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Биоэнергетические процессы и старение организма.
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В свете трех основных представлений о при​роде процесса старения — разрушительности, не​равномерности, приспособляемости — рассмотрены возрастные особенности перестройки энергетиче​ского обмена клетки. Выдвигается положение, что по мере старения организма происходит постепен​ное увеличение активности клеточных биоэнерге​тических процессов, занятых как в сфере энерго​продукции, так и в реакциях, протекающих с за​тратой энергии, то есть клетки стареющего организма находятся" в состоянии активной ра​боты.
Обсуждены также особенности обеспеченности стареющего организма витаминами и металлами. Автор приходит к заключению, что в старости не развивается дефицит витаминов. Благоприятный эффект витаминотерапии скорее всего реализуется через различные регуляторные механизмы. Не су​ществует какой-либо общей закономерности изме​нений с возрастом уровня металлов. Возрастная динамика каждого эссенциального металла имеет сложный, только данному металлу свойственный характер, что связывается с возрастными особен​ностями изменений активности биохимических реакций, в функционировании которых принимает участие тот или иной металл. Табл. 40. Рис. 29. Библиогр.: 582 назв.
Рекомендуется биохимикам и физиологам, интересующимся вопросами возрастной биологии, и клиницистам.
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ВВЕДЕНИЕ
Последние десятилетия характеризуются значительным повышением интереса исследователей к проблеме старе​ния, которая выдвигается в ряд ведущих проблем совре​менной биологии.
Стремление проникнуть в сущность природы процесса старения — терминального этапа индивидуального раз​вития организма, выяснить интимные механизмы, лежа​щие в основе этого очень интересного с общебиологиче​ской точки зрения, но не очень приятного явления, заста​вило ученых переключить свои усилия с умозрительных заключений о старении на расшифровку этих вопросов в эксперименте.
Существенный вклад в познание природы процесса старения внесли известные отечественные ученые — И. И. Мечников, И. П. Павлов, А. А. Богомолец, А. В. На​горный, И. Н. Буланкин и др. Намеченные ими основные направления исследований в области геронтологии в на​стоящее время успешно развиваются в ряде крупных на​учных центров нашей страны.
Одной из главных задач современной геронтологии является установление основных и общих закономерно​стей возрастной перестройки метаболизма, молекулярных механизмов, лежащих в основе этой перестройки, в клет​ках и тканях с различной специализацией и уровнем диф-ференцированности. Наряду с изучением возрастных из​менений генетического аппарата клетки несомненную значимость имеют также исследования, направленные на выяснение состояния и особенностей соотношения энерго-
образующих и энергопотребляющих систем в клетках при старении целостного организма.
Функциональная активность любого органа как само​стоятельной физиологической единицы целостного орга​низма в огромной степени зависит от соотношения отдель​ных звеньев, потенциальных возможностей внутриклеточ​ного энергетического обмена всей клеточной популяции, поскольку любая органная или системная функция долж​на быть обеспечена пластическим материалом и опреде​ленным количеством энергии. Поэтому оптимальный режим работы органа или физиологической системы как в состоянии покоя, так и при предъявлении к ним повы-. шенных требований зависит в конечном счете от коли​чества энергообразующих единиц и их потенциальных возможностей. В этой связи, по-видимому, нет необходи​мости специально обосновывать интерес исследователей, занимающихся проблемами старения, к изучению возраст​ных изменений энергетического обмена, поскольку именно от его эффективности и надежности в огромной мере за​висит устойчивость организма к воздействию различных неблагоприятных факторов, мощность приспособительных механизмов стареющего организма, то есть фактически продолжительность жизни индивидуума.
В разное время выдвигались концепции старения, в основу которых были положены наблюдения за состоя​нием энергетического обмена в различные периоды жизни. К ним, например, можно отнести раннюю теорию Руб-нера о зависимости продолжительности жизни от интен​сивности метаболизма каждого вида, теорию индивиду​ального развития организма, выдвинутую И. А. Аршав-ским [4], кратко характеризуемую как энергетическое правило скелетных мышц, теорию старческой гипоксии, развитую в работах М. С. Мильмана, Н. Н. Сиротинина, Н. В. Лауэр, А. 3. Колчинской, М. М. Середенко и др. [1.12, 182, 183, 93, 81, 179, 180]. Высказывалось также мнение о том, что главная роль в процессах старения принадлежит токсическому действию кислорода [326], в результате чего повреждаются клеточные мембраны посредством повышения в них уровня липидных переки​сей [404] и т. д.
Современная геронтология располагает рядом капи​тальных работ, выполненных Д. Ф. Чеботаревым, В. Н. Никитиным,   В. В. Фролькисом,   Л. Н. Богацкой,
Е. В. Париной и их сотрудниками, а также другими иссле​дователями, которые значительно расширяют представ​ления о состоянии энергетического обмена, в тканях и клетках стареющего организма и позволяют несколько по-иному представить характер старческих изменений внутриклеточных биоэнергетических процессов, да и в целом всего метаболизма клетки.
В этой связи была предпринята попытка дать характе​ристику состояния энергетических процессов при старе​нии, особенностей проявления возрастной перестройки энергетического обмена на отдельных уровнях организа​ции организма. Однако в настоящей работе не ставилась цель осветить такие вопросы, как возрастные изменения газообмена целостного организма, основного обмена. При этом мы исходили из положения, высказанного А. В. Нагорным, В. Н. Никитиным и И. Н. Буланкиным [116]: «...не внешняя поверхность, не дыхательная, кровеносная и выделительная системы определяют развитие прото​плазмы, а, наоборот, активность протоплазмы, ее качест​венные изменения в целостном животном организме как primum movens определяют развитие всех систем орга​низма».
Важно было также обсудить проблему обеспеченности стареющего организма витаминами и металлами, функ​ция которых тесным образом сопряжена с отдельными реакциями энергетического обмена. Выяснение особенно​стей насыщения организма в различные возрастные пе​риоды специфическими и неспецифическими кофактора​ми биохимических реакций даст дополнительные сведе​ния о характере перестройки клеточного метаболизма в процессе жизни. Особый интерес к этим вопросам вызван также тем, что в настоящее время различные поливита​минные препараты и некоторые микроэлементы сравни​тельно широко рекомендуются в качестве эффективных гериатрических средств. Причем рекомендации для при​менения, например, витаминов, основываются на утверж​дениях ряда авторов о существовании в старом возрасте поливитаминной недостаточности.
Монография является в основном обобщением экспе​риментальных фактов, полученных в течение последних 10 лет сотрудниками группы биохимии (ныне лаборато​рии молекулярных основ старения) Сектора геронтологии Академии наук БССР. Однако для более полной характе-
ристики обсуждаемых здесь вопросов были использованы также результаты исследований других авторов, хотя ра​бота, безусловно, не претендует на полноту охвата всей литературы.
В книгу введена глава (I), в которой не обсуждаются вопросы возрастных изменений энергетического обмена. Она посвящена изложению основных представлений о механизмах генерации и использования энергии в клетке, их регуляции с тем, чтобы читателю было легче ориенти​роваться при чтении основного содержания работы.
Прежде чем переходить к существу вопроса, необхо​димо отметить несколько закономерностей, которые, как нам кажется, наиболее полно отражают современные взгляды на природу процесса старения и в рамках кото​рых будут вестись последующие рассуждения.
Первое положение, вероятно, не требует специального обоснования. Его разделяют все исследователи, и оно состоит в том, что старение организма есть процесс разру​шительный. На тканевом уровне он проявляется сниже​нием количества активно функционирующих клеток и за​мещением их неполноценными в функциональном отно​шении элементами. Наряду с этим происходят снижение адаптационных возможностей организма, сокращение надежности механизмов саморегуляции, ограничение их потенциальных возможностей.
Вторая важная особенность процесса старения заклю​чается в том, что старческие изменения в организме на​ступают неравномерно как во времени (гетерохронность старения), так и в различных органах, тканях и физиоло​гических системах (гетерогенность старения). Такая осо​бенность старения была впервые обоснована Харьков​ской школой онтофизиологов [115, 116, 126] и затем по​лучила широкое развитие в работах других исследова​телей.
Наконец, третье положение, выдвинутое В. В. Фроль-кисом (193, 192], состоит в том, что в ходе старения орга​низма развиваются важные приспособительные механиз​мы, которые, собственно, и определяют темп и скорость старения. В формировании и интеграции возрастных из​менений ведущее значение имеют сдвиги в механизмах генетической и нейрогуморальной регуляции. Благодаря неравномерным изменениям процессов регулирования и приспособления при старении поддерживается гомеоста-
зис организма в условиях нарастающего снижения его адаптационных возможностей. На основании таких пред​ставлений о природе старения В. В. Фролькис недавно [194] сформулировал регуляторно-адаптационную тео​рию старения. Следует отметить, что идеи о приспособля​емости организма в процессе старения, которые реализу​ются через изменения регуляторных. механизмов, согла​суются со взглядами И. И. Шмальгаузена [217] на природу эволюции всего живого мира, которая рас​сматривается как приспособительный и регулируемый процесс.
Таким образом, разрушительность, неравномерность и приспособляемость — три основных явления, законо​мерности, которые предопределяют перестройку биоэнер​гетики клетки при старении целостного организма.
Конечно, автор отдает себе отчет в том, что его пред​ставления далеки от совершенства. Возможно, некоторые факты в книге были оценены слишком пристрастно, по​этому все критические замечания будут восприняты с благодарностью.
Хотелось бы выразить искреннюю признательность Т. Л. Дубиной, А. С. Жуковой, Г. А. Зелезинской, В. К. Зимницкой, Э. А. Иткиной, В. И. Каменцевой,С. Н. Кар-путю, М. М. Коробенковой, Т. Г. Ластовской, Л. А. Лупь-яну, В. К- Науменко, И. А. Никишкину, В. Ф. Пушкареву, И. Л. Фольбу, Н. Ф. Хмаре и И. С. Шибутовичу за ак​тивную помощь и интерес к работе.
Сокращения в тексте
ЦТК — цикл трикарбоновых кислот;
ПФП — пентозофосфатный путь;
НАД, НАД—Нг — окисленный и восстановленный никотинамид-адениндинуклеотид;
НАДФ, НАДФ—Н2 — окисленный и восстановленный никотина-мидадениндинуклеотидфосфат;
АТФ, АДФ, АМФ — соответственно аденозинтри-, ди- и монофос​фат;
ГТФ, ГДФ — гуанозинтри- и дифосфат;
ИТФ, ИДФ — инозинтри- и дифосфат;
ТТФ, ТДФ, ТМФ — соответственно тнаминтри-, ди- и моно​фосфат;
Рн — неорганический фосфат;
КоА — кофермент ацетилирования;
Гл-6-Ф — глюкозо-6-фосфат;
6-Ф-Гл-6-фосфоглюконат;
Р-5-Ф — рибозо-5-фосфат; С-7-Ф — седогептулозо-7-фосфат; Фр-6-Ф — фруктозо-6-фосфат; Фр-1,6-Ф — фруктозо-1,6-дифосфат; 3-ФГА — 3-фосфоглицериновый альдегид; ФЭП — фосфоэнолпируват; ЩУК — щавелевоуксусная кислота; ФП — флавопротеин; ФАД — флавинадениндинуклеотид; ЛПК — липоевая кислота
ГЛАВА
МЕХАНИЗМЫ ГЕНЕРАЦИИ И ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ЭНЕРГИИ В КЛЕТКЕ, ИХ РЕГУЛЯЦИЯ
Энергообразующие системы
Питательные вещества, поступающие в организм, прежде чем из них освободится энергия, должны быть подвер​гнуты ряду метаболических превращений. Кребс и Корн-берг [400] в каталитической системе освобождения энергии выделяют три фазы с последовательно убываю​щим числом функциональных элементов. С А. Нейфах назвал это процессом «стабилизации» внутриклеточного энергетического обмена [120].
Первая фаза утилизации питательных веществ пол​ностью подготовительная. На ее уровне происходит раз​рушение продуктов питания до форм, пригодных к исполь​зованию в первичных этапах энергообразования. Во второй фазе из этих продуктов в результате ряда пре​вращений частично освобождается энергия, а сами исход​ные продукты превращаются в более низкомолекулярные формы. Наконец, в третьей фазе происходит полная утилизация активного ацетата и кетокислот до СОг и воды с выделением большого количества энергии.
Основные биохимические системы, которые могут быть отнесены ко второй фазе энергетического обмена, в клетке представлены гликолизом с пентозофосфатным шунтом и системой окисления жирных кислот. В третьей фазе функционируют ЦТК и система окислительного фос-форилирования.
Гликолитическая фаза энергетического обмена начи​нается либо с реакции фосфорилирования глюкозы, либо с реакции фосфоролиза гликогена с образованием в обоих случаях Гл-6-Ф. Дальнейшая судьба Гл-6-Ф может ело-
житься по-разному в зависимости от того, в какие мета​болические превращения он будет вовлечен.
В животной клетке существует по меньшей мере четы​ре альтернативных пути использования Гл-6-Ф: глико​лиз, пентозофосфатный путь, синтез гликогена и образо​вание глюкозы. В опытах с использованием неравномерно меченых Сахаров удалось рассчитать количество Гл-6-Ф, которое подвергается обменным превращениям по четы​рем путям [235]. Оказалось, что в срезах печени при инкубации их в среде, богатой калием, примерно 25% Гл-6-Ф включаются в гликолитические превращения, 55% превращаются в глюкозу, 18% идут на синтез гликогена и только 2% подвергаются прямому окислению в ПФП. Хотя в ПФП окислению подвергаются незначительные количества Гл-6-Ф, значение его в общем метаболизме клетки чрезвычайно велико [8, 304, 363, 56], поскольку ПФП является единственным источником пентоз и основ​ным поставщиком восстановительных эквивалентов в виде НАДФ — Нг. Тем более, что в отдельных тканях скорость промежуточных реакций ПФП достигает значи​тельных величин, намного превышающих расчетные дан​ные, полученные на основании опытов по изотопному об​мену.. Некоторые авторы считают, что эти показатели на​много занижены [8].
Первые реакции ПФП являются окислительными, ка​тализируются дегидрогеназами Гл-6-Ф и 6-Ф-Гл, и они, по-видимому, не обратимы. Во всяком случае, убедитель​ных экспериментальных данных на этот счет не получено.
Все дальнейшие реакции ПФП не сопровождаются окислительно-восстановительными превращениями их субстратов. Основным ферментом неокислительного этапа ПФП является транскетолаза', содержащая в качестве кофактора ТДФ. ПФП заканчивается образованием Фр-6-Ф и 3-ФГА.
Являясь общими субстратами для гликолиза и ПФП, Фр-6-Ф и 3-ФГА могут вступать в дальнейшие гликолити​ческие превращения либо до стадии образования пирува-та или лактата, либо путем обращения гликолиза до исходного продукта — Гл-6-Ф, замыкая тем самым пенто​зофосфатный цикл в классическом его понимании. Одна​ко, поскольку неокислительные реакции ПФП легкообра​тимы, существует реальная предпосылка для образования пентоз в результате использования промежуточных npo-j
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дуктов гликолиза, находящихся в цепи" реакций после Гл-6-Ф [363]. Последняя возможность указывает на не​циклический характер превращений Гл-6-Ф через апото-мический путь. Считается, что только в тканях с высокой активностью биосинтетических процессов (например, лактирующая молочная железа) ПФП функционирует как метаболический, цикл.
На уровне пирувата, который образуется в гликолити-ческой системе, также происходит разветвление метабо​лизма. Классический анаэробный гликолиз заканчивается восстановлением пирувата в лактат. Вторым важным пу​тем утилизации пирувата является система окислитель​ного декарбоксилирования.
Особый интерес представляют реакции обращения гликолиза на этапе пируват — ФЭП. Как и образование гликогена или глюкозы из Гл-6-Ф не является обратным ходом фосфорилазной или гексокиназной реакций, так и превращения пирувата в ФЭП не происходят в резуль​тате точного обращения пируваткиназной реакции. Су​ществует три возможных пути образования ФЭП из пи​рувата- [73]. В модельных опытах удалось показать обратный ход гликолиза на этом этапе путем истинного обращения пируваткиназной реакции. Однако термоди​намические расчеты показали, что при физиологических условиях вряд ли существует реальная возможность для такого процесса.
Второй путь образования ФЭП реализуется через ста​дию дикарбоновых кислот ЦТК:
Пируват -f- СО2 + НАДФ — Н2 -> малат + НАДФ
(1),
Малат + НАД -* ЩУК + НАД - Н2
(2),
ЩУК + ГТФ (или ИТФ) -v ФЭП + СО2 + ГДФ (или ИДФ)       (3).
Первая стадия этого процесса (1) представляет со​бой восстановительное карбоксилирование пирувата при участии малатфермента с образованием яблочной кисло​ты. Последняя малатдегидрогеназой окисляется до ЩУК (2). Далее под влиянием фосфоэнолпируваткарбоксики-назы в присутствии ГТФ или ИТФ (другие нуклеозид-трифосфаты были неэффективны) происходят декарбо-ксилирование и фосфорилироваБие ЩУК с образованием ФЭП (3).
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Был открыт [553] укороченный путь образования ЩУК из пирувата, который заключается в непосредствен​ном карбоксилировании пирувата, согласно реакции (4):
ацетил — КоА
Пиру ват + GO2+АТФ
► ЩУ К+АДФ+РН     (4).
пируваткарбоксилаза
Последующие превращения ЩУК в ФЭП осуществляют​ся тем же путем, как и в реакции (3).
Следует отметить, что большинство, исследователей в реакциях глюконеогенеза при физиологических условиях основное значение отводят последнему укороченному пути синтеза ФЭП.
Вторым важным источником энергии в клетке явля​ются жирные кислоты (см. подробнее [209]). Однако на уровне промежуточных реакций распада жирных кислот не происходит непосредственного высвобождения энер​гии, поэтому этот этап липидного обмена скорее может быть отнесен к подготовительной фазе.
Долгое время считалось, что синтез жирных кислот осуществляется теми же ферментативными системами, которые участвуют и в их окислении. Однако исследова​ниями Линена [428] было показано, что синтез жирных кислот катализируется специфическим полиферментным комплексом — синтетазой жирных кислот, которая со​стоит из семи ферментов, осуществляющих промежуточ​ные этапы синтеза. Основной отличительной чертой син​теза жирных кислот от их окисления является то, что реакции конденсации подвергается не ацетил-КоА, а малонил-КоА, образующийся путем карбоксилирова-ния ацетил-КоА при участии АТФ. При синтезе жир​ных кислот восстановительные процессы обеспечиваются НАДФ — Н2.
Этап энергетического обмена, включающий превраще​ния углеводов и жирных кислот, представлен на рис. 1.
Образовавшийся в результате распада углеводов и жиров активный ацетат подвергается сложным превраще​ниям в ЦТК- Несмотря на сравнительно большое число промежуточных реакций в ЦТК тем не менее также не происходит высвобождения большого количества энергии, и в этом смысле он может быть отнесен к категории под​готовительных биохимических процессов. В ЦТК только при окислительном декарбоксилировании а-кетоглютара-
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НАДФ-Нг
Рис. 1. Метаболические превращения углеводов и жирных кислот
та в результате субстратного фосфорилирования образу​ется одна молекула АТФ. Механизм субстратного фосфо​рилирования был изучен Бойером [257, 258]. На рис. 2 показаны реакции, которые катализируются сукцинат-тиокиназой. Основными активными группами этого фер​мента являются карбоксильная и имидазольная, которые принимают непосредственное участие в образовании про​межуточного макроэргического соединения.
НЛД-Н8

