:с с использованием ионообменной

' хроматолрафии на ."',''''." ов-52. 8первьпе пока3ано, нто ферриЁБ (до 2 х |0-6 й) стимулирует

(до 2 ра]).рил''"",. ш'* й' мкмт , рао'',Бййу, ф'.у послс ?в аэробной инцбашии водной смеси

Ё;;;;;#;;] йБ, зтъё "'рЁ-в''" 
,;'Б- о'''*'-",ектральнь|е, кислотно_основнь|е характ9ристики'

; 1;*"*д'РЁ_зависимая Ф;-пролуцирующая и ферриЁб_восстанавливающая активности |''|ох

из |\4(й1 практически не отли1|аются оттаковь!х'ш:я ["]ох из мембран дРугих типов клсток (селе-

3епка, эритроцить|, ;;;;;;,й ;".! ит'д.). 8 этих условиях синтетический аналог нейроактивного бо-

гатого пролиЁом '''й1".1й'а 
(Б!-|||_!) из нейросекреторнь!х гранул гипотш|амуса _ галарьсг:н (ао

|0 мкг) нелинейнь:м образом подавляет рилизинг \ох и стимулирует ]:]А9РЁ-зависи!\!ую Ф| -пролу-

цируюцую р ферриЁБ_восстанав'|иваю!цую акт}|вности }',]ох. йо>кно 3а!о|ючить, что индуциРованис

;;;;;;;;гн;- }: ййй; о.ББй'"й'.л'6""'" является новь[м механи'3р|ом десатабилизации этих

мем6ран, а подавление галармином рили3инга \ох и стимуляция \А9РЁ_зависимой Ф2 _проауши-

рующойи ферриБб-восстанавливагогцей активностей этой }"|ох _ новь[м |\{ехани3мом стабилр:зации

мкмт'а такхе иммуномодуляции и регуляции кислородного гомеоста3а в ш':о3говой ткани'

':
1

!Фюч9воуе.слов,/к'''*, мозеовой п1канц, /''!А|РЁ оксц0аза, ферриаемоелобин, рилцзцне' аалармцн'
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включая мембрань: этих к'''|еток' дл'! которь|х и3о-

формь: \ох (22 и 91 рБох) являются структурно-

фун кшионал ьн ь| м и ком поне нтам и. л ок&'! и3ован -

нь|!ии на поверхностньпх формированиях этих

мембран 1|, 2]. ||овь:шение активности }'!ох ьло-

хет привести к ра3витию нейродегенеративнь|х
заболеваний. 1ак. под влиянием липополу1с^ха-

рида ("!-| 0€) наблюдается повь|!1]ение суперок-
сид-продуциру:огшей активности иммуннь|ми
к.,|етками мо3говой ткани -микроглии с повь!}]|е-

нием уровня по. [1ри этог|' антиоксиданть|
(\-ашетилшистеин) и ингибиторь: }'1ох (дифени-

лениодониум) снихают повреждаюццее действие

эффектов супеРоксиднь|х радикалов (Ф: ) [3' 4)

[-|овь:ш-:ение активности \ох в микрог'']иях инду-

ци рует хрон ически й оксидати вн ь| и стресс клето к

гиппокампа и трав|\1атического поврежден!1я
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говой' [!<ан и"п Ё'й]; рё1|ул я ши и аэробн ьпх метаболи -

чески! 'ЁрсцЁёсьн Ё!}',{астием активнь|х форм кис-
, 

"йЁ^; 
:(!]о'й[' ![й ф#|, ,'-л о ги ч ес к и х оостоя н и я х

разл и**о'.|'ф1,1р|рф<[{г"а н абл юдается изм е н е н и е

т.ц доЁА.!аЁшЁй $'Ёй ; э; - п роду ц и ру юш-де й а кти в -

н ости и5"Ф4Ёф]8Ёх)!ё' н а ру *е н'и е м ф и зг: ол о г и н е _

"*ого 
ЁАьноЁБ3|;п ьтейу анти- и прооксидантнь!-

"" си'ё|Ёйа;;;'::''в'рц*5ультате этого наблюдается
"и си'ё}ей|ми{11..в'р[5ультате этого наблюдается
повьпшёние}.у[9вня 1АФ|(, которь:е индуцируют
о кс и д1тщц9л|'+ !::-т:т: 
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?50 €|,1йФЁ9Ё и др.
: ::: ; ,: ]:::' :.:,! ; !;:;