Ы-кетог/штюрат HSKoA
 N~CO
ГЛР
ГТФ
Рис.  2.   Механизм   субстратного  фосфорилирова​ния на уровне а-кетоглютарата
Самый существенный вклад в энергетический баланс клетки вносит система окислительного фосфорилирова​ния. Наиболее полно основные вопросы, касающиеся ме​ханизмов трансформации энергии в клетке, обсуждены в вышедших в последние годы монографиях [411, 482, 335, 185] и в ряде крупных обзоров.
Более полно изучена система транспорта электронов, объединенная в единый функциональный комплекс — дыхательную цепь. Каждый из составных элементов ды​хательной цепи, в равной степени, как и специфические дегидрогеназы ЦТК, были выделены практически в гомо​генном виде. Достаточно полно изучены основные кине​тические параметры и структурные свойства большинства
14
I

окислительных ферментов, которые функционируют в промежуточных реакциях ЦТК и дыхательной цепи.
Путем ступенчатого фракционирования митохондрий, предварительно подвергнутых обработке ультразвуком или детергентами, можно получить субмитохондриальные частицы двух типов [332]. Одни из них способны катали​зировать только реакции переноса электронов, используя в качестве их доноров сукцинат или НАД — Н2 (электрон-переносящие частицы). Другие фрагменты, кроме пере​носа электронов, сохраняют также способность осущест​влять реакции фосфорилирования (фосфорилирующие электррнпереносящие частицы). Дальнейшее фракциони​рование электронпереносящих частиц позволило выделить четыре функциональных комплекса дыхательной цепи [337]: I — НАД—Нг—убихинон-редуктаза; II — сукци​нат—убихинон-редуктаза; III — убихинон-Нг-цитохром-с-редуктаза и IV — цитохром-с-оксидаза.
Окисление каждого компонента ЦТК и других суб​стратов осуществляется специфической дегидрогеназой. В дальнейшем электроны поступают в унифицированную систему их транспорта, где и происходит освобождение основного количества энергии. На уровне системы пере​носа электронов мы снова сталкиваемся с примером «стабилизации» внутриклеточного метаболизма.
Согласно многочисленным экспериментальным дан​ным и термодинамическим расчетам, принято считать, что освобождение энергии происходит на следующих участ​ках дыхательной цепи: НАД — флавопротеин, цитохром b — сг и цитохром с — кислород. Структурно эти участки связаны соответственно с I, III и IV функциональными комплексами.
Исследователями предложено множество схем, пыта​ющихся объяснить механизм сопряжения в дыхательной цепи. В качестве первичного акцептора освобождаемой энергии были постулированы разные соединения, а так​же различные функциональные группы их молекул. Мы не будем здесь приводить предложенные гипотетические схемы механизма сопряжения, потому что они детально обсуждены в книге В. П. Скулачева [185]. Отметим лишь один момент. Перенос энергии от дыхательной цепи до молекулы АТФ осуществляется по меньшей мере в два этапа с образованием двух промежуточных макроэргиче-ских соединений. Одно из них, вероятно, принимает пер-
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вичный квант энергии, оно не фосфорилировано (первич​ный макроэрг). На втором этапе переноса энергии про​исходит присоединение Рн уже к другому соединению (вторичный фосфорилированный макроэрг). И только лишь последний может взаимодействовать с молекулой АДФ, образуя АТФ.
Л. А. Блюменфельд и В. К- Кольтовер [12] недавно выдвинули гипотезу, согласно которой в результате при​соединения электрона к активному центру сопряженного переносчика дыхательной цепи конформация последнего становится неравновесной и, следовательно, обладающей повышенной конформационной энергией. Это и есть «первичный макроэрг». В процессе медленной релаксации неравновесной конформации сопряженного переносчика имеет место временная локализация электрона на адени-не активного центра АТФ-синтетазы, благодаря чему образуется макроэргическая связь между аденином и ка​кой-либо электрофильной группой АТФ-синтетазы. Но​вая равновесная конформация кооперативной мембраны и эквивалентна так называемой «энергезированной кон​формации» Грина [338].
Все гипотезы, которые были выдвинуты в различное время с целью объяснения механизма сопряжения на уровне дыхательной цепи, делят [186] на три группы: 1) химические, 2) механохимическая и 3) хемиосмотиче-ская гипотеза Митчела.
Наиболее многочисленна первая группа гипотез. Их авторы в качестве первичного акцептора энергии посту​лируют какое-либо химическое соединение или активную группу, которые взаимодействуют с окисленной (или вос​становленной) формой дыхательного переносчика. При его восстановлении (или окислении) происходит зарядка энергией первичного макроэрга, которая затем перено​сится на молекулу АТФ. Предполагается при этом, что все реакции протекают в рамках представлений класси​ческой энзимологии.
Одним из интересных вариантов химической гипотезы является трехкомпонентная схема сопряжения [185], в основу которой положено предположение о том, что электронная плотность на одном из компонентов сопря​женного механизма резонирует с электронной плотностью дыхательного переносчика, повышаясь при его восстанов​лении и снижаясь при окислении. Образование первично-
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го соединения, богатого энергией, происходит при окисле​нии дыхательного переносчика.
Механохимическая гипотеза, выдвинутая Бойером [259], предполагает, что окислительный процесс сопро​вождается конформационными изменениями (сокраще​нием) какого-то фермента, локализованного в мембране митохондрий. Последующее расслабление этого фермен​та приводит к освобождению энергии, которая исполь​зуется затем для фосфорилирования. Следует отметить, что механохимическая гипотеза согласуется с многочис​ленными данными об изменениях структуры и объема митохондрий, которые находятся в различных функцио​нальных состояниях. В пользу этой гипотезы может сви​детельствовать также факт обнаружения в митохондри-альных мембранах сократительного белка [122, 191, 463], основные свойства которого очень близки к таковым мы​шечного миозина. Согласно представлениям Грина [334] и С. А. Нейфаха [119], сократительный белок занимает ключевое место во всех процессах трансформации энер​гии и служит средством превращения приносимой энер​гии в энергию химических связей. Энергия, накопленная в сократительном белке в результате деятельности дыха​тельной цепи, может быть затем использована либо для синтеза АТФ, либо для работы осмотического насоса, а, возможно, и для других эндэргонических реакций, про​текающих в митохондриях.
Хемиосмотическая гипотеза Митчела [451] основы​вается на том, что процесс.ы дыхания и гидролиза АТФ в митохондриях могут работать как «протонные помпы», откачивая ионы водорода в наружную среду и создавая тем самым разность электрохимических потенциалов между наружным и внутренним пространством митохонд​рий. Процесс дыхания создает эту разность и индуцирует синтез АТФ путем обращения АТФ-азной реакции.
Необходимо отметить, что физиологическое значение системы биологического окисления не ограничивается только функцией высвобождения энергии в клетке. Нема​ловажное значение реакции свободного окисления имеют в механизмах регуляции температурного режима орга​низма [72, 1.18, 185], в образовании промежуточных мета​болитов и в процессах детоксикации.
Особый интерес представляет система биологического окисления, обеспечивающая процессы детоксикации,   ко-
2. Зак. 578
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торая локализована в микросомальной фракции клетки и наиболее четко выражена в ткани печени. Достаточно полно эта система изложена в обзоре Г. М. Масловой, Л. М. Райхмана и В. П. Скулачева (108].
Обезвреживание самых разнообразных по химической природе соединений осуществляется путем их окислитель​ного гидроксилирования в результате протекания следую​щих реакций: алифатическое и ароматическое гидрокси-лирование, N-деалкилирование, о-деалкилирование, дез-аминирование,   сульфоксидирование,   N-окисление и др.
Микросомальная система5 биологического окисления представлена двумя цепями переносчиков электронов:
НАД — На -»■ ФПг -»■ цитохром Ьь -*- Оа НАДФ — На -» ФП2 -*• X -> цитохром Р-540 —► Оа
RH ROH
I
цитохром с
перекисное окисление -»> О2 липидов
где RH и ROH — соответственно субстрат и продукт ги​дроксилирования. Характерной особенностью системы окислительного гидроксилирования является ее способ​ность к сравнительно быстрому индукционному синтезу при поступлении в организм избыточных количеств раз​личных соединений.
Механизмы аккумуляции энергии в самых различных клетках в своей основе универсальны. Практически лю​бая клетка, независимо от ее видовой принадлежности, содержит все структурные и функциональные компонен​ты, которые необходимы для обеспечения процессов жиз​недеятельности и воспроизведения с*ебе подобных. Мини​мальный комплект оснащения клетки должен включать три основных компонента [335]: 1) систему мембран, 2) аппарат для получения точных копий клетки, 3) аппарат, обеспечивающий различные клеточные функции энергией.
Однако интенсивность и направленность отдельных этапов метаболизма клетки в известной мере предопреде​лены ее видовой и органной специфичностью, которая вы​работана в процессе эволюции. В этой связи Лабори [404] считает необходимым различать три больших типа систем метаболизма, поддерживающих функциональную активность клетки.
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Тип А, или положительный пентозный тип. Клетки, относящиеся к такому типу метаболизма, содержат малое число митохондрий и, следовательно, у них слабо пред​ставлены реакции ЦТК и система окислительного фосфо-рилирования. Основным источником энергии в таких клетках является анаэробный гликолиз. Отличительная их особенность заключается в том, что они показывают высокую активность реакций ПФП. Такой тип метаболиз​ма характерен для гладких мышечных волокон кишечни​ка, невроглии, железистой ткани, в особенности железы внутренней секреции, эритроцитов.
Тип Б, или положительный тип циклов Эмбдена — Мейергофа — Кребса. Клетки этого типа богаты мито​хондриями, они обладают высокой активностью гликоли​за, ЦТК, окислительного фосфорилирования и отсутстви​ем функционально активного ПФП. Энергия этих клеток расходуется на работу, либо в виде тепла. В эту группу входят поперечно-полосатые мышцы, волокна миокарда, гладкие мышцы многих сосудов, нейроны.
Тип В, или сбалансированный. В клетках с таким ти​пом метаболизма отмечается гармоничное соотношение ферментов, занятых как в сфере энергообразования, так и функционирующих в ПФП. К сбалансированному типу относятся клетки печени, лейкоциты, фобробласты.
Энергопотребляющие процессы
Клетки с различной функциональной специализацией в большей степени отличаются между собой по особенно​стям использования энергии, чем системами энергообра​зования. Уже только из материала, изложенного в преды​дущем разделе, видно, что реакции глюконеогенеза и система синтеза жирных кислот, протекающих преиму​щественно в ткани печени, нуждаются в источниках энер​гии, которая может быть использована в виде АТФ или других нуклеозидтрифосфатов, либо требует НАДФ — Н2.
Основным эндэргоническим процессом в мышечной ткани является их контрактильный аппарат. Механизмы мышечного сокращения подробно изложены в моногра​фиях И. И. Иванова и В. А. Юрьева [70] и Б. Ф. Погла-зова [148].
К митохондриальным энергопотребляющим процессам могут   быть   отнесены   реакции   биосинтеза,   обратный
2*
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транспорт электронов, перемещение ионов и других со​единений через мембрану митохондрий.
Сам по себе факт наличия в митохондриях нуклеино​вых кислот и автономной системы синтеза белка, по-види​мому, не может вызывать возражений, поскольку для это​го имеется достаточное количество экспериментальных подтверждений (см. [200, 75]). Более поздние исследова​ния хорошо согласуются с этим положением [444, 125, 41, 377]. Из митохондрий печени крыс была выделена ДНК-полимераза, по большинству свойств отличная от анало​гичного фермента ядерного происхождения [444]. Было показано также, что синтез белка в митохондриях обес​печивается энергией АТФ или гипотетического промежу​точного макроэргического соединения [125].
В митохондриях осуществляется также интенсивный синтез жирных кислот и фосфолипидов [537, 243, 535]. Причем, как и в случае синтеза белка, образование жир​ных кислот может обеспечиваться энергией АТФ или про​межуточного макроэрга. Считается, что эндэргонической реакцией в системе синтеза жирных кислот является этап, связанный с превращением ацетата в малонил-КоА, поскольку в присутствии последнего скорость синтеза не зависела от наличия источника энергии [366].
Еще одним каналом использования энергии, освобож​дающейся в системе окислительного фосфорилирования, может быть обратный перенос электронов по дыхательной цепи. Чансом [279] и независимо Клингенбергом [392] было обнаружено, что при окислении митохондриями субстратов, включающихся в дыхательную цепь на уров​не флавопротеинов (например, сукцинат), одновременно происходит восстановление внутримитохондриальных или экзогенных пиридиннуклеотидов. Дальнейшие исследова​ния с использованием различных субстратов и ингибито​ров переноса электронов и энергии показали возможность •обращения транспорта электронов на всех участках ды​хательной цепи, за исключением этапа кислород—ци-тохромоксидаза [280, 276, 33].
Еще один процесс переноса электронов, протекающий с затратой энергии тех же источников,— это трансгидро-геназная реакция [378]. По-видимому, только перенос атомов водорода с НАД — Н2 на НАДФ требует затраты энергии, тогда как обратный процесс не является эндэр-гоническим [408].
20
Наконец, очень важной эндэргонической функцией митохондрий является активный транспорт ионов, кото​рый в качестве одного из составных элементов может быть включен в общую проблему переноса веществ через различные биологические мембраны.
Структура и функция клеточных мембран
Внутриклеточное пространство представляет собой сложное хитросплетение мембранных структур, которые имеют различную форму и отличаются по химическому составу и функции. Следует, однако, отметить, что раз​личные клеточные мембраны имеют, по-видимому, боль​ше сходств, чем различий [528, 498]. Сходство в первую очередь заключается в единых принципах молекулярной организации и построения мембран. В функциональном отношении клеточные мембраны объединяет способность осуществлять активный перенос различных соединений.
Современные представления об ультраструктуре клет​ки основываются на капитальных исследованиях многих ученых, основные результаты которых освещены в книге И. А. Алова, А. И. Брауде и М. Е. Аспиз [3].
Под электронным микроскопом клетка в общих чертах представляется в следующем виде. Клетка, как и клеточ​ное ядро, окружена соответственно плазматической и ядерной мембранами. Внутреннее ее содержимое запол​нено эндоплазматической сетью в виде системы каналь​цев, вакуолей и цистерн. Анастомозируя между собой, эти компоненты образуют сложную трехмерную сеть, про​низывающую цитоплазму клетки. С эндоплазматической сетью тесным образом связаны мелкие внутриклеточные включения. К более крупным включениям клетки могут быть отнесены митохондрии и лизосомы.
Электронномикроскопическими исследованиями уста​новлено, что митохондрии ограничены двухслойной мем​браной. Внешний слой, или наружная мембрана, образо​ван двумя плотными осмиофильными слоями, между которыми расположен светлый слой, не окрашивающийся осмиевой кислотой. Аналогично выглядят и внутренние мембраны митохондрий, которые отделены от наружной -узким щелевидным пространством. В отличие от наруж​ной внутренняя мембрана образует выпячивания (склад​ки), или кристы, которые направлены внутрь митохонд-
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рий. Внутреннее пространство, или матрикс, представляет собой гомогенное вещество, в котором иногда встречают​ся различные включения. Число крист в митохондриях в зависимости от типа ткани отличается большой вариа​бельностью. Удалось установить зависимость между функциональной активностью митохондрий и количест​вом крист в них. Внутреннее пространство мышечных митохондрий, преимущественно специализирующихся на продукции энергии, почти полностью заполнено криста-ми, тесно прилегающими друг к другу. В митохондриях печени, имеющих более широкий круг биохимических функций, наоборот, количество крист значительно меньше.
Методом негативного контрастирования фосфорно-вольфрамовой кислотой на поверхности митохондриаль-ных мембран были обнаружены ультратонкие компонен​ты в виде грибовидных выпячиваний [315, 334]. Схема​тическое расположение элементарных частиц (так были названы грибовидные выпячивания Грином) на мембра​нах митохондрий представлено на рис. 3, который заим​ствован из работы [334].
Согласно представлениям Грина, размеры и форма частиц, входящих в состав внешних и внутренних мем​бран, различны. Они различаются и по функциональным свойствам. Предполагается, что частицы, находящиеся на внутренней мембране, содержат в себе дыхательную цепь и факторы сопряжения. В --частицах наружных мембран располагаются полиферментные комплексы (типа деги-дрогеназ кетокислот) и ферменты ЦТК- Пространство между внешней и внутренней мембранами заполнено, по-видимому, жидкостью, содержащей соли и коферменты. Подвижность этих коферментов в межмембранном про​странстве обеспечивает функциональную взаимосвязь между частицами внешних и внутренних мембран. Пред​полагается также, что элементарные частицы» соединяют​ся с фосфолипидным слоем, образуя таким образом внеш​нюю и внутреннюю мембраны митохондрий.
Известно, что 25—30% сухого веса митохондрий сос​тавляют липиды (в основном фосфолипиды), 65--»70% — белки, причем 60% белка переходят в раствор после разрушения субмитохондриальных частиц ультразвуком. Считается, что это белок ферментативный. Большая часть водонерастворимого бесцветного белка не содержит ка-
22
ких-либо окислительно-восстановительных групп. Такой белок выделен в свободном от липидов виде и обозначен как структурный [365, 489, 490]. Он может образовывать прочные высокомолекулярные комплексы с цитохромами, липидами и другими составными компонентами митохон​дрий.
Внутренний мембранный слой
Элементарные частицы
Кристы
Частицы бнешнего слоя
Патрике
Внешний мембранный слой и ассоциированные частицы
Рис.   3.   Частицы   внешнего   и   внутреннего хондрий