моз гё [ои:тк#й ; :Ё иЁЁи ои!ор ьп }"! ох о ка3ь! ва ют 3а-
|цитнфдёйс1виё [5;6]. \ох вовлечень| в глутати-
9 н : ц : 

цЁъ 
5 - и цду ци р 9-ч 

а н н у }о до п а м и н е р г и ч 
: 
с|у1о

мером 2 х |0 см и 3 х 80 см соответственно. 3лек-
трофорез проводили на \0/о полиакрила!!идно|}|
гёле, на приборе венгерского прои3водства. Бьпли

иополь3овань| шентрифугп |(24 и (-70
("увв й |-\# 2епсг![:9епбашг.г: Рп9е[з(ог['. Ёрма-
ния), а так)ке термостат (Ёрмания). Фптг:ческие
спектрь! погло!цения регистриров€ц1и на спектро-

фотометре н!!ась! 2000 (9пония) с ллиной опти-
чеокого пути, равной | см.

€татистическая обработка полученнь|х ре-
3ультатов бьпла вь:полнена с предварительнь!м
анали3ом на нормальность ([||апиро_}илк) рас-
пределения вь:борок. йежгрупповь|е различия
определяли методом параметрического анали3а
АноуА' а парнь!е линейнь:е контрасть| _ при по-
мо|.ци теста [1!еффе' Ёепараметрическид] анализ
д'|я множественнь|х вьпборок с ненорм2шьнь|}1

распределениер| вь|полнен при помо1ци теста
!(рас*ала_}олиса. Ранговь:й тест йанна -!итни
исполь3ов€ши для вь1явления разлинил! между
парнь!ми вь:борками.

Бь;0еленце фракцши изоформ ['|ох (ццгпохро'ца

055) из мембран кле1пок мозеовой !пканц. |-[осле

в3вешивания мозговой ткани (по |0 г) ее гомоге-
ни3ировали в !00 мл 0.25 м сахаро3е в стеклян-
ном гомогени3аторе с тефлоновь!м пестикоп1 в те-
чение 2 мин при 4'€. 8лра клеток удаляли цен-
трифугирование!|1 гомогената при 2000 об/п:ин в

течение !0 мин. йитохонлрииуцаляли шентрифу-
гированием полученного надосадочного раствора
при |2000 об/мин в течение |5 мин. йембрань:
к.|1еток мозговой ткан}4 (мкмт) осахдали цен-
трифугирование|\| [Ф.г:ут19ч,''о надосадо(!ного

раствора при 6000 о6/мин при рЁ 5.6 в течение
20 мин. Аалее осажденньпе й (й1 промь!в&1и во-
дой (| : 200 об7об) и повторно шентрифугиРовали
( |0000 об/п:ин' |0 птин). 9чишенньпе от с,:едов са-
харо3ь! и других сопгствую1цих водораствори-
мьдх солей и белков мкмт смешива/'||'1 с водой
(| : 10 об/об) и повторно гомогенизйрова']и в ана-
логич ном режи ме. .0,алее р Ё гомогената -]'оводил и

ло 8 разбавленной 1целочь}о. [!робь: го}|огената
(по 20 мл) инкубировали в аэробнь;х усл(.)виях при
37'€ в течение 2 ч ех у!уо в отсгствие ферриЁБ
или га]|ар|чг:на (контрольная группа проб _ !(). в

присутствии 2 х 10_6 й ферриЁб (пробь: опь!тной
группь|-!. ог-|) и в присутствии 2' |0-' й фер-
риЁб +4 !|!кг г'шармина (Ф!--2)' ферриЁб и 8 ьткг

галармина (ог-3)' ферриЁб и |6 мкг г&'1ар]\'!ина
(ог-4)

0ьу0еленце ц очцс!пка /'']ох иэ про6 Ф[- /-4. [1осле
шентрифугирования приведеннь|х проб при
|4000об/мин втечение |5 мин супернатанть| раз-
базлутли водой в 25_30 ра3 и осу!цествля.:и ионо-
обменную хроматографиго на отдельнь!х колон-
ках с целлголозой ов-52. уравновегшенной
0'004 м калий фосфатнь:м буфером ((ФБ). €о-

. путствую1цие белковьпе фракшии у\аля:\и э.1ю|'1-

нейродЁгёне$щ|4 ч 
1[7!,. п ри этом преп арат н,шок-

9он Ё{одавл9 щ,'а*.тиЁ'!+рс1Б м и кРогл ии пугем сн и -

жения1уЁов"# ' 
о;':Ёрйсрелствен н ь| м во3действи-

ей на,из6фоЁф:шо*1(вр 9| р}:ох) [8]. 8 Результате
активыцйй'{йембранЁой:'лзоформь: \ох (вр 9|

рпох)' п}и''й йе,мй и,'н-а6лБдаетоя и ндуци рован и е

нейРо'нального!: по-вЁрждения [9|' а в активиро-
ванй Ё: х, й икрогл й ях }'.1 охрти м ул и рует "[! 0 €- и нлу _

цированную' не_й.ро1окс.ичность и экспрессию
йроинфл'аматорнФг9 гена [ |0]. €ледовательно, в

страте гй'и' тера Ёи и,тт $'исту п а и н е й роле ге н ерати в-

н|пх заболеваний й'сЁольз}ются ингибиторьг 1..|ох

|[|, |2]: }ги результать| полученьп в больгшинстве
ё прийенени:ем иммуйофоретинеского 8естерн_
блот мётода при,опреде]:ении уровня }"]ох в клет-
ках'мо3!'ов'ой ил'р лругих типов тканей [ | 3]. Флна-
ко'дгг я: ! уёта н 6вл ён и я ; н о в Бтх м еха н и 3м ов ста6и ли -

3ацй4 или]деста6и лпза::..ил нейрональнь1х кпеток
необходг':мо разработать новь:й, более простой и

сравнительно| нетР}доемкий метод получения
[:{ох:из клеток мо3гов0й ткани о учетом открь|ть[х
недавн.о'явле.н ий вь:свобожден ия }'|ох и3 клеточ -
йБ:х форм й рован и й и' образован ия нестабильного
й'омйлёкса : йе*<ду }']ох и ферригемоглобином
(феррц,ЁБ) [[4"'|5] Ё.]отсутствие и в присугствии
Ёи нтё{йчБс'к6|ё'анщ:ъга :йейроп ептида из ней ро-
сёкЁёт6рнь[х: }гра|]{уй: гйпоталамуса галармина
[Бпп.'|). }с{А!'товлёЁие этих механи3мов _ цель
!ан.#ой}раб 

;ь! :';!';]''( !
|.,{ ',{;,:.!;{':.':' ,,;; 1;;!1{1'!я| : ,|..:

' ! . 1''.,,;-::,,','.,: :;;т.|}:' .::;

., 1' ' .|'::.;йдтври:дл ь}{;и м втодь|

активность
гомоген н ь! м
и3 цитозоля

н -1д'']1ь,ьедёлЁния ]руп]ёро*с"л Ф, - продуциру-

*щу дк+йь$ р|ч11. -{ ях 9Ё1{ [1: ' 'л 
ь3ован ь| н ит-

и,й:;|(нтс)' феназин мета-
:ф9ёфат натрия, динатрие-
ва11' соль пАпРн фирмь:

новления }'.!ох _ кри-
;(5!вгпа).