слоев     мито-
Изучение структурного белка митохондрий, выделенно​го различными методами {150, 414, 415], позволило уста​новить подобие этих белков по растворимости, амино​кислотному составу и пептидным картам. Такое подобие свойств структурных белков дает возможность рассма​тривать их [415] как представителей общего класса не​каталитических структурных белков, составляющих при-
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мерно 50% всех белков  в  повторяющихся  и способных к отделению частицах митохондрий.
При изучении взаимодействия очищенных митохон​дриальных белков с фосфолипидами было установлено, что такое взаимодействие носит не электростатический, а гидрофобный характер [466, 416]. Интересные исследова​ния были выполнены по самосборке митохондриальных мембран [397]. Из «головок» и «оснований» предвари​тельно выделенных из мембран митохондрий бычьего сердца были реконструированы повторяющиеся единицы митохондриальных мембран. Электронная микроскопия реконструированных препаратор показала наличие на их поверхности «головок», идентичных грибовидным выпячи​ваниям. Однако другие исследователи [545] при сравни​тельном электронномикроскопическом и рентгенострук-турном анализе изолированных наружных и внутренних митохондриальных мембран не выявили каких-либо субъ​единиц в их структуре. Вместе с тем эти авторы приводят факты, указывающие на фундаментальное сходство в по​строении мембранных структур. К аналогичным выводам можно прийти и из данных другой работы [566], авторы которой не обнаружили каких-либо принципиальных раз​личий при исследовании особенностей обмена поверхност​ных, ядер-ных, митохондриальных мембран и эндоплазма-тического ретикулума фиброб_ластов мыши, используя для этой цели меченую глюкозу.
Что касается локализации отдельных ферментативных процессов в мембранах митохондрий, то разработка со​вершенных методов разделения внешних и внутренних митохондриальных мембран дала возможность более чет​ко исследовать этот вопрос [336], хотя различными ис​следователями не всегда приводятся однозначные резуль​таты.
Путем фракционирования митохондрий печени быка выделены три фракции [226]. Методами химического анализа и электронной микроскопии эти фракции были идентифицированы следующим образом: 1) фракция, об​ладающая высокой кетоглютаратдегидрогеназной актив​ностью, определена как наружная мембрана митохон​дрий; 2) фракция, обладающая активностью всех компо​нентов цепи переноса электронов, АТФ-азной и моноами-ноксидазной активностью, состояла из митохондриальных крист; 3)  растворимая фракция показала высокую актив-
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ность всех ферментов ЦТК, она локализована между на​ружной и внутренней мембранами.
Имеются данные о локализации отдельных   фермен​
тов энергетического обмена в мембранных структурах ми​
тохондрий и другого характера [227, 343, 263, 405].
Ъ„
Однако, несмотря на определенную противоречивость
отдельных результатов, можно сделать убедительный вы​
вод, что такие звенья энергетического обмена, как ЦТК,
i
система окисления и синтеза жирных кислот,   особенно
|
реакции окислительного  фосфорилирования,   более  или
S
менее прочно, но обязательно  связаны  с  мембранными
структурами митохондрий.
i^
Другие этапы клеточной   энергетики   также    имеют
Р~
строго определенную структурную «приписку». Цепь сво-
бодного окисления, сопряженная с процессами окисли​
тельного гидроксилирования, связана с мембранными
структурами микросомальной фракции клетки. Методом
дифференциального центрифугирования из этой фракции
г
были выделены малые и крупные «пузырьки», которые,
I •
вероятно, содержат две самостоятельные цепи   переноса
электронов, избирательно окисляющие НАД^г-И2 или НАДО —Н2 [297].
jk
Долгое время считалось, что ферменты гликолитиче-
"ской фазы энергетического обмена не связаны с какими-либо структурными элементами клетки и находятся в ци​топлазме в растворимом виде. Однако и это утверждение было опровергнуто исследованиями, показавшими, что в интактной клетке ферменты гликолиза организованы в компактные мультиэнзимные комплексы, упорядоченно расположенные вдоль мембран эндоплазматическои сети [241]. Предполагается, что ферменты гликолитической системы связаны со структурными белками мышц и ло​кализованы в центре нитей актина внутри изотропных зон поперечно-полосатых мышечных фибрилл [234].
Таким образом, практически все звенья энергетиче​ского обмена связаны с определенными субклеточными мембранами и в известной мере локализуются в клетке гетерогенно. Однако, несмотря на пространственное разобщение отдельных этапов внутриклеточных биоэнер​гетических процессов, их деятельность (интенсивность и направленность) в высшей степени согласована. Такая тесная взаимосвязь (или интеграция) биохимических про​цессов в клетке осуществляется многими механизмами.
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Причем, какой бы механизм интеграции не обсуждался, он, как правило, реализуется через одно общее явление, характерное для всех клеточных мембран, а именно явле​ние проницаемости.
Одним из факторов, определяющих единые принципы механизмов мембранного транспорта, является структур​ный элемент. Выше уже отмечалось, что в молекулярной организации биологических мембран больше сходств, чем различий. В структурном плане такие сходства могут за​ключаться в следующем. Практически во всех мембранах независимо от их видовой принадлежности и внутрикле​точной локализации наряду с липидным компонентом по​стоянно обнаруживается структурный белок. Последний был выделен из мембран митохондрий, микросом, хлоро-пластов и стромы эритроцитов.
Вторым постоянным составным элементом биологи​ческих мембран является сократительный белок, который был выделен из различных тканей немышечного проис​хождения [148, 114]. Основное характерное свойство это​го белка заключается в том, что он обладает выраженной АТФ-азной активностью, которая также определяется практически во всех мембранных структурах клетки.
Различают три типа переноса малых молекул через мембраны [316]: 1) простая диффузия, в основе которой "лежит тепловое движение молекул, а перенос веществ че​рез мембрану происходит вдоль градиента концентраций;
2) облегченная диффузия, при которой   вещество   тоже
перемещается вдоль градиента концентраций, но проис​
ходит это значительно быстрее, чем можно было ожи​
дать, исходя из свойств молекул проникающего вещества;
3) активный перенос веществ против градиента концен​
траций.
В проблеме активного транспорта необходимо разли​чать два аспекта: 1) транспорт ионов металлов и 2) транс​порт более крупных молекул  (субстраты, коферменты).
Перенос ионов щелочных металлов, в частности калия и натрия, связывается с присутствующей в мембранных структурах специфически активируемой этими металла​ми АТФ-азе—К+, Ка+-АТФ-азе. Исчерпывающий обзор основных работ по этому вопросу сделан Н. П. Лисовской [100].
Используя меченые по терминальному фосфату АТФ в К+, Ыа+-АТФ-азной реакции,  удалось  установить  не-
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сколько стадий, которые протекают согласно следующей схеме:
АТФ + белок + Na+ *-* Na+—белок ~ Р + АДФ
(5),
(6), (7).
Na+ — белок ~ Р + К+ -+ К+ — белок — Р + Na+ К+ — белок — Р
белок + К+ + Рн
На первой стадии (5) — фосфокиназной — происходит фосфорилирование специфического белка с образованием промежуточного макроэргического соединения типа фос-фопротеина. Эта реакция активируется ионами натрия, который, вероятно, образует с фосфопротеином тройной комплекс. Вторая стадия (6) —ионообменная, в резуль​тате которой осуществляется замена натрия на ион калия с одновременным исчезновением макроэргической связи. Третья стадия (7) — фосфатазная, или стадия дефосфо-рилирования фосфопротеина,— завершается распадом образованного комплекса и активируется ионами калия.
Мало известно о природе промежуточного макроэрги​ческого соединения, образующегося в процессе активного переноса ионов калия и натрия, однако при ферментатив​ном гидролизе фосфорилированной К+, г4а+-АТФ-азы удалось выделить фосфорилированный продукт, который был идентифицирован как глютамил-у-фосфатный оста​ток транспортной АТФ-азы [376].
По-видимому, в какой-то степени аналогичным обра​зом происходит перемещение ионов одно- и двухвалент​ных металлов через мембрану митохондрий [411]. Наряду с пассивным поступлением катионов "внутрь нефункцио-нирующих митохондрий, если концентрация ионов в окру​жающей среде превышает таковую внутри митохондрий, наблюдается активный перенос ионов, обеспечение энер​гией которого происходит за счет гидролиза АТФ или промежуточным макроэргическим соединением. Особенно в больших количествах митохондрии способны связывать ионы кальция. Избыточное накопление кальция происхо​дит одновременно с поглощением стехиометрических ко​личеств Рн. Электронномикроскопическое исследование «нагруженных» кальцием митохондрий показывает нали​чие в матриксе большого числа плотных осмиофильных -гранул. Ленинджер предположил, что эти гранулы пред​ставляют собой нерастворимые соли фосфата кальция <гипа гидроксилапатита. Дальнейшие исследования [442, 469]  в   какой-то   мере   поставили   под  сомнение такую
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природу электронноплотных гранул митохондрий в равной степени, как и места связывания кальция в митохондриях. Существует мнение, что кальций связывается с фосфат​ными остатками митохондриальных фосфолипидов, что в свою очередь сопровождается выходом протонов в окру​жающую среду. Перенос кальция обеспечивается энерги​ей промежуточного макроэргического соединения [66]. Считается также, что «активно» в митохондрии прони​кает лишь Рн, а поступление ионов кальция и других двухвалентных катионов происходит пассивно, как вто​ричное явление [411].
Несколько хуже обстоят дела с объяснением механиз​ма мембранного переноса более крупных молекул. Одна​ко, какова бы ни была истинная природа этого переноса, можно все же отметить, что мембранный транспорт боль​шинства органических молекул тесным образом связан с источниками энергии в клетке. Энергозависимый перенос показан для глюкозы при прохождении ее через бактери​альную мембрану [375], для аминокислот [422, 372], а так​же для некоторых субстратов реакций биологического окисления при прохождении их через клеточные [359] и митохондриальные мембраны [353, 354, 555].
В целом можно констатировать, что активный перенос через мембраны веществ, независимо от их химической природы, характеризуется общими закономерностями, к которым в первую очередь должны быть отнесены следу​ющие: 1) активный перенос веществ, особенно против градиента концентраций, требует затраты энергии, 2) в основе мембранного транспорта лежит ферментативный процесс.
Последнее обстоятельство послужило поводом для поисков специфических ферментов или переносчиков, от​ветственных за перемещение различных веществ через мембраны.
Наличие практически во всех биологических мембра​нах сократительного актомиозиноподобного белка, обла​дающего АТФ-азной активностью, а также его участие в механохимических реакциях в клетке дало возможность С. А. Нейфаху [119] высказать мембраннную гипотезу активного транспорта. Согласно этой гипотезе, сократи​тельный белок является молекулярной основой интегра​ции основных функций мембраны и принимает непосред​ственное участие в реакциях активного переноса и актив-
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ного «удерживания» белков, нуклеотидов, ионов металлов и других веществ в мембранных структурах клетки. По С. А. Нейфаху, мембраны представляют собой каталити​чески активные динамические структуры, которые способ​ны к обратным переходам, происходящим под влиянием изменений в жизнедеятельности клетки.
Взаимодействие отдельных звеньев
энергетического обмена посредством общих метаболитов
Рассмотренные выше сведения о механизмах генера​ции энергии в клетке и путях ее использования позволяют также определить основные точки взаимодействия раз​личных- метаболических систем и циклов, представляю​щих собой отдельные этапы внутриклеточного энергети​ческого обмена.
Взаимосвязь метаболических циклов в клетке может осуществляться: 1) посредством общих промежуточных метаболитов, которые являются субстратами одновремен​но для нескольких ферментативных реакций; 2) при уча​стии ферментов, способных метаболизировать несколько различных субстратов; 3) через так называемые «челноч​ные» механизмы, обеспечивающие взаимосвязь посредст​вом общих субстратов, которые, однако, непроницаемы через внутриклеточные мембраны.
Характерным примером первого типа взаимосвязи не​скольких метаболических систем может служить Гл-6-Ф и пируват, которые являются исходными субстратами для.нескольких специфических ферментов. Еще одним интересным примером использования одного и того ш же продукта в различных процессах является гипотетическое макроэргическое соединение, образующееся в реакциях окислительного фосфорилирования. Разветвление, а сле​довательно, и взаимосвязь обменных процессов могут происходить и на уровне триоз, которые используются в прямом и обратном ходе гликолиза, а также при обра​щении неокислительного этапа ПФП.
Второй тип взаимосвязи метаболических процессов обеспечивается ферментами, которые осуществляют вза​имодействие двух и более субстратов, одновременно яв​ляющихся промежуточными продуктами нескольких об​менных путей. Примером этому могут служить реакции
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переаминирования. Особый интерес в этом отношении представляет также ключевой фермент неокислительного этапа ПФП—транскетолаза, для которого известно не​сколько доноров и акцепторов двухуглеродных осколков [363].
Представителями третьей группы взаимосвязи явля​ются челночные механизмы. Сравнительно давно Ленин-джер [409] показал, что свежевыделенные митохондрии печени крыс не способны окислять экзогенный НАД—Н2, хотя они интенсивно метаболизируют внутримитохондри-альный НАД — Н2. В дальнейшем было установлено, что практически все митохондрии не способны окислять экзо​генный или цитоплазматический НАД — Н2 из-за его плохой проницаемости через мембрану митохондрий. И все же для того, чтобы цитоплазматические восстанови​тельные эквиваленты,-образующиеся в гликолитической оксидоредукции, могли быть использованы в митохондри​ях, существуют специальные механизмы, которые обеспе​чивают функциональную взаимосвязь гликолиза с дыха​тельной цепью митохондрий.
Одним из наиболее изученных челночных механизмов является система а-глицерофосфат-фосфодиоксиацетон [310, 577]. Этот механизм представлен следующими реак​циями:
альдолаза
фр-1,6 — ф 3-ФГА + НАД + Рн
*"3-ФГА + фосфодиоксиацетон
(8),
НАД — Н2 + 1,3-дифосфоглицерат       (9), НАД — Н2 + фосфодиоксиацетон ->■ а-глицерофосфат -f НАД (10).
Реакции (8) и (9) нам уже изйестны из рассмотрения гликолиза. В результате окисления 3-ФГА (9) образуется НАД—гНг, который не может проникнуть внутрь митохон​дрий. Поэтому второй продукт альдолазной реакции в присутствии цитоплазматической а-глицерофосфатдеги-дрогеназы, равновесие которой сдвинуто вправо (10), восстанавливается до а-глицерофосфата. Последний лег​ко проникает через мембрану митохондрий и окисляется уже митохондриальной а-глицерофосфатдегидрогеназой, содержащей в качестве кофактора флавиновый компо​нент. Образовавшийся фосфодиоксиацетон выходит из митохондрий и может вступать во взаимодействие с но​вой молекулой НАД — Нг-
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Второй челночный механизм осуществляется при учас​тии малата. Реакции этого процесса катализируются дву​мя формами малатдегидрогеназы — цитоплазматической и митохондриальной, которые отличаются между собой по ряду физико-химических свойств [546, 533, 341]. Ци-топлазматический изофермент~катализирует преимущест​венно реакцию восстановления ЩУК в присутствии НАД—Н2 с образованием малата, который легко прони​кает через мембрану митохондрий [325]. Митохондриаль-ный изофермент, наоборот, осуществляет окисление малата с одновременным восстановлением внутрим'ито-хондриального НАД.
По-видимому, аналогичный челночный механизм ис​пользования цитоплазматического НАД—Нг митохон​дриями может осуществляться посредством системы аце-тоацетат—рчоксибутират [303].
Интегральные функции цикла трикарбоновых кислот'
Большой интерес ЦТК представляет в плане участия его в механизмах взаимосвязи внутриклеточных обмен​ных процессов.
Первая реакция ЦТК осуществляет образование ци​трата из ЩУК и ацетил-КюА. Дальнейшая судьба цитра​та может сложиться в зависимости от функционального состояния клетки по-разному [401, 534].
Возможные превращения цитрата описываются сле​дующими реакциями:
цитратсинтетаза
Ацетил-КоА+ЩУК+Н2О 
->цитрат-{-Н5-КоА+Н+ (11).
Цитрат-*—»-изоцитрат
-       (12).
Цитрат-f НАД+HS—КоА+АТФ - ацетил-КоА+ЩУК+АДФ+Р„ (13).
Изоцитрат + НАД -»• а-кетоглютарат -f- НАД — Н2 -\- СО2    (14).
Изоцитрат + НАДФ •*—>а-кетоглютарат -\- НАДФ — Н2 + СО2   (15).
При прямом ходе ЦТК цитрат превращается в изоцитрат (12), который затем окисляется НАД-изоцитратдегидро-геназой (14). Характерно, что реакция, катализируемая митохондриальным ферментом изоцитратдегидрогеназы, необратима и является узким местом ЦТК.
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При определенных условиях цитрат может также по​ступать в цитоплазму, где он под влиянием цитратразру-шающего фермента (13) образует ЩУК и ацетил-КоА. Эта реакция шунтирует обратный ход начального этапа ЦТК и протекает с затратой энергии одной молекулы АТФ. Кроме того, вышедший из митохондрий цитрат мо​жет превращаться в изоцитрат, который затем окисля​ется НАДФ-изоцитратдегидрогеназой с образованием НАДФ — Нг (15). В отличие от реакции, катализируемой митохондриальным изоферментом,'последняя реакция об​ратима.
Взаимосвязь ЦТК с аминокислотным обменом осу​ществляется на уровне кетокислот посредством реакций переаминирования [21]. Наиболее важным звеном, обес​печивающим эту взаимосвязь, является система глюта-мат — а-кетоглютарат. Следует особо подчеркнуть, что реакции, субстратом или продуктом которых является глютаминовая кислота, занимают узловое положение в обмене веществ. Обменные реакции с участием глютамата делятся на следующие группы [242]: 1) цикл трансами-наз и глютаматдегидрогеназы, 2) цикл глютамина и 3) шунт -у-аминомасляной кислоты и трикарбоновых кислот.
Окисление глютаминовой кислоты глютаматдегидро-геназой происходит исключительно в митохондриях, в то время как реакции переаминирования, согласно много​численным данным, активно протекают и в других структурных элементах клетки. Это согласуется с резуль​татами по обнаружению в тканях животных нескольких изоферментов аминотрансфераз, различных по физико-химическим свойствам, но с одинаковой субстратной специфичностью. Хотя реакции переаминирования актив​но протекают практически во всех клеточных фрак​циях, исследование внутриклеточной локализации ала-нин- и аспартат-аминотрансфераз показало, что 45—70% активности второго фермента обнаруживаются в мито-хондриальной фракции от общей активности фермента в цельной ткани, тогда как активность аланин-аминотранс-феразы в митохондриях составляет лишь 4—16% [242, 503].