нЁйРохимия том 30 ]'{ч 3 20 13
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Рйс.'2" Беличй{+а мцкоимйрного оптического погло-

;н; й";'рй.!]с!Ёй (у!ельное содержани€ шох'

Бйу]{с""'и ц!'! ' *оз'о'ой 'гкани крь|с' с ооъЁмом

ББ]'к.й" :_!,"л)..Ёо:*|ЁЁпделснная из й|(й-[ после их

;;;|;а;;, ,в'ус!товиях, ука3аннь|х , '::':. 
(|)' из

й(й[ в'присдств'ии:'2 х !0_6 й фсрриЁб (2)' в при_

сугствии: а " {о-' й ферриЁБ + 2 мкг галармина (3)'

;'; ;;"];';;:;й нь *-{ 
"*Ё:галармина 

(4) л 2 х 10-6 й
ферри Ёб * [0 мкг га!армина (5)'

Ранее нам,и бь|ло й|оказано, нто ферриЁБ обра-

зует нёё1абильнь|й комплекс с }"]Ф (в вид'е нитро-

зогемо[лобина)' локали3ованного в лигандном

окрухении хелеза гемовой груп!!] \-ох в эритро_

'й?1р",'* 
меш':бранах (эм ) [ | 9_211 у больньпх при

3локачественнь!х новообразованиях (лиг:фобла_

с,'""скии и миелобластический лейкоз у челове-

;;' ;;;;;".-45 у крь:с. саркома-37.у.мь_пгшей' ас_

цитная карцина легких *',о,'к' [2|_2+])' |1ри

,*!."*,,,* 3аболеваниях наблюдается снихение

!''о",,,'.ти 9й, что со3дает благоприятнь|е

условия для проникновения гемоглобина в этих
'"!йор',.* с 

'браз'ванием 
нестабильного кош:-

]'.*'' с Бох, лок€ши3ованной на этих мех:бранах'

8 результате этот комплскс попадает в раствори_

й{' (.'*'.енную) фазу и легко ра3рушаетс'| г}о-

!!._'Б,''оменной хроматографии на целлюлозе

БЁ-ээ (из этой колонки гемоглобин элюируется

0.2 м кФБ)' из которой }"|ох элюируется 0'2 й
(оь. [!ри аэробной йнкубашии й(й1 в приве_

деннь|х условиях видимо имеют место нарушения

стабильности этих мембран и образование кор1-

;;ъ;;. ферри Ёб с }х]ох и вь|ход этого коп1плекса в

,'*'..,'"уго фазу. Фактически такое повреждаю-

ш-дее действие гемоглобина мохет наб,1юдаться

при кровоизлиянии мозговой ткани' Ёелинейное

подавление г&'1армином индуцироваяного фер-

Бй.]й''''оиног'| рилизинга Бох и3 мкмт мохет

бь:ть вь:звано со стабилизацией этих меь:бран га-

лаомином, как это имело место при стабилиза-

цйи эм |25'26]1. € лругой сторонь|' повь!шение

]ч|АРРЁ-зависгтмой, Ф, -пролушируюш:ей и фер-

риЁб-восстанавлива}огцей активносте}'_| }.|ох у:з

й(мт мо)кет бьгть вьпзвано тем обстоятель-

ством' что ]"|ох из й|(й] является рецепторо]\1

]шя галармина, как это имело место при \ох иэ

7'.''* лимфосаркомь! !!еловека [26]' [1утем улав_

€ййФЁ9Б и др

!0 мкг

;;,,
:ед

',30,
:

..:
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',2о:|

. },

.! ).1

ед
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Рис;|3.,9дельная \А9РЁ 3ависимая Ф, _пролуширу- Рис. 4. }дельная ферриЁб-восстанав'1ивак)шая ак-

тивность }.1ох. полу':енной и3 мкмт' пос'пс инхуба_

ции последн !1х в ), с ,]ови ях. ука3ан н ь!х в '|'скс ! с' в пр}| _

сутст|}ии 2. 6 и |(; \!кг галарми!!а'

10 х:кг

:1, ,! ':! ': :, }1 :;

1,!: 1; .- : .

,; '! |'

1! 1!

3,.
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