Наконец, значительная роль во взаимосвязи внутри​клеточных обменных процессов принадлежит конечным продуктам ЦТК — малату и ЩУК. Через стадию образо​вания яблочной кислоты и ЩУК происходит шунтиро-
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сукцината Рис. 4. Основные пути взаимосвязи цикла трикарбоновых кислот с другими обменными
 системами
вание термодинамически невыгодной пируваткиназной реакции при обращении конечных этапов гликолиза. Ма-лату принадлежит ведущая роль в переносе НАД — Н2 из цитоплазмы внутрь митохондрий.
В заключение этого раздела приводится схема (рис. 4), на которой представлены основные каналы связи ЦТК с другими метаболическими системами клетки.
Общие принципы регуляции внутриклеточного метаболизма
Прежде чем переходить к существу вопроса, отметим, что при обсуждении механизмов регуляции энергетиче​ского обмена в клетке по ряду причин не будут затраги​ваться проблемы нервной и эндокринной регуляции об​менных процессов, хотя автор отдает себе отчет в несом​ненной важности нервных и гормональных факторов в регуляции клеточного метаболизма.
Согласно представлениям классической энзимологии, скорость любой ферментативной реакции зависит в пер​вую очередь от концентрации субстрата (или субстратов). По мере накопления продуктов реакции ее скорость, ес​тественно, будет постепенно снижаться. В условиях не​прерывного поступления субстратов и немедленного вы​ведения продуктов реакции из системы (любым сопря​женным механизмом) максимальная скорость фермента​тивного процесса будет лимитирована количеством самого фермента и его потенциальными возможностями.
Посредством повышения или угнетения синтеза бел​ка-фермента осуществляется генетический контроль за состоянием метаболизма в клетке. Основные принципы генетических механизмов регуляции ферментативных процессов были разработаны Жакобом и Мано [368, 369]. Эти же авторы для объяснения ряда экспериментальных фактов, полученных при изучении кинетики фермента​тивных процессов и кажущихся на первый взгляд пара​доксальными, ввели термин «аллостерическое регулиро​вание» [452, 453] с тем, чтобы отличить такой механизм регуляции от изостерического регулирования.
Согласно принципу аллостерического регулирования, молекула белка-фермента, кроме активного центра, свя​зывающего специфический субстрат и осуществляющего каталитический акт, должна иметь второй    центр    (или
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несколько центров), к которому может присоединяться ве​щество (аллостерический эффектор), способное, изменяя конформацию молекулы фермента, ускорять или замед​лять скорость реакции. Была выдвинута модель [369], объединяющая основные принципы аллостерических пе​реходов молекулы фермента: 1) аллостерические белки обычно являются олигомерами, состоящими из несколь​ких идентичных субъединиц (протомеров), соединяющих​ся между собой нековалентными связями; эти белки име​ют по меньшей мере одну ось симметрии; 2) каждому лиганду (эффектору), способному специфически ассоции​роваться с белком, соответствует один и только один ре​цептор на один протомер; 3) такие белки способны нахо​диться в нескольких (не менее 2) различных обратимых конформационных состояниях; 4) при переходе белка из одного состояния в другое его симметрия сохраняется.
Следует отметить, что действие аллостерических регу​ляторов чаще всего направлено на «узкие» места метабо​лического цикла или системы. Под узким местом обычно подразумевается самая медленная или необратимая ре​акция системы.
Интегральным показателем, характеризующим соот​ношение энергообразующих и энергопотребляющих сис​тем в клетке, как принято считать [393], является так на​зываемый фосфатный потенциал, количественно выража​ющийся отношением концентрации АТФ к АДФ и Рн. Не менее важным показателем этого соотношения может слу​жить и уровень в клетке окисленных и восстановленных никотинамидных коферментов, которые наряду с адено-зинфосфатами и Рн способны контролировать интенсив​ность энергетического обмена [411]. Причем это относит​ся не только к системе НАД — НАД — Н2. Некоторые исследователи [335] справедливо считают, что восстанов​ленная форма НАДФ является источником химической энергии в клетке в такой же степени, как и энергия ма-кроэргических связей АТФ.
Регуляция энергетического обмена компонентами, определяющими величину фосфатного потенциала
Наиболее наглядно регулирующая роль аденозинфос-фатов и Рн проявляется на уровне фосфорилирующей дыхательной цепи митохондрий.
з*
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Ларди и сотрудники высказали предположение о важ​ной роли АДФ в регуляции интенсивности дыхания в кле​тке [407]. В дальнейшем Чане и Ульямс [282, 283] прове​ли систематическое исследование влияния АДФ на ды​хание митохюндрий и степень окисления—восстановления отдельных дыхательных переносчиков. Измеряя соотно​шение субстратов окислительного фосфорилирования, удалось выявить пять состояний митохондрий.
Первое характеризуется отсутствием субстрата окис​ления и АДФ. После внесения в полярографическую ячей​ку определенного количества АДФ наблюдается незна​чительное усиление скорости дыхания за счет окисления эндогенных субстратов (состояние II). Добавление к ми​тохондриям экзогенного субстрата окисления сопровож​дается резкой стимуляцией скорости поглощения кисло​рода (состояние III или состояние «активного дыхания»). В этом состоянии скорость дыхания митохондрий лимити​руется активностью ферментов дыхательной цепи. Высо​кая скорость дыхания наблюдается до тех пор, пока не произойдет полное фосфорилирование добавленного АДФ. Затем она снижается, и митохондрии переходят в так на​зываемое контролируемое состояние (IV), когда лимити​рующим фактором становится уже уровень АДФ в систе​ме. Повторное добавление АДФ сопровождается новым усилением скорости дыхания. Такой эффект можно на​блюдать многократно, пока не произойдет полное исчер​пание запасов кислорода в системе, когда митохондрии переходят в состояние V, или состояние анаэробиоза.
В работе Чанса и Ульямса [283] было также показа​но, что в зависимости от функционального состояния ми​тохондрий изменяется степень окисленности и восстанов-ленности отдельных дыхательных переносчиков. Если лимитирующим фактором является субстрат окисления, все дыхательные переносчики находятся полностью в оки​сленном состоянии. В III активном состоянии наблюдает​ся частичное восстановление компонентов дыхательной цепи, которое еще больше возрастает при переходе мито​хондрий в контролируемое состояние. В условиях полного исчерпания запасов кислорода все дыхательные перенос​чики полностью восстановлены.
Исследования Чанса и Клингенберга, о которых речь шла выше, показали, что функциональное состояние ды​хательной цепи митохондрий зависит не только от   кон-
36
центрации АДФ; но определяется также уровнем АТФ и Рн в системе, то есть является функцией всего фосфатно​го потенциала. При добавлении к дышащим митохондри​ям АТФ в отсутствие АДФ и Рн, так же, как и в состоя​нии IV, наблюдается высокая степень восстановленное™ дыхательных переносчиков, а при определенных условиях АТФ может индуцировать обратный транспорт электро​нов.
Существует мнение [328], что контролирующее вли​яние АТФ, АДФ и Рн на дыхание митохондрий реализу​ется не путем прямого взаимодействия внемитохондри-альных нуклеотидов и Рн с реакциями сопряжения, а опосредовано через систему аденилаткиназы, которая кооперируется с реакциями окислительного фосфорили-рования, обеспечивая тем самым поддержание необходи​мых концентраций каждого компонента фосфатного по​тенциала.
Изучение параметров активности ЦТК с использова​нием меченых субстратов дало возможность рассчитать суммарную скорость цикла [440], которая согласуется с другими данными, вычисленными с использованием упро​щенной модели ЦТК. Характерно, что как и в случае ды​хательной цепи, скорость ЦТК значительно возрастала при добавлении к митохондриям АДФ.
Не в меньшей мере от величины фосфатного потенци​ала зависит и скорость гликолитической фазы энергети​ческого обмена. Изучение участия Ри и его акцепторов в регуляции гликолиза, а также в обеспечении взаимосвязи дыхания и гликолиза в клетке впервые было начато еще в 30-х годах В. А. Энгельгардтом и затем продолжено другими исследователями.
К настоящему времени уже известен ряд молекуляр​ных механизмов участия компонентов фосфатного потен​циала в регуляции гликолитической цепи. Причем, как выяснилось, значение АТФ, АДФ и Рн в регуляции гл~и-колиза определяется не только тем, что они являются субстратами или продуктами отдельных реакций этой системы. Оказалось, что эти же компоненты могут высту​пать в качестве аллостерических эффекторов, усиливаю​щих или снижающих активность отдельных ферментов и всего гликолиза.
Два возможных механизма регуляции активности од​ного и того же фермента можно видеть на примере влия-
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ния АТФ на фосфофруктокиназу, которая является одним из ферментов, лимитирующих скорость всей гликолити-ческой цепи [124]. Во-первых, фосфофруктокиназа акти​вируется субстратом (Фр-6-Ф) и продуктом (АДФ) реак​ции, а также Рн. Второй субстрат этой реакции — АТФ, взаимодействуя с активным центром фермента, также увеличивает скорость процесса. По мере увеличения кон​центрации АТФ последний начинает взаимодействовать с аллостерическим центром, оказывая угнетающий эффект на фермент [236]. Особенности взаимодействия АТФ с двумя центрами фосфофруктокиназы были показаны на двух препаратах фермента из мышц кролика, в одном из которых сульфгидрильная группа была модифициро​вана путем специальной обработки [384]. Такая модифи​кация нарушала механизм взаимодействия между актив​ным и аллостерическим центрами фермента. При увели​чении концентрации АТФ Км для Фр-6-Ф увеличивалась, в то время как АМФ и Рн, наоборот, снижали Км-
Аналогичные изменения активности фосфофруктоки​назы отмечены на цельной ткани сердца крыс при перфу​зии его различными по составу растворами [487]. Актив​ность фермента зависела от содержания в ткани АТФ, которая ее угнетала, и АМФ и Рн, снимавших угнетаю​щее действие АТФ.
Аллостерическое регулирование компонентами фос​фатного потенциала проявляется и на уровне других про​межуточных этапов гликолитической цепи. Эти вопросы подробно обсуждены в обзоре В. С. Репина [165]. АТФ и Рн изменяют чувствительность гексокиназы к ингибирую-щему по типу обратной связи действию Гл-6-Ф, причем при удачном подборе концентрации Рн может полностью снимать тормозящий эффект Гл-6-Ф на гексокиназу.
Фосфорилаза также является чувствительным фермен​том к действию аденозинфосфатов. Фосфорилаза в клет​ке присутствует в двух формах: мономер (фосфорилаза в) и димер (фосфорилаза а). Для активации обоих фермен​тов необходимо присутствие АМФ, в то время как АТФ тормозит активность'мономера, но не влияет на фосфори-лазу а. Последнее обстоятельство дает возможность гликолизу протекать с большой скоростью в условиях, когда в клетке еще содержатся высокие количества АТФ. Последний оказывает угнетающее действие и на актив​ность пируваткиназной реакции.
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' Регулирующее влияние адениловой системы распрост​раняется и на ферменты ЦТК. На препарате НАД-изоци-тратдегидрогеназы, выделенном из ацетонового порошка бычьего сердца, было показано [285,286] стимулирующее влияние АДФ на скорость окисления изоцитрата, которое обусловлено снижением Км субстрата, а также стабили​зацией фермента путем агрегации субъединиц. Стимули​рующий эффект АДФ был высокоспецифичен, поскольку другие нуклеозидфосфаты, НАДФ, флавиновые произ​водные не показывали заметной активации. Активность фермента подавлялась АТФ. Характерно, что скорость изоцитратдегидрогеназной реакции, специфичной к НАДФ, не подавлялась АТФ, в равной степени как и не активировалась АДФ. Последний факт интересен в том отношении, что при высокой концентрации АТФ в клетке может произойти замедление ЦТК на уровне изоцитратдегидрогеназы, тогда как цитоплазматический изофермент, генерирующий НАДФ—Н2 для процессов биосинтеза, будет активно функционировать независимо от величины фосфатного потенциала.
Аденозинфосфаты являются также аллостерическими регуляторами ферментов, обеспечивающих взаимосвязь различных метаболических систем в клетке. Угнетающее действие АТФ показано, например, для НАД-глютамат-дегидрогеназы [412]. АДФ, АМФ и ионы двухвалентных металлов снимали действие АТФ.
Участие АТФ в регуляции синтеза коферментов, на​пример НАД [457], может служить еще одним каналом контролирующего влияния фосфатного потенциала на активность энергетического обмена.
Заканчивая настоящий раздел, хотелось бы обратить внимание на одно обстоятельство. Выше уже указыва​лось, что энергетический потенциал клетки может опре​деляться не только уровнем аденозинфосфатов и Р1Ь но также и соотношением окисленных и восстановленных , никотинамидных коферментов. В этой связи можно отме​тить некоторые различия в отношении этих показателей к энергетике клетки. Общим для фосфатного потенциала и пиридиннуклеотидов является то, что они достаточно полно отражают активность, напряжение и направлен-" ность основных систем энергетического обмена. С другой стороны, компоненты фосфатного потенциала в большей степени, чем пиридиннуклеотиды,   могут оказывать регу-
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лирующее влияние на течение биохимических процессов. Способность аденозинфосфатов к аллостерическому ре​гулированию ферментативных реакций в значительной мере монополизирует контролирующее влияние на энерге​тику клетки в «руках» адениловой системы, оставляя за никотинамидной системой в большей степени роль «отра​жателя» той ситуации, которая сложилась в клетке в данный момент. Это не исключает, конечно, важного зна​чения никотинамидных коферментов в управлении ско​ростью, например, дегидрогеназных реакций, где они яв​ляются субстратами или продуктами, - оказывая тем са​мым регулирующий эффект. Показано, что высокие концентрации НАД—Н2 могут снижать активность три-озофосфатдегидрогеназной реакции [556] или тормозить активность НАД-изоцитратдегидрогеназы [286].
Регуляция энергетического обмена промежуточными продуктами метаболизма
Активность отдельных этапов энергетического обмена контролируется уровнем в клетке некоторых промежуточ​ных продуктов обменных процессов, которые не являются непосредственными участниками регулируемой фермен​тативной реакции. Чувствительными к такому метаболиту зачастую оказываются ферменты, которые функциони​руют в обменных системах, локализованных в других структурных элементах клетки по отношению к системе, где происходит образование регулирующего продукта. Характерным примером дистанционного механизма ре​гулирования может служить цитрат, который является продуктом цитратсинтезирующей реакции митохондрий, но регулирующее влияние его распространяется далеко за пределы ЦТК-
Изменяя конформацию НАД-изоцитратдегидрогеназы, цитрат может увеличивать сродство фермента к субстра​ту и активировать тем самым скорость окисления изо-цитрата. Этот регулирующий эффект цитрата был назван «активацией предшественником» [504], и он может быть отнесен к регулирующим механизмам, действующим по типу прямой положительной связи.
При наличии в клетке достаточных запасов энергии наступает угнетение НАД-изоцитратдегидрогеназной реакции под влиянием высоких концентраций АТФ.   По-
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вышение вследствие этого уровня цитрата- в митохонд​риях может вызвать усиленный синтез жирных кислот. Линен и сотрудники [437] продемонстрировали активи​рующее влияние цитрата на ацетил-КоА-карбоксилазу,-которое реализуется через ассоциацию субъединиц фер​мента в активный олигомер. Имеются также сведения об ускоряющем действии цитрата на синтез холестерина в ткани печени крыс [309], правда, при относительно высо​ких его концентрациях. Одновременно цитрат способен снижать степень использования аминокислот для энерге​тических нужд клетки посредством угнетения глютамат-дегидрогеназы [412].
Избыточное образование цитрата в митохондриях со​провождается выходом его в цитоплазму клетки. Как было выяснено, цитрат оказался активным ингибитором начальных этапов гликолитической цепи на уровне фос-форилазы в и фосфофруктокиназы (цит, по [165]).
Вторым важным для регуляции продуктом метабо​лизма является ЩУК. Она может регулировать скорость ЦТК посредством угнетения сукцинатдегидрогеназы [467, 284]. Ингибирующее влияние ЩУК на скорость окисле​ния сукцината зависит от наличия АТФ, интактности ми​тохондрий, порядка добавления субстрата и ингибиторов, их количественных соотношений и т. д. [411, 34, 78]. Пока трудно сказать, какое значение в регуляции окислитель​ных процессов в интактной клетке принадлежит ЩУК, однако соображения, высказанные М. Н. Кондрашовой [78], позволяют отнести ее к важным ограничивающим факторам скорости окисления сукцината при различных патологических состояниях, которые сопровождаются, как правило, нарушением структурной целостности мито​хондрий и определенной дезинтеграцией всего внутри​клеточного метаболизма.
Ингибирующее действие ЩУК распространяется так​же и на малатдегидрогеназу. Вместе с тем ЩУК может индуцировать окисление ацетил-КоА, глютамата, изоцит-рата, ускорять биосинтез жирных кислот [284, 411].
Известна еще значительная группа промежуточных метаболитов, обладающих свойствами, аналогичными цитрату и ЩУК. Так, угнетение фосфогексоизомеразы промежуточными субстратами ПФП [475, 165] создает оптимальные условия для преимущественного использо​вания Гл-6-Ф в метаболических превращениях  в ПФП,
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способствуя тем самым течению биосинтетических про​цессов. С другой стороны, угнетение глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы высокими концентрациями Рн, что соответ​ствует высокому уровню расходования энергии в клетке, наоборот, способствует утилизации Гл-6-Ф преимущест​венно в гликолитическом пути.
Показано также угнетение гексокиназной реакции в эритроцитах человека 2,3-дифосфоглицератом по типу обратной отрицательной связи [264]. Степень угнетения гексокиназы уменьшалась по мере повышения концент​рации АТФ и ионов магния.
На уровне синтеза жирных кислот аллостерическими ингибиторами начальной реакции ацетил-КоА-карбокси-лазы являются конечные продукты системы — ацилы КоА [261]. Они также ингибируют активность ключевого фер​мента ЦТК — цитратсинтетазу [569].
Пастеровский эффект в «покоящейся» и «работающей» клетке
Уровень энергетического потенциала в клетке опреде​ляется сочетанным действием двух основных энергообра​зующих систем — гликолиза и дыхания. Соотношение активности этих систем описывается двумя давно извест​ными эффектами: эффектом Пастера (угнетение гликоли​за дыханием) и эффектом Кребтри (подавление дыхания глюкозой).
Для объяснения пастеровского эффекта предложено большое число гипотез.
В. А. Энгельгардтом [219, 220] было высказано пред​положение о важной роли Рн в регуляции дыхательного фосфорилирования и гликолиза.
Широкое распространение получила гипотеза Линена и Джонсона [429], согласно которой относительная ин​тенсивность дыхания и гликолиза зависит от концентра​ции в клетке Рн- В связи с тем, что гликолиз активно про​текает только в присутствии сравнительно больших кон​центраций Рн, а дыхание при относительно низких его количествах, было сделано заключение, что при аэробных условиях происходит преимущественное использование Р„ в системе окислительного фосфорилирования и его кон​центрация в цитоплазме становится ниже той, при кото​рой может активно   функционировать   гликолитическая
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цепь. При этом блокирование гликолиза происходит на уровне дегидрогеназы 3-ФГА из-за дефицита Рн для реак​ции субстратного фосфорилирования.
Позже Рэккер и сотрудники [485] несколько расши​рили представления о пастеровском эффекте. Согласно их взглядам, существенным в подавлении гликолиза при аэробных условиях является не только снижение в, цито​плазме клетки эффективной концентрации Рш но и недо​статочность (или недоступность) митохондриального АТФ для гексокиназной и фосфофруктокиназной реакций.
Чане и сотрудники [277, 278] предложили иную гипо​тезу эффекта Пастера, отводя ведущую роль в интегра​ции дыхания и гликолиза АДФ, а не Рн. Они считают, что в клетке имеется два различных и независимых фонда АДФ и АТФ — митохондриальный и цитоплазматический. Конкуренция за АДФ между гликолизом и дыханием при аэробных условиях заканчивается в пользу митохондрий, что, по мнению Чанса, и лежит в основе эффектов Пасте​ра и Кребтри.
Существует еще одна интересная трактовка эффекта Пастера [262], в основе которо'й лежит конкуренция меж​ду гликолитической и дыхательной системами за внемито-хондриальный НАД — Нг.
Значительный вклад в понимание функциональной взаимосвязи между гликолизом и дыханием внесли иссле​дования С. А. Нейфаха и сотрудников. Из митохондрий был выделен специфический белковый фактор — кина-зин, который оказывал активирующее влияние на ско​рость гликолиза в условиях полного насыщения гликоли​тической системы всеми необходимыми кофакторами. Было показано, что аллостерическое активирование гли​колиза киназином осуществляется на уровне самого мед​ленного фермента системы — фосфоглицераткиназы. В том случае, если энергетические траты в клетке обеспе​чиваются системой окислительного фосфорилирования, киназин в комплексе с актомиозиноподобным белком [74] вместе с кофакторами прочно удерживается мембранами митохондрий, вследствие чего гликолитическая цепь практически не функционирует.
Ленинджер [411] на основании анализа гипотез, пы​тающихся объяснить пастеровский эффект, делает одно очень важное обобщение о том, что в основу эффекта Па​стера положен принцип конкуренции между гликолитиче-
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ской системой и дыхательной цепью митохондрий за какой-то общий для этих систем компонент, будь то Р„, АДФ или НАД—Нг- Ленинджер также отмечает, что по меньшей мере пять факторов — НАД, НАД—Н2, АТФ, АДФ и Рн — участвуют в интеграции дыхания и гликолиза и каждый из них в зависимости от конкретной ситуации в клетке может оказаться решающим.
На этом, собственно, можно было бы и закончить рас​смотрение основных представлений о механизмах взаимо​связи гликолиза и дыхания, если бы не были известны факты, указывающие на высокую активность гликолиза в аэробных условиях (например, в мышце при интенсив​ной работе и других состояниях). Представления о пасте​ровском эффекте как состоянии активного дыхания я угнетенного гликолиза относятся к клетке, находящейся в состоянии относительного покоя, когда все энергозатра​ты обеспечиваются системой окислительного фосфорили-рования. Такие представления, однако, не могут удовлет​ворительно объяснить особенности соотношений отдель​ных звеньев энергетики клетки при изменении ее функцио​нального состояния, при переходе ее в фазу активной деятельности и, следовательно, расходования больших количеств энергии.
В этой связи особое внимание заслуживает мембран​ная гипотеза регулирования энергетического обмена клет​ки, выдвинутая С. А. Нейфахом и сотрудниками [120— 123]. Согласно этой гипотезе, главная роль в регуляции скорости дыхательного и гликолитического фосфорилиро-вания принадлежит внутриклеточным мембранам, ката​литически активным клеточным структурам, роль которых заключается не только и не столько в пространственном разделении отдельных звеньев внутриклеточного энерге​тического обмена, но и в функциональном их объедине​нии посредством процессов мембранного транспорта.
Существует два механизма стимуляции гликолиза митохондриями: 1) изостерический, обусловленный выде​лением из митохондрий в нужный момент коферментов, усиливающих гликолиз, и 2) аллостерический« которой обеспечивает высокую скорость гликолиза выделившимся из митохондрий киназином в условиях уже полного на​сыщения гликолитической системы всеми кофакторами.
Согласно мембранной гипотезе, взаимосвязь дыхания и гликолиза может быть описана 4 состояниями:
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I
состояние   характеризует   энергетику    покоящейся
клетки: минимальное расходование энергии, которое пол​
ностью обеспечивается системой   окислительного фосфо​
рилирования;   высокий   уровень в митохондриях   АТФ;
дефицит кофакторов в цитоплазме и как следствие блок
гликолиза на уровне гексокиназы и фосфофруктокиназы.
II
состояние — работающая клетка. Система окисли*
тельного фосфорилирования уже не обеспечивает необхо​
димый уровень АТФ в клетке. Снижение АТФ в митохонд*
риях сопровождается изменением конформации актомио-
зиноподобного   белка,   в   результате   чего   происходит
выброс~из митохондрий в цитоплазму   нуклеотидов, вы​
зывающих усиление скорости гликолиза.
III
состояние — интенсивно работающая клетка. На​
блюдается высокая скорость аэробного гликолиза.   Кон​
центрация кофакторов в цитоплазме достигает таких ве​
личин, когда скорость гликолиза уже лимитируется толь​
ко медленными   ферментами    системы.    В этот момент
происходит выброс из митохондрий белкового усиливаю​
щего фактора киназина,   который включает максималь​
ную скорость гликолитической цепи посредством повыше​
ния активности фосфоглицераткиназы.
IV
состояние—переход клетки из состояния активной
работы в состояние покоя. Снижение расходования АТФ
приводит к аллостерическому ретроингибированию пуско​
вых ферментов гликолиза гексокиназы,   фосфорилазы и
фосфофруктокиназы высокими   концентрациями   АТФ и
цитрата. Повышение АТФ в митохондриях приводит так​
же к угнетению активности НАД-изоцитратдегидрогена-
зы и замедлению скорости всего ЦТК. Это состояние от​
лично от I, и оно   характеризуется   пастеровским эффек​
том, но уже аллостерической   природы.   И только после
этого клетка переходит в типичное I функциональное со​
стояние.
II
ГЛАВА
МОЛЕКУЛЯРНЫЕ АСПЕКТЫ СТАРЕНИЯ
Прежде чем переходить к характеристике состояния в возрастном аспекте отдельных биохимических систем или циклов, занятых в сфере энергетического обмена, необхо​димо, по-видимому, рассмотреть некоторые вопросы проблемы старения макромолекул, поскольку четкие представления о возможных механизмах возрастной пере​стройки структуры макромолекул будут способствовать более правильному, реальному пониманию тех сдвигов, которые наступают в процессе жизни в функциональной активности этих же молекул или многокомпонентных биохимических и физиологических систем.
Существует мнение, что первичные старческие измене​ния развиваются в различных макромолекулах организ​ма. По мере накопления дефектов в этих молекулах ста​рение затем уже проявляется в виде структурных и функциональных сдвигов на самых различных уровнях ■организации организма.
Отдельные молекулярные теории старения отличаются главным образом тем, что их авторы отдают преимущест​во в развитии старения различным по биологическим свойствам макромолекулам (белки или нуклеиновые кислоты), либо выдвигают в качестве основного один из факторов, постоянно действующих на макромолекулы. Учитывая важное значение во всех сферах жизнедея​тельности организма генетического аппарата клетки, уче​ные в первую очередь обратили внимание на нуклеиновые кислоты как молекулярную структуру, изменения в кото​рой дают первичный толчок или являются пусковыми молекулярными механизмами старения.
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Мы не будем цитировать здесь работы, в которых при​водятся экспериментальные данные о том, что в процессе старения действительно обнаруживаются изменения нук​леиновых кислот. Отметим лишь, что эти изменения за​трагивают количественное содержание нуклеиновых кислот в тканях и клеточных структурах, нуклеотидный состав и, наконец, структуру нуклеиновой кислоты как макромолекулы. Аналогичные возрастные изменения об​наруживаются и в белковых молекулах. Имеются указа​ния на изменение при старении аминокислотного состава отдельных белков, их-физико-химических свойств и, как следствие, их функциональной активности.
Для классификации повреждений, наступающих при старении на уровне макромолекул, мы избрали принцип; оценки последствий, возникающих в результате самых разнообразных воздействий. По-видимому, их можно раз​делить на следующие группы: а) изменения первичной структуры макромолекул, б) внутримолекулярное взаимо​действие и фрагментация макромолекул, в) образование химических связей между макромолекулами и другими веществами, г) изменения межмолекулярных взаимоот​ношений при передаче генетической информации, д) изме​нения белков, обладающих ферментативной активностью.
Изменения первичной структуры макро​молекул. Определяя нуклеотидный состав нуклеино​вых кислот и особенно аминокислотный состав белков, некоторые исследователи приводят факты, указывающие на заметные количественные сдвиги в наборе аминокис​лот и нуклеотидов в одних и тех же белках и нуклеино​вых кислотах, но выделенных от животных различного воз​раста. Они, естественно, свидетельствуют об изменениях первичной структуры макромолекул. Не ставя под сомне​ние объективность полученных данных, все же следует вспомнить предостережения, высказанные по этому пово​ду В. Н. Никитиным [116] и Ж. А. Медведевым [109J. Они считают, что эти изменения могут быть следствием не истинных сдвигов аминокислотного состава того или иного белка, а скорее связаны с недостаточной чистотой исследуемых препаратов, особенно, если учесть трудности выделения чистых гомогенных белков. В противном слу​чае напрашивается вывод о том, что мы имеем дело с принципиально новым белком, поскольку, как хорошо известно,   даже   незначительные   изменения   первичной
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структуры белка могут оказаться достаточными для того, чтобы резко изменить основные параметры, характеризу​ющие специфику данного белка. Правда, японские иссле​дователи [542] обнаружили значительные различия в аминокислотном составе цитохрома с, выделенного из сердечной мышцы молодых и старых пеламид. Характер​но, что в отличие от других белков цитохром с значитель​но проще выделить в чистом виде.
Изменения первичной структуры белков предусматри​ваются в теориях старения Куна- [402] и В. В. Алпатова [2], которые рассматривают старение как следствие на​копления с возрастом несвойственных для естественного метаболизма оптических изомеров белков. Известно, что аминокислоты обладают свойствами оптической изоме-ш рии. Вполне возможно, что включение таких аминокислот * (с измененными оптическими свойствами) при синтезе полипептидных цепей может существенно изменить основ​ные свойства белка.
Внутримолекул-ярное взаимодействие и фрагментация макромолекул. В этом плане характерна теория «циклизации», выдвинутая в начале века Пиктэ и затем более детально развитая Ружичкой. Она предполагает, что в процессе жизни в результате взаимодействия свободных алифатических цепей молекул белка образуются циклические структуры, существенно снижающие функциональную активность белков, да и всей клеточной протоплазмы. Близка к этим взглядам и теория А. В. Нагорного [1.15] о гистерезисе метсшлазма-тических белков, а также представления, развиваемые некоторыми авторами [403] о «самодублении» медленно обменивающихся макромолекул (коллаген, эластин), в основе которого лежит образование неестественных гете​роциклических структур. Из гидролизата эластина уда​лось изолировать два флуоресцирующих соединения, ко​торые были идентифицированы как тетра-карбокси-тетра-аминокислотные структуры, содержащие гетероцикличе​ское кольцо. При исследовании флуоресценции водных экстрактов коллагена, полученного из ахиллового сухо​жилия людей различного возраста, обнаружено, что флуоресценция при 405 нм, приписываемая перекрестно-связывающему веществу, с возрастом увеличивается, а при 305 нм, обусловленная наличием тирозина, наобо​рот, снижается. В связи с этим некоторые авторы «дуб-
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ление» коллагена в процессе старения связывают хотя бы частично с окислением тирозиновых остатков до реактивных хиноидных структур, способных образо​вывать ковалентные связи с соответствующими функцио​нальными группами белков.
Внутримолекулярное взаимодействие предусматрива​ется и в теориях накопления в белках в процессе жизни дикетопиперазиновых типов связей [25] или дисульфид-ных связей [468].
Вальтер [562] различает следующие типы поврежде​ний макромолекул, наступающих в результате химиче​ского превращения отдельных их компонентов: а) при​соединение или потеря некоторых групп (например, частичное дезаминирование, частичное декарбоксилирова-ние, амидирование карбоксильных групп и т. д.), б) вос​становление дисульфидных связей, окисление сульфгид-рйльных групп, в) частичное открытие, конформационные переходы,* г) основные изменения структуры (превраще​ние одной аминокислоты в другую в пределах одного белка, например, серина в глицин).
В процессе старения могут происходить изменения внутримолекулярной структуры и в нуклеиновых кисло​тах. Возможные варианты химической модификации ДНК детально обсуждены М. М. Виленчиком [30, 31]. Повреждения молекул ДНК могут возникать в результа​те действия внутриклеточных метаболитов, алкилирова-ния, окисления, димеризации тиминов, депуринизации, образования разрывов в молекулах и т. д. На повышение .с возрастом фрагментации ДНК^ выделенной из некото​рых тканей животных, указывают результаты исследова​ний Б. И. Гольдштейна и сотрудников [46, 47].
Отмечено также [379], что с возрастом в некоторых тканях снижается число разновидностей синтезируемой РНК. Однако у старых животных синтезируются новые виды РНК, не встречающиеся у молодых.
Несколько теорий молекулярного старения возникло в результате того, что отдельные авторы в своих теорети​ческих построениях отдают предпочтение одному из фак​торов, способному вызывать повреждения нуклеиновых кислот и белков, не конкретизируя при этом характер са​мого повреждения. Здесь в первую очередь необходимо остановиться на концепциях Стрелера [538] и Хармана [349, 350, 352].
4. Зак. 578
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Стрелер, в частности, большое значение в поврежде​нии макромолекулярных структур придает фактору ло​кального выделения больших количеств энергии в клетке. Источником такой энергии, по мнению- автора, могут быть химические реакции, протекающие с выделением тепла, поглощение лучистой энергии и др.
Харман основное внимание уделяет неблагоприятному влиянию на молекулярном уровне свободных радикалов. Свободнорадикальная теория этого исследователя нашла экспериментальное подтверждение. Введение животным антиоксидантов заметным образом увеличивало их сред​нюю продолжительность жизни.
Образование химических связей между макромолекулами и другими веществами. Такого рода изменения возникают в результате непосред​ственного химического взаимодействия молекулы нуклеи​новой кислоты или белка с другими такими же молекула​ми или низкомолекулярными органическими или даже неорганическими веществами. При этом образуются не​естественные труднообмениваемые «сверхмолекулы».
Наиболее полно идея межмолекулярного взаимодей​ствия развита в концепции Бьеркстена [251, 252], назван​ной теорией общей молекулярной основы синдрома ста​рения или химической теорией перекрестных связей. Сущность ее заключается в том, что перекрестное связы​вание происходит при случайном взаимодействии пере-крестносвязывающих агентов с белками или нуклеиновы​ми кислотами, что в свою очередь создает неподвижный обменный фонд, который не оставляет места для новых активных молекул. Перекрестносвязывающие агенты могут взаимодействовать не только с одной молекулой, но и с несколькими аналогичными молекулами, образуя труднообмениваемые макрокомплексы. К перекрестно-связывающим агентам Бьеркстен относит естественные метаболиты: промежуточные продукты цикла Кребса, ацетальдегид, убихинон и другие хиноны, металлы, конеч​ные продукты метаболизма или вещества, возникающие в результате боковых реакций, но невыделяющиеся из организма. К последним, вероятно, можно отнести пиг​менты старения типа липофусцина [538], птериины и производные пиридоксина [426], продукты, образующие​ся при взаимодействии белков с самоокисленными липи-дами [426, 525], железо, содержание которого в препара-
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тах ДНК старых животных заметно возрастает [46—48]. Более подробно роль металлов в развитии процессов ста​рения как перекрестносвязывающих агентов описана в обзоре Т. Л. Дубиной и В. А. Леонова [63]. Интересно, что Т. Л. Дубина в подтверждение значения в развитии старения на молекулярном уровне факта накопления с возрастом металлов в организме провела опыты на животных, которым с целью выведения металлов из орга​низма были использованы комплексоны (например, эти-лендиаминтетраацетат). Анализ результатов показал [62], что опытные животные живут, как правило, дольше, чем контрольные.
Подтверждением возможного, участия в перекрестном связывании убихинона могут служить результаты иссле​дований Н. Ф. Хмары [204]. Оказалось (табл. 1), что не​зависимо от способа выражения концентрации убихинона (на тканевой белок, сырой вес или целый орган) его со​держание в процессе старения заметным образом воз​растало. Причем увеличение уровня убихинона в ткани печени старых животных было настолько высоким, что определение его абсолютной концентрации было затруд​нено в связи с резким повышением поглощения в области спектра, характерной для убихинона.
Таблица 1
Содержание убихинона в печени и сердце крыс различного возраста
Концентрация убихинона, мкг
Возраст, мес.

на 1 г белка

на 1 г сырой

на весь орган
Печень
10—12 Р

273,7±18,1
330,9±31,4
=0,057

46,0±2,4
73,7±9,2
<0,01

102,9±37,6
717,9 ± 83,1
<0,001
Сердце
1
10—12
р
24—26

981,7±45,3 1226,3 ±69,2
<0,01 1851,5±60,2
<0,001

104,3±5,5 129,6±3,4
<0,001 169,8±8,3
<0,001

25,5±1,5 115,2±7,8
<0,01 146,9±6,1
<0,001
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Изменения межмолекулярных взаимо​отношений при передаче генетической информации. Существует два принципиально раз​личных взгляда на значение изменений генетического аппарата клетки в развитии процессов старения. Соглас​но одних представлений, старение и гибель клеток гене​тически предопределены, и эти процессы включаются спе​цифическими генами. Ряд исследователей причину стар​ческих нарушений в генетической программе, процессах считывания наследственной информации и в конечных этапах синтеза различных белков рассматривают как • следствие «накопления ошибок», возникающих в резуль​тате определенного несовершенства генетического аппа​рата или же в результате воздействий различных внеш​них и внутренних факторов. Спорен, однако, вопрос о том, на каких этапах передачи наследственной информации вюзникают первичные нарушения, сопровождающиеся в дальнейшем многообразными проявлениями во всех сфе​рах жизнедеятельности клетки.
В. Н. Никитиным [126] была высказана идея о том, что в процессе старения происходит изменение характера связи белков и нуклеиновых кислот в нуклеопротеидах. Экспериментальные факты, полученные в дальнейшем, хорошо развивают эту идею. Показано [346, 347], что температура плавления ДНК. зависит от количества свя​занного с ней гистона, на основании чего было сделано заключение, что наблюдаемое при старении повышение температуры плавления ДНК обусловлено увеличением содержания гистона в нуклеопротеиде, причем связь гистона и ДНК более прочна у старых животных. А. И. Клименко отметил, что в онтогенезе происходит по​вышение соотношения гистон-1/ДНК. В связи с тем, что репрессорное влияние гистонов на активность дезоксири-бонуклеиновой кислоты вполне реально, их накопление может служить одной из причин возрастного затухания белкового синтеза [79].
М. М. Виленчик [30, 31] приходит к заключению, что в процессе старения нарушается нормальное взаимодей​ствие на уровне ДНК — РНК из-за накопления «сшивок» в этой системе. Кроме того, он считает, что в старой клет​ке в значительном количестве могут синтезироваться функционально неактивные «незавершенные» молекулы РНК.
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В. В. Фролькис [193] утверждает, чточведущим звеном в механизмах старения на молекулярном уровне являют​ся нарушения в регуляторных звеньях генетического аппарата клетки, которые затем проявляются разнообраз​ными сдвигами, начиная от структурных генов до измене​ния функциональной активности белков.
К теориям, предусматривающим нарушения при ста​рении генетической информации, по-видимому, можно от​нести гипотезу неэквивалентного обмена белков и нуклеиновых кислот [110] и сформулированные в более общих формах теории неполноценности ■ соматических клеток и аутоимунных реакций.
Очень любопытные мнения высказаны недавно Катле-ром [379]. Он считает, что изменения в генетической про​грамме способствуют не только «саморазрушительному» процессу, не только сокращению полезной жизни, но и ее продлению. Эта гипотеза объединяет программу развития организма — ряд генетически запрограммированных со​бытий — с идеей о том, что в течение всей жизни процес​сы починки, компенсации и защитные механизмы служат продлению жизни.
Изменения белков, обладающих фермен​тативной активностью. Из изложенного видно, насколько сложны и многогранны изменения, происходя​щие в процессе старения на молекулярном уровне, какое огромное количество существует причин, могущих выз​вать эти изменения. На этом можно было бы и закончить краткий анализ механизмов повреждения макромолекул в процессе старения, если бы в литературе периодически не появлялись сообщения о повышении в старом возрасте скорости биосинтеза того или иного компонента клетки либо об увеличении активности некоторых ферментов.
В этой связи следует напомнить, что различают две формы старения макромолекул: первичное и вторичное [558]. Первое присуще тем макромолекулам, которые практически не обмениваются (или обмениваются очень медленно) в течение всей жизни и расположены экстра-целлюлярно или находятся в постмитотических клетках. Изменения в молекулах, о которых речь шла выше, по-видимому, и относятся к такому типу макромолекул. Тем не менее клеточные элементы, периодически обновляю​щиеся в процессе жизни, также показывают изменения своих физико-химических   и   функциональных   свойств,
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обусловленные возрастом организма. Эти изменения име​нуются как «вторичное» старение макромолекул.
Изучение как первичного, так и вторичного старения, несомненно, во многом может способствовать пониманию сущности биологии процессов старения. Особый интерес представляет изучение, макромолекул и в частности бел​ков, обладающих ферментативной активностью, что даст возможность представить, в какой степени возрастные изменения структуры белков отражаются на их функцио​нальной активности, существует ли корреляция между изменениями структуры и функции макромолекул. В этом отношении удобными для исследования являются сокра​тительные белки.
В. М. Корниенко и А. А. Мартыненко [82] исследовали некоторые свойства миозина, выделенного из скелетных мышц 1- и 24-месячных крыс. Оказалось, что миозин мо​лодых и старых животных существенным образом не раз​личается по аминокислотному составу, перевариваемости пепсином, ионизации боковых групп, аденозинтрифосфа-тазной активности. Аналогичные данные приводят Б. И. Гольдштейн и О. К. Хилько [49], которым также не удалось обнаружить различий в сумме цистин + цистеин в миогене животных различного возраста. Несколько раньше О._К. Хилько [201], а также Л. Л. Грабиной [52] было показано, что содержание сульфгидрильных групп в миозине с возрастом увеличивалось, и что особенно интересно, ими отмечено значительное повышение его АТФ-азной активности в старости. Схожие результаты получены и Р. И. Хильчевской [202, 203] при исследова​нии ферментативной активности в печени и содержания SH-групп в ючищенной оксидазе Д-аминокислот.
Совместно с Т. F. Ластовской [162] мы изучали не​которые показатели, характеризующие структуру и функ​цию сократительного (или актомиозиноподобного) белка, выделенного из митохондрий печени крыс различного возраста.
Сократительный белок выделялся из митохондрий печени крыс трех возрастных групп (1, 10—12 и 24— 26 месяцев) по методу, описанному Б. Ф. Поглазовым и сотрудниками [149], с той лишь разницей, что мито​хондрии не подвергались предварительному разрушению. Для выяснения возрастных изменений структуры и функ​ции этого белка были исследованы спектры поглощения
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при рН 7,0 и 12,0, спектры люминесценции, относительная вязкость, содержание общих и быстрореагирующих SH-групп, АТФ-азная активность в присутствии ионов маг​ния, кальция, калия и натрия.
Сократительный белок из митохондрий, по ряду свойств сходный с контрактильными белками мышц, был выделен и изучен различными авторами [ 122Ч 149, 473]. Детальный анализ этих результатов проведен в книге Б. Ф. Поглазова [148]. Дальнейшие исследования в этом направлении в какой-то степени ставили под сомнение сам факт наличия сократительного белка в мембранных структурах митохондрий [290, 233, 247].
Предварительное изучение АТФ-азной активности и изменений вязкости при добавлении АТФ к препаратам белка позволило исследованный нами белок из митохонд​рий печени крыс отнести к категории сократительных. По большинству описываемых его свойств он близок к тем белкам, с которыми работали другие авторы.
Количественный выход сократительного белка из митохондрий зависел от возраста животных. Самый боль​шой выход белка из митохондрий, полученных из 100 г печени, был у зрелых крыс (184 мг), несколько ниже у старых (123 мг) и молодых (92 мг).
При изучении возрастных изменений АТФ-азной активности сократительного белка последний инкубиро​вался в присутствии различных катионов. Установлено, что в процессе старения происходит постепенное повыше​ние ферментативной активности сократительного белка (рис. 5). Причем, если к зрелому возрасту наблюдалась лишь тенденция к увеличению активности по сравнению с молодыми животными, за исключением опытов без до​бавки катионов, то у старых животных эта активация имела высокую степень достоверности. Добавление ка​тионов в различных комбинациях не влияло на характер возрастных изменений АТФ-азной активности.
Результаты опытов по определению возрастных изме​нений относительной вязкости сократительного белка представлены на рис. 6. Она была более высокой у белка, выделенного от молодых животных, чем у старых и зре​лых крыс. При добавлении к препаратам белка АТФ (2,5-10~3 М) процент снижения относительной вязкости незначительно варьировал в зависимости от возраста жи​вотных.
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Определение'содержания сульфгидрильных групп в сократительном белке (табл. 2) показало, что количество общих SH-групп отчетливо снижалось к зрелому воз​расту, оставаясь на таком же уровне у старых крыс. Со​держание быстрореагирующих SH-групп, наоборот, у зрелых крыс было примерно на 60% выше, чем у моло​дых. В старости отмечалась тенденция к их дальнейшему увеличению.
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Рис. 5. Аденозинтрифосфатазная активность" сокра​тительного белка митохондрий печени / — молодых, 2 — зрелых, 3—старых крыс; I — без добавок, IIM++ IIIC++ IV+K+, Na+, Mg++, V Na+, Ca++
При внесении в среду инкубации АТФ происходит перераспределение в соотношении общих и быстрореаги​рующих SH-групп во времени (табл. 3): на фоне сниже​ния общего их количества наблюдается заметный рост быстрореагирующих. Эти изменения особенно резко вы​ражены к 10-й минуте опыта. Степень перераспределения различных классов тиоловых групп зависела от возраста животных: так, процент снижения общих SH-групп к 10-н минуте относительно нулевой у молодых составил 20, у зрелых — 10, у старых — 7. Процент быстрореагирую​щих соответственно равнялся 28, 18 и 21.
Были исследованы также спектры поглощения и люми​несценции сократительного белка при рН 7,0. При по​строении кривых поглощения не учитывалась поправка на светорассеивание   образцов.   Максимум поглощения
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сократительного белка лежал в области 260 нм (рис. 7),
что хорошо совпадает с данными для сократительного
белка, выделенного из слизистой желудка [98]. По
сравнению с мышечным млозином максимум митохонд-
риального сократительного белка несколько сдвинут в
коротковолновую область спектра, нетипичную для боль​
шинства белков. Это смещение, по-видимому, обусловле​
но
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Рис. 6. Влияние АТФ на отно​сительную вязкость сократи​тельного белка митохондрий печени 1 — молодых, 2 — зре​лых, 3 — старых крыс

}о    w   го  so w 50 мои
но гетерогенностью данного    белка либо адсорбцией на белке нуклеотидов.
Что касается возрастных изменений УФ-спектров по​глощения, то они носят главным образом количественный характер, так как смещения максимума в зависимости от возраста животных не наблюдалось. Существенных раз​личий между белком молодых и зрелых животных по высоте пика также не обнаружено. У старых крыс -наблю​дается почти двукратное увеличение экстинкции в макси​муме поглощения.
Т аблица 2
Содержание SH-rpynn (мкМ/мг белках Юг3) в сократительном белке митохондрий печени крыс различного возраста
Возраст, мес.
Класс тиоловых групп

10-12

24-26
Общее количество
Р
Процент быстро-реагирующих
Р

126*6,7
80±3,6
<0,001
10,3±0,46        1б,6±1,81
<0,001

 >0,01

90±5,2 18,7±0,73
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Таблица 3
Влияние АТФ на содержание SH-rpynn (мкг/мг белках 10~8)
в сократительном белке митохондрий печени крыс различного
возраста
	Время ? после до​бавления АТФ, мин
	Молодые
	Зрелые
	Старые

	
	общие группы
	% быстро-реагир.
	общие группы
	% быстро-реагир.
	общие группы
	% быстро-реагир.

	0 10 40
	103 82 87
	20,0 25,7 26,5
	61 55 62
	26,8 31,6 28,1
	56 52 58
	20,3 24,5 25,3


Определялись дифференциальные УФ-спектры, кото​рые представляют собой отношение экстинкции образцов при рН 12 к экстинкции при рН 7. Они могут характери​зовать степень ионизации боковых групп [550]. Как вид​но из рис. 8, дифференциальные спектры сократительного белка митохондрий схожи с таковыми для белка из сли​зистой желудка, но несколько отличны от мышечного миозина, главным образом по положению второго макси​мума [98]. Возрастных   различий   в ионизации боковых
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Рис. 7. Ультрафиолетовые спек​тры поглощения сократитель​ного белка митохондрий пече​ни крыс различного возраста. Обозначения те же, что на рис. 6

Рис. 8. Коэффициент иониза​ции боковых групп сократи​тельного белка митохондрий печени крыс различного воз​раста. Обозначения те же, что на рис. 6
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групп между зрелыми и старыми животными практиче​ски не обнаружено, но у них степень ионизации оказалась намного выше, чем у молодых крыс. Если учесть, что коэффициент при длине волны 245 нм характерен для цистеина [550], то эти различия хорошо согласуются с данными по возрастным изменениям содержания общих SH-групп в белке.
Сократительный белок показывал максимум люмине​сценции при 345 нм, характерный для других белков. Возбуждение вызывалось при длине волны 280 нм в об​ласти поглощения триптофана. Добавление к препара​там белка АТФ (2,5-10~3 М) сопровождалось двукрат​ным снижением интенсивности люминесценции, которое наступало тот час после добавления АТФ и не изменя​лось во времени, что обусловлено, вероятно, экранирую​щим эффектом нуклеотида. Необходимо также отметить, что в такой постановке опытов ни положение максиму​мов, ни интенсивность люминесценции существенно не изменялись в зависимости от возраста животных, из митохондрий которых был выделен белок.
Для анализа возрастных изменений свойств сократи​тельного белка митохондрий исследованные показатели можно условно разделить на две группы: 1) характери​зующие структуру—УФ-спектры поглощения, диффе​ренциальные спектры, относительная вязкость, содержа​ние общих SH-rpynn; 2) характеризующие функцию— АТФ-азная активность и содержание быстрореагирую-щих SH-rpynn.
Показатели, отнесенные к первой группе, позволяют утверждать, что в процессе старения действительно про​исходит изменение структуры сократительного белка, однако указать конкретную природу этих изменений трудно. Во всяком случае, мы не склонны относить их на счет возможных вариаций первичной структуры со​кратительного белка, на что, казалось, мог бы указывать резкий подъем максимума поглощения у белка, выделен​ного из митохондрий печени старых животных. По-види​мому, увеличение максимума поглощения в старом возрасте обусловлено повышенной степенью адсорбции на белке нуклеотидов или других продуктов метаболиз​ма. В пользу такого предположения могут свидетель​ствовать результаты опытов, в которых было показано, что очищенный почти   до гомогенного   состояния актин
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содержит в среднем 1 моль связанной АТФ на 45 000 г белка {549], причем G-актин содержит примерно эквива​лентные количества связанных Са и АТФ. Такое предпо​ложение не противоречит характеру возрастных изме​нений показателей, отнесенных ко второй группе и ха​рактеризующих функцию белка. АТФ-азная активность и в несколько меньшей степени содержание быстрореа-гирующих SH-групп в сократительном белке в процессе старения возрастали.
Кроме того, определение различных классов SH-групп показало, что с возрастом происходит внутримо​лекулярное перераспределение их содержания в белке: при снижении общего количества наблюдается увеличе​ние процента быстрореагирующих SH-групп. Эти ре​зультаты аналогичны данным, полученным в опытах с добавлением АТФ, где также происходит перераспреде​ление тиоловых групп. Поэтому снижение с возрастом общего количества SH-групп на фоне увеличения быст​рореагирующих может рассматриваться как явление, обусловленное первичным повышением АТФ-азной ак​тивности белка.
Таким образом, старение оставляет свой отпечаток практически на всех уровнях структурной организации макромолекул и как следствие на их функциональной активности. В большинстве случаев структурные и функ​циональные сдвиги, обнаруживаемые при старении орга​низма в нуклеиновых кислотах и белках, достаточно полно отражают разрушительный характер процесса старения. По-видимому, пока спорным остается вопрос о старческих изменениях первичной структуры молекул и он, безусловно, нуждается в экспериментальных под​тверждениях. И. Н. Буланкин и Е. В. Ларина [27], на​пример, считают, что возрастные изменения в белках следует искать не во внутримолекулярной перестройке, а скорее на надмолекулярном уровне, в макромолекуляр-ных  комплексах.
Специальной трактовки требуют экспериментальные факты, указывающие на повышение в старом возрасте функциональной активности некоторых белков и в част​ности мышечных и митохондриальных контрактильныч белков. Думается, что термин «вторичное старение» для
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оценки таких изменений вряд ли приемлем. По-видимо​му, их стоит оценивать просто как возрастные изменения структуры и функции, понимая под этим возможность как снижения функциональной активности макромоле​кулы в результате повреждения ее структуры, так и по​вышения этой активности. В последнем случае структур​ные сдвиги в молекулах будут обусловлены необходи​мостью обеспечения высокой степени активности данной молекулы.
ГЛАВА
ТКАНЕВОЕ ДЫХАНИЕ И ВОЗРАСТ
Показатели, характеризующие состояние кислородного режима организма и в целом энергетического обмена в различные возрастные периоды, изучались многими исследователями. Большинство работ, выполненных в этом плане, обнаружили снижение по мере старения общего газообмена организма и активности окислитель​ных процессов. Однако имеются сообщения и другого ха​рактера. Так, было установлено, что основной обмен, рассчитанный на воду всего организма или внутриклеточ​ную воду, с возрастом не изменяется [522]. У белых крыс основной обмен, отнесенный на единицу поверхно​сти тела, снизился с возрастом [5], в то время как имеют​ся сообщения и о его повышении (391], особенно, если основной обмен отнесен к количеству содержащегося в организме стабильного изотопа калия [496].
Поглощение кислорода тканями также не остается постоянной величиной в процессе жизни. Скорость тка​невого дыхания в постнатальном онтогенезе снижается, однако в тканях с различной специализацией или с раз​личным уровнем дифференцировки это происходит не​равномерно.
В. Н. Никитин [127] делит все ткани по интенсивно​сти тканевого дыхания и степени его снижения с возра​стом на три группы: 1) органы с высоким уровнем интен​сивности дыхания (почки, сердце, селезенка, печень, мозг), в которых при старении интенсивно снижается скорость потребления кислорода; 2) ткани, для которых характерно начальное быстрое снижение тканевого ды​хания и медленный темп его падения на последних эта-
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пах онтогенеза (мышцы, кишечник, семенные железы); 3) ткани с низким уровнем дыхания (кожа, хрящ) и не​значительным снижением скорости тканевого дыхания в старом возрасте.
Анализ результатов различных авторов о возрастных изменениях тканевого дыхания позволил сделать заклю​чение о том, что организм в целом и отдельные ткани наиболее интенсивно потребляют кислород в первый ме​сяц постэмбрионального развития, а затем с увеличением возраста животного дыхание постепенно ослабевает. Сле​дует, однако, заметить, что отчетливое снижение уровня тканевого дыхания наблюдается только к зрелому воз​расту (у крыс в зависимости от ткани примерно к 3—6 месяцам), оставаясь практически на том же уровне в по​следующие периоды жизни. Понятно, что снижение интенсивности поглощения кислорода тканями к зре​лому возрасту связано с завершением роста и развития организма — периода онтогенеза, когда происходит осо​бенно высокое расходование энергетических ресурсов.
Дальше мы более подробно остановимся на особен​ностях изменений дыхания некоторых тканей в старом возрасте. При обсуждении данного вопроса отдельно бу​дут обсуждены активность эндогенного дыхания тканей и способность их окислять различные субстраты, добав​ляемые к тканям в опытах in vitro.
Интенсивность эндогенного дыхания тканей могут ли​митировать следующие факторы: мощность и количество функциональных единиц системы дыхания, содержание в тканях субстратов окисления и обеспеченность тканей кислородом. Скорость окисления изолированными тка​нями экзогенных субстратов, добавляемых, как правило, в избытке, может характеризовать в какой-то мере только максимальную мощность дыхательного аппарата ткани. В условиях постановки опытов in vitro по изучению воз​растных изменений тканевого дыхания фактор оксигена-ции тканей фактически исключается как лимитирующий, поскольку дышащие ткани в избытке обеспечены кисло​родом.
Эндогенное дыхание
• В табл. 4 сведены данные различных авторов по ды​хательной активности тканей зрелых и старых крыс. За​метим, что в нее включены только средние величины по
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эндогенному дыханию, расснитанные на сырую ткань, . причем на статистические показатели специально не обращалось внимания, поскольку недостоверность разли​чий иногда не позволяет обсуждать реальные, объектив​ные сдвиги, хотя и не всегда четко выраженные. Такие сдвиги иногда игнорируются исследователями. Мы, на​пример, неоднократно сталкивались с такими ситуация​ми, когда различия между средними величинами у жи​вотных двух возрастных групп, выраженные в процен​тах, достигали внушительной величины, но оказывались недостоверными по уровню значимости. Такое положение создавалось в связи с высокой вариабельностью в вари​ационном ряду, причем, как правило, в группе старых животных. Разброс данных в условиях использования одного стандартного метода, безусловно, характеризует природу самого явления, например, неравномерность процесса старения.
Как видно из табл. 4, исследователям неоднократно удавалось зарегистрировать некоторый подъем скорости потребления кислорода различными тканями в старом возрасте. Он наблюдается, вероятно, на более ранних пе​риодах старения, поскольку в глубокой старости (крысы в возрасте старше 30 месяцев) уровень дыхания снижен. В этом отношении характерны результаты опытов по вы​яснению изменений дыхательной активности мышц, про​веденных С. И. Фудель-Осиповой и Ф. И. Гришко [54, 199] на сравнительно большом числе возрастных групп животных, относящихся к позднему периоду онтогене-заГ'— 10, 15, 24, 32 и 37 месяцев, что и дало авторам воз​можность показать значительный подъем скорости по​требления кислорода мышцей (на 33%) крыс в возрасте 15 месяцев. В дальнейшем по маре старения животных интенсивность тканевого дыхания снижалась. Однако тщательный анализ материала показал, что наряду с низ​кими цифрами .поглощения кислорода у некоторых жи​вотных старого возраста отмечались высокие значения дыхательного коэффициента.
В печени и сердце такой подъем интенсивности ткане​вого дыхания наступает, вероятно, в более позднем воз​расте и он может быть менее выражен, а скорее всего просто не так убедительно продемонстрирован экспери​ментально. Однако сам факт усиления скорости тканевого дыхания на определенном этапе старения вполне реален,
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Таблица 4
Эндогенное дыхание некоторых тканей зрелых и старых крыс по данным различных авторов
	Возраст, мес.
	Дыхательная активность
	% изменения у старых по сравне нию со зрелыми
	Автор

	
	
	животными
	

	
	
	Печень
	

	10—12
	2,80
	
	[19]

	28—32
	1,86
	—34
	

	3
	18,31
	
	[145}

	24
	18,91
	+3
	

	8—10
	33,58
	
	

	24—26
	36,36
	+8
	Собственные данные

	
	
	Сердце
	

	10—12
	4,0
	
	[196]

	28—32
	1,81
	-55
	

	12
	20,98
	
	[146]

	24
	21,59
	+з
	

	8—10
	37,06
	
	

	24—26
	38,50
	+5
	Собственные данные

	
	Скелетная мышца
	

	10
	18,5
	
	[199]

	15
	24,56
	4-33
	

	24
	16,58
	— 10
	

	32
	16,17
	-13
	

	37
	13,08
	-29
	

	8—10
	13,97
	
	

	24—26
	15,25
	+9
	Собственные данные


поскольку он наблюдается в опытах некоторых исследо​вателей, работающих в различных условиях и с различ​ными объектами. Признание этого явления не противо​речит основным закономерностям процесса старения и представлениям о регуляции энергетических процессов в клетке.
Почему в таком случае данное явление зачастую исчезает из поля зрения исследователей? Во-первых, в связи с уменьшением количества клеток в тканях по мере старения организма подъем уровня тканевого ды​хания может быть выражен незначительно и поэтому отнесен к ошибке опыта. Однако основная причина, по-видимому, заключается в следующем. Противоречивость результатов, а следовательно,    и   выводов о характере
5. Зак.  578
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Старческих изменений дыхания тканей в значительной степени обусловлена существенными различиями в абсо​лютном возрасте животных, относимых к зрелым и ста​рым группам. Так, например, к группе зрелых крыс отне​сены животные в возрасте от 6 (и даже от 3) до 14 меся​цев. В группе старых крыс этот предел оказался еще шире —24—37 месяцев. Не трудно себе представить, какой может быть степень разброса экспериментальных результатов, если разница в возрасте одной и той же возрастной группы составляет фактически третью часть жизни животного. Ведь это не допускается, например, в подборе возрастных групп при изучении эмбриональ​ного или раннего постнатального периода. При исследо​вании ранних периодов онтогенеза различия в возрасте каждой группы животных редко превышают одну неде​лю, что, собственно, и дает возможность уловить тонкие детали в особенностях формирования функций организма в период его созревания. Геронтологи чаще всего стре​мятся использовать максимально старых животных, лишая себя возможности уловить более ранние проявле​ния процесса старения организма. Поэтому не всегда удается отметить повышение скорости тканевого дыхания в процессе старения, тем более, что это повышение про​исходит, по-видимому, в самые ранние сроки периода старения. Однако возможно, что именно этот фактор и является первым признаком надвигающегося неблагопо​лучия в энергетическом обеспечении основных функций клетки и организма.
Поглощение кислорода тканями в присутствии различных субстратов
Используя манометрическую технику, мы определяли поглощение кислорода тканями печени, сердца и скелет​ных мышц зрелых, и старых крыс (табл. 5). Кроме эндо​генного дыхания, измерялось поглощение кислорода в присутствии субстрата (глютаминовая кислота), а так​же субстрата и «ф'осфатной ловушки» (глюкоза — для ткани печени, креатин — для сердечной и скелетной мышц). По сравнению с эндогенным дыханием внесе​ние в среду инкубации экзогенного субстрата значитель​но повышало степень поглощения кислорода тканями. Возрастных различий для ткани печени не отмечено. Ске-
66
Таблица 5 Поглощение кислорода некоторыми тканями зрелых и старых крыс при окислении глютамата
	Возраст, мес.
	
	
	мкА О
	/г сырой ткани
	/час
	мкА О /г белка /час
	
	

	
	
	печень
	
	
	мышца
	сердце
	печень
	мышца
	сердце
	

	
	
	
	
	Окисление глютамата
	
	
	

	10—12 24—26 Р
	50 50
	,26±2 ,45 ±2
	,27 ,68
	
	19,01 ±1,00 16,45±0,77 =0,05
	46,50 ±7,63 53,79±9,33
	348,5± 15,0 219,3±11,6
	116,6±6,1 74,3±3,5 <-.0,001
	223,6 ±36 184,3±32
	,9 ,0

	
	Окисление глютамата в присутствии акцепторов неорганического фосфата
	
	

	10—12 24—26 Р
	45 49
	,77±1 ,74±2 >0,Г
	,94 ,50
	
	18,49±0,88 17,49±1,40
	33,20±16,5 46,47±10,10
	
	303,0± 12,0 215,0±10,9 <0,001
	313,3±5,4 79,4±6,3 <0,001
	159,5±79 159,0±34
	,4 ,6


Примечание. Состав среды инкубации—0,7 мл фосфатного буфера (0Д5М) рН8,2; 0,2 мл MgCla (0,1 М); 0,3 мл КС1 (7,4%); 0,2 мл NaF (0,25 М); 0,2 мл глютамата (1%); 0,2 мл креатина (1 г в 20 мл) или глюкозы (0,9 г в 20 мл); 1,2 мл гомогената ткани. Общий объем 3 мл. Температура 37 °С.
летная мышца старых крыс метаболизировала глютамат с меньшей скоростью (прирост дыхания 8%), чем зрелых (36%)- Ткань миокарда старых животных, наоборот, показывала тенденцию к повышению скорости окисле​ния глютамата (прирост 40%) по сравнению со зрелыми животными (25%).
Добавление к дышащим тканям акцепторов макро-эргического фосфата во всех тканях зрелых животных вызывало некоторое снижение скорости поглощения ки​слорода. У старых крыс это снижение было выражено меньше, а дыхание скелетной мышцы даже несколько возрастало.
При расчете скорости дыхания на тканевой белок по​лучена несколько иная возрастная зависимость измене​ний этого показателя. Как эндогенное дыхание, так и по​глощение кислорода в присутствии глютамата в процессе старения было сниженным, хотя в зависимости от типа ткани степень снижения была различной (в пределах 20—40%). Величина прироста поглощения кислорода при данном способе расчета также была ниже в печени и скелетных мышцах, но выше в миокарде.
По данным Л. Л. Богацкой и Н. В. Вержиковской [19], на поглощение кислорода тканью печени возраст животных не оказывал существенного влияния. Исключе​ние составили лишь глюкоза, добавление которой к пече​ни старых животных повышало интенсивность дыхания на 57%, и молочная кислота, в присутствии которой ды​хание увеличивалось почти в 2 раза. Авторы предполага​ют, что с возрастом в тканях может снижаться содержа​ние субстратов окисления или изменяться их соотноше​ние, а также может иметь место истинное снижение активности ряда окислительных ферментов или изме​няться соотношение между субстратом и ферментом.
Поскольку речь зашла о возрастных особенностях взаимоотношений между субстратом и ферментом, умест​но остановиться на опытах Е. А. Сазоновой [177], исследо​вавшей особенности окисления сукцината печенью крыс различного возраста. Показано, что поглощение кисло​рода тканью печени за счет окисления янтарной кисло​ты с возрастом уменьшается. На основании определения температурного коэффициента, расчета энергии актива​ции и количества активированных молекул субстрата Е. А. Сазонова приходит к выводу, что активность сук-
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цинатоксидазы с возрастом непрерывно увеличивается при сниженном количестве ферментов сукцинатоксидаз-ного комплекса, но это снижение компенсируется повы​шением их активности. Повышение активности сукцинат-дегидрогеназы у старых животных, наоборот, связано с увеличением концентрации самого фермента, что в свою очередь компенсирует неизменный уровень его актив​ности.
Повышением активности или количества ферментов в старости, собственно, и можно объяснить сниженный уровень субстратов окисления в некоторых тканях. Тако​му предполюжению не противоречит и факт повышения прироста поглощения кислорода в тканях старых живот​ных при добавлении к ним экзогенных субстратов.
Поглощение кислорода тканью печени при окислении жирных кислот не показало существенных возрастных различий [144, 145], в то время как окисление Сг-фрагмен-тов жирных кислот в ЦТК с возрастом оказалось сни​женным, то есть уменьшилось использование продуктов окислейця жирных кислот на покрытие энергетических нужд самой ткани печени. Расчет ферментативной актив​ности ткани печени на единицу веса тела выявил значи​тельное падение с возрастом всех звеньев окисления жирных кислот, что может быть одной из причин повы​шенного накопления липидов в теле стареющего орга​низма. Поглощение кислорода тканью печени в присутст​вии уксусной кислоты у животных различного возраста заметно не отличалось [178}.
Активность дыхания ткани сердца в возрастном пла​не изучалась В. В. Фролькисом, Л. Н. Богацкой и сотруд​никами [13, 15, 18, 19, 195, 196], а также В. К. Никити​ным, Е. А. Сазоновой и А. А. Пашковой [130, 146, 147]. Для ткани сердца характерна одна деталь. Добавление промежуточных компонентов ЦТК несколько нивелиро​вало возрастные различия в дыхании миокарда, отмечен​ные для эндогенного дыхания, а поглощение кислорода в результате окисления сукцината у старых животных даже увеличивалось.
По данным А. А. Пашковой [146], окисление жирных кислот в сердце в отличие от печени в процессе старения заметно снижается. При старении сниженная скорость окисления жирных кислот миокардом может быть основ​ной причиной уменьшения    энергетического потенциала
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этого органа, особенно, если учесть, что жирные кислоты при окислении в сердце дают более 60% всей освобожда​ющейся энергии. На основании различий окисления кап-риловой и уксусной кислот делается заключение, что в процессе старения происходит не снижение использова​ния активного ацетата в ЦТК, а изменения наступают на более ранних этапах активации жирных кислот:
Возрастные изменения поглощения кислорода скелет​ной мышцей изучены Ф. И. Гришке и С. И. Фудель-Осиповой [54, 199]. Они установили, что в процессе ста​рения происходит снижение интенсивности дыхания мы​шечной ткани. Анализ морфологических изменений в стареющей мышце и сопоставление их с дыхательной активностью этого органа показал, что среди старых крыс в возрасте 32 месяцев встречаются животные, в мышцах которых имеется лишь незначительное количе​ство истонченных волокон, содержащих нормальное ко​личество ядер. Тканевое дыхание этих мышц практиче​ски не отличалось от дыхания более молодых животных. Снижение скорости дыхания наблюдалось лишь при явно выраженных изменениях структуры мышц (атро​фия, повышение числа ядер).
Таким образом, изменения при старении интенсивно​сти тканевого дыхания носят сложный, зачастую противо​речивый характер. Возрастная динамика скорости по​требления кислорода в значительной степени зависит от типа ткани, окисляемого субстрата. Исследователям уда​валось показать как снижение уровня тканевого дыха​ния в старом возрасте, так и его повышение. Иногда ве​личина этого показателя была одинаковой у зрелых и старых животных. Мы, например, получили все эти ва​рианты изменений активности дыхания тканей в старом возрасте, когда дыхательная активность относилась к общетканевому белку, показателю, характеризующему отношение содержания калия к общему белку или сыро​му весу ткани. •
Противоположность выводов, сделанных различными авторами на основании расчета дыхательной активности на сырую ткань, зависит, по-видимому, от того, что дан​ный способ не дает возможности учесть соотношение нор​мальных и деструктивных клеток (или элементов) в тка-
70
нях старых особей. Поэтому на фоне постепенного стар​ческого снижения числа нормальных в функциональном отношении клеток конечный результат будет зависеть от степени увеличения поглощения кислорода нормальными клетками, их способности развивать максимальную ско​рость дыхания и их количества. Вероятно, на ранних этапах процесса старения, когда в тканях большая часть клеток сохранена, но они уже более интенсивно погло​щают кислород с тем, чтобы сохранить оптимальный ре​жим для выполнения целым органом его специфической функции, можно ожидать повышения интенсивности тка​невого дыхания, если ее отнести к сырому весу ткани. В глубокой старости, когда процент атрофированных клеток будет высоким, несмотря на увеличенную степень поглощения кислорода функционирующими клетками общая дыхательная активность ткани будет снижена.
IV
ГЛАВА
СТРУКТУРА  И  ФУНКЦИЯ  МИТОХОНДРИЙ ПРИ  СТАРЕНИИ
Тот факт, что митохондрии являются основным источни​ком внутриклеточной энергии, а также важное значение их в регуляции метаболизма клетки позволяет надеять​ся, что при разностороннем изучении структуры, химиче​ского состава и основных функциональных параметров этих клеточных органелл можно получить важные сведе​ния о характере изменений энергетического обмена при старении организма.
По поводу результатов, полученных в опытах на изо​лированных митохондриях с целью изучения системы окислительного фосфорилирования, ее эффективности при различных воздействиях на организм или при пато​логических состояниях, вероятно, существует слишком категорическое мнение об ограниченной их ценности в связи с тем, что при одних и тех же воздействиях на це​лостный организм, но при различных условиях инкубации митохондрий и изменениях состава инкубационной среды мржно получить совершенно различный конечный эффект. В принципе с таким мнением невозможно не согласить​ся, поскольку при желании оно может быть действитель​но подкреплено экспериментально. Изменяя, например, условия инкубации митохондрий, можно наблюдать раз​личную эффективность или степень сопряженности в системе окислительного фосфорилирования. Однако одно​временное изучение вариаций структуры митохондрий, сдвигов в их химическом составе, активности отдельных звеньев биохимических систем, несомненно, даст возмож​ность составить определенную и достаточно полную кар​тину особенностей изменения этой клеточной органеллы
как самостоятельной (во всяком случае, автономной) функциональной единицы клетки. Особенно ценна такая информация при изучении старения — процесса, сопро​вождающегося существенными сдвигами на всех уровнях биологической организации.
Количества митохондрий в тканях и их ультраструктура
Приступая к описанию старческих изменений в мито​хондриях, Ст'релер [538] пишет: «Отчетливым показате​лем возрастных изменений активности митохондрий или их общей массы в тканях может служить интенсивность дыхания гомогенатов или срезов в присутствии специ​фических субстратов или акцепторов». Таким образом сформулированная постановка вопроса может повлечь за собой серию не совсем верных рассуждений. Если с утверждением о том, что существует тесная связь между активностью митохондрий и интенсивностью тканевого дыхания нельзя не согласиться, то вряд ли обосновано утверждать, что тканевое дыхание может служить отчет​ливым показателем активности митохондрий, а тем бо​лее их количества. Ведь один и тот же уровень тканевого дыхания может иметь место при сниженном числе мито​хондрий, которые, однако, обладают повышенной актив​ностью, и, наоборот, при увеличенном количестве мито​хондрий с низкой дыхательной активностью.
Данные об изменениях числа митохондрий в тканях в процессе старения весьма противоречивы. Имеются указания на увеличение митохондриальной фракции в клетках печени с возрастом [500, 446]. На увеличение чис​ла митохондрий в печени и сердце старых (20—21 ме​сяц) по сравнению со зрелыми (5 месяцев) крысами ука​зывают и электронномикроскопические исследования. [394, 395]. Отмечено одновременно снижение площади среза одной митохондрии у более старых крыс, так'что общая площадь срезов митохондрий в клетке у животных обеих возрастных групп была одинаковой. С другой сто​роны, имеются данные, указывающие на снижение с возрастом количества митохондрий в печени крыс стар​ше 12 месяцев по сравнению с 4—6-месячными [544]. При этом отмечено увеличение размера митохондрий.
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По определению содержания азота в митохондриях сделано заключение о неизменном количестве митохонд​рий с возрастом в почках [311]. Ф. И. Гришко [199] также на основании определения митохондриального азота отмечает снижение с увеличением возраста числа мито​хондрий в скелетных мышцах. По содержанию общего белка в митохондриях сердца делается вывод о снижении количества митохондрий в миокарде в онтогенезе [194]. На основании различий в возрастной динамике активно​сти сукцинатоксидазы в ткани (снижалась с возрастом) и в митохондриях (с возрастом не изменялась) высказы​вается мнение о снижении в старости числа митохон​дрий в почках крыс [239].
В большинстве приведенных работ выводы о количе​ственных изменениях митохондрий в техрлли иных тка​нях при старении сделаны главным образом на основа​нии исследования косвенных показателей. Несомненно, что прямой подсчет митохондрий в определенной весовой единице ткани будет более надежным показателем в отношении оценки возрастных изменений числа этих •частиц.
Л. А. Лупьяном [102] произведен подсчет митохонд​рий в ткани печени крыс трех возрастных групп. Мито​хондрии окрашивались янусом зеленым В и подсчитыва-лись с использованием светового микроскопа. Число ми​тохондрий, а вернее, цитоплазматических частиц, окра​шиваемых янусом зеленым, в которое, кроме митохонд​рий, вероятно, входят и другие клеточные элементы, сходные с митохондриями по размеру и тинкториальным свойствам, увеличивается по мере старения. Среднее чис​ло частиц в 1 г печени 1—2-месячных крыс составляло 27,35х1010, у 10—12-месячных —34,5ХЮ10, 24—26 ме​сячных— 44,ЗхЮ10. Это увеличение было статистически значимым при сравнении молодых и взрослых крыс, но несущественным при сравнении зрелых и старых живот​ных, хотя в процентном отношении оно оказалось большим.
Л. А. Лупьян провел также электронномикроскопи-ческое исследование ультраструктуры митохондрий пе​чени крыс этих же возрастных групп [103]. В отличие от других авторов он исследовал изолированные митохонд​рии. Осадок митохондрий фиксировался глютаровым альдегидом  с  постфиксацией  забуференным  раствором
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мнтохон-,т^еКТРОННЬ1е    *OTOrPa*HI[     изолированных митохондрии печени  зрелых   (а)   „  старых   (б)   крыс
четырехокиси осмия и заливался в смесь бутил-метилме-такрилатов. Существенных возрастных различий в уль​траструктуре митохондрий печени обнаружить не уда​лось (рис. 9). Обращает на себя внимание лишь часто наблюдаемая отслойка наружной мембраны в митохон​дриях печени старых крыс (примерно 70%). У зрелых животных это наблюдалось в 2—3% случаев.
Аналогичное явление отмечено Г. Д. Ьердышевым {9] в митохондриях паренхиматозных клеток печени горбу​ши в период нереста. Другие исследователи заметных различий в тонком строении митохондрий на более ран​них этапах онтогенеза не обнаружили {460, 449]. При старении ультраструктурные изменения митохондрий бы​ли более выражены. В стареющих митохондриях печени мышей иногда отсутствуют кристы и двухслойные мем​браны [230]. В печени старых крыс находили набухшие митохондрии. У части митохондрий число крист умень​шено. В гигантских митохондриях кристы расположены на периферии [518]. В митохондриях из некоторых орга​нов морских свинок различного возраста (до 9 лет) заме​чен внутримитохондриальный пигмент в виде гранул, размер которых увеличивается в процессе старения [481].
Таким образом, и количество митохондрий, и их структура в различных тканях подвержены заметным во​зрастным изменениям. Нет убедительных оснований, однако, утверждать о снижении числа митохондрий в тканях стареющего организма.
Электронномикроскопические данные указывают,,, что наряду с неизмененными митохондриями в тканях име​ются и митохондрии с признаками явной деградации, ко​торая выражается более частой отслойкой наружной мембраны, уменьшением числа крист, набуханием, отло​жением пигмента и т. д. Вполне возможно, что эти ми​тохондрии принадлежат как раз тем клеткам, на которые уже в целом  распространилась старческая  деградация.
Процессы набухания-сжатия митохондрий
Для оценки состояния структуры митохондрий опре​деленный интерес представляют результаты, полученные при изучении процессов набухания-сжатия. Сам по себе этот показатель прост, но он более динамичен. Скорость и интенсивность набухания, в равной степени как и его
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обращение, отчетливо  изменяются  при  воздействии  на митохондрии различными активными соединениями.
Т. Г. Ластовская [91] исследовала набухание-сжатие митохондрий печени молодых, зрелых и старых крыс в среде, состоящей из 0,02М трис-буфера, рН 7,4 и 0,15 М КС1. В первой серии опытов определялись спон​танное набухание и влияние на его скорость различных набухающих агентов. Последние вносились в пробу пе​ред добавлением митохондрий в таком количестве, что​бы конечные концентрации были: тироксина — 0,01 мМ, неорганического фосфата — 10 мМ, ионов кальция — 1 мМ, окисленного глютатиона — 10 мМ. Оптическая плотность замерялась через 5, 10, 15, 20, 30 и 40 мин и была отнесена к 1 мг митохондриального белка. Измене​ния экстинкции за 5 мин инкубации были использованы для определения скорости набухания. Об интенсивности набухания судили по степени уменьшения экстинкции за 40 мин инкубации. Снижение оптической плотности, со​ответствующее набуханию митохондрий, рассчитывали в процентах, приняв исходную экстинкцию за 100% (табл. 6 и 7).
Используемые химические соединения стимулировали набухание в разной степени. Наиболее эффективными оказались окисленный глютатион, ионы кальция; мень​шую степень набухания вызывали неорганический фос​фат и тироксин.
Таблица 6
Скорость набухания   митохондрий печени крыс различного возраста (% уменьшения оптической плотности за 5 мин)
Возраст, мес.
Набухающий агент

8—10

24—26
Без добавок
Р Тироксин
Р Окисленный глютатион
Р Неорганический фосфат
Р Са++
Р

14,5±0,93      5,4±0,59      8,4±0,30
<0,001
<0,001
30,8± 1,08 | 30,0±2,79 [ 33,2±2,04
51,3±3,05*| 68,1±1,02 ) 57,6±1,24
<0,001
<0,001
29,4±2,08 | 34,4±2,87 | 29,7±2,48
28,6± 1,28*1 27,8± 1,71 | 28,7±3,46
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Таблица 7
Интенсивность набухания митохондрий печени крыс различного возраста (% уменьшения оптической плотности за 40 мин)
	
	
	возраст, мес.
	

	Набухающий агент
	
	
	

	
	1
	8—10
	24—26

	Без добавок
	22,2±0,92
	23,8±2,04
	18,3±0,94

	Р
	>0,
	1                <0,
	05

	Тироксин
	35,0 ±1,34
	33,8±3,06
	32,4±0,51

	р
	>о,
	1                >0
	1

	Окисленный глютатион
	56,6 ±1,63
	65,8± 1,05
	54,7±1,28

	р
	<0,
	001           <0,
	001

	Неорганический фосфат
	32,1 ±1,89
	38,4±2,62
	33,4 ±2,82

	Р
	>0,
	05             >0,
	1

	Са++
	39,3± 1,24
	41,3±1,84
	41,0±2,48

	Р
	>0,
	1                >0,
	1


Скорость спонтанного набухания оказалась большей у митохондрий печени молодых и старых крыс, что в определенной мере может указывать на пониженную прочность (или большую лабильность) митохондриаль-ной мембраны у животных молодого и старого возраста. С другой стороны, большую скорость набухания в при​сутствии окисленного глютатиона, наоборот, показали митохондрии печени зрелых животных. Добавление к митохондриям тироксина, неорганического фосфата и ионов кальция не позволило выявить каких-либо возра​стных различий в скорости набухания.
Интенсивность спонтанного набухания в отличие от скорости была ниже у митохондрий печени старых жи​вотных, чем у молодых и зрелых. В присутствии окис​ленного глютатиона изменения оптической плотности взвеси митохондрий были большими у зрелых крыс. Ана​логичный эффект, но менее выраженный, оказывал неор​ганический фосфат.
При изучении влияния АТФ на различные виды на​бухания наиболее отчетливые возрастные различия уда​лось выявить при воздействии на митохондрии окислен​ного глютатиона (рис. 10). АТФ (3-10~3 М) добавлялась после 10 мин прединкубации митохондрий с набухающим агентом. Самую высокую амплитуду сжатия под влияни​ем АТФ показали митохондрии печени зрелых крыс, ко-
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торая составляла к 5-й минуте опыта 64%, к 30-й — 82%-Степень сжатия митохондрий печени молодых и старых животных была примерно одинаковой, но почти в два раза меньшей, чем у зрелых.
ы
0,3
0.7-
Полученные результаты согласуются с данными о том, что в печени после частичной гепатектомии [232] или в химически вызываемых опухолях печени [231], на​блюдается сильная депрессия митохондриального набу​хания. Митохондрии пече​ни новорожденных крыс, которые находятся в ста​дии быстрого роста, устойчивы к набуханию [371]. Было показано так​же [233], что набухание митохондрий печени в 0,3 М растворе сахарозы по скорости и степени не меняется в зависимости от индекса возраст—вес. В   гипотонической   среде
0,5-
Рис. 10. Влияние АТФ нк на​бухание митохондрий печени молодых (/'), зрелых (2) и старых {3) крыс и присутствии окисленного  глютатиона

О    5   Ю

30

ЧОмин
отмечена большая степень набухания митохондрий пече​ни животных с более высоким индексом.
В целом же митохондрии печени старых животных по скорости и интенсивности процессов набухания-сжатия не очень значительно отличаются от более молодых жи​вотных. Исключение составляет лишь набухание, вызван​ное" окисленным глютатионом. Более высокая степень набухания и сжатия в присутствии АТФ митохондрий зрелых животных может указывать на высокую реактив​ность систем, ответственных за изменение структуры ми​тохондрий.
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Дыхательная и фосфорилирующая активность митохондрий
В нашей лаборатории была изучена система окисли​тельного фосфорилирования митохондрий печени зрелых и старых крыс. В первой серии опытов использовалась манометрическая техника. Субстратом окисления слу​жил сукцинат. Исследованию подвергались интактныз митохондрии, которые инкубировались как в обычной среде, применяемой другими исследователями, так и при добавлении в нее ионов кальция.
Результаты этой серии опытов показали (табл. Ь), что дыхательная и фосфорилирующая активность митохон​дрий печени крыс в процессе старения существенным об​разом не изменяется. Однако, судя по средним величи​нам, оба показателя оказались ниже у старых животных. Отношение Р : О, наоборот, с возрастом увеличивалось. Добавление ионов кальция в среду инкубации не изменя​ло характера возрастных сдвигов основных функциональ​ных показателей митохондрий. Сами по себе ионы каль​ция снижали скорость связывания неорганического фос​фата и отношение Р : О, несколько увеличивая при этом интенсивность дыхания.
«Разобщающий» эффект ионов кальция, судя по сте​пени снижения Р : О, был примерно одинаковым в ми​тохондриях печени зрелых и старых крыс, однако ско​рость связывания фосфата заметнее снижалась у ста​рых' животных, а поглощение кислорода, наоборот, воз​растало в митохондриях, зрелых крыс.
На основании этих результатов трудно дать количе​ственную характеристику возрастным особенностям на​копления кальция в митохондриях, поскольку содержа​ние самого кальция не определялось. Однако, если учесть данные, полученные Ленинджером и сотрудника​ми [411], о том, что существуют определенные стехиомет-рические соотношения между скоростью переноса элек​тронов и накоплением ионов в митохондриях, то, исполь​зуя рассчитанный ими показатель Са : О, который для сукцината равен 2,7, а также что при прохождении пары электронов через каждый пункт фосфорилирования фос​фат и ионы кальция связываются в отношении 1 : 1,7, из наших данных можно рассчитать, что накопление ионов кальция в митохондриях печени зрелых крыс почти в 2
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Таблица  8
Окислительное фосфорилирование в митохондриях печени зрелых и старых крыс
	Условия опыта  '
	ДР мкА/10 мг белка
	ДО мкА/10 мг белка
	Р : О

	
	зрелые
	старые
	зрелые
	старые
	зрелые
	старые

	Интактные митохондрии
Р Добавлены Са++ (СаС12—10~3 М)
Р Снижение ДР при добавлении Са++
	2,99±0,47 .     >0 2,68 ±0,52 >0 0,31
	2,38±0,34
,1
1,90±0,26 ,1 0,48
	1,78±0,25 >0 2,35 ±0,46 >0
	1,22±0,25 ,1 1,33±0,22 ,05
	1,67 ±0,004 <0 1,14±0,10
<о
	1,95± 0,036 ,01 1,43±0,06 ,05


Примечание.   Субстрат — сукцинат. Зрелые крысы—12 месяцев, старые крысы — 24—26 месяцев.
раза  происходит интенсивнее,  чем  у старых животных.
Возрастные изменения окислительного фосфорилиро​вания в митохондриях печени крыс были исследованы также с применением полярографической техники. Суб​стратами окисления служили сукцинат, глютамат и а-ке-тоглютарат. В этой серии опытов нам не удалось полу​чить высоких значений дыхательного контроля, которые обычно приводятся в литературе, что связано с модифи​кацией среды выделения и инкубации митохондрий.
Как видно из табл. 9, основные показатели, характе​ризующие систему окислительного фосфорилирования, в процессе старения не подвергаются существенным изме​нениям. Средние величины, однако, свидетельствуют о незначительном снижении скорости дыхания митохон​дрий печени старых крыс при практически неизменной скорости фосфорилирования. Намечается также некото​рая тенденция к повышению в старости степени сопря​женности и эффективности системы окислительного фос​форилирования.
Приведенные здесь данные согласуются с результа​тами других авторов [567, 51], которые отметили неиз​мененный, уровень окислительной и фосфорилирующей активности митохондрий при старении и эффективности всей системы, во всяком случае, при использовании суб​стратов, не связанных непосредственно с липидным обменом.
Вейнбах и Гарбус [567] отметили лишь снижение с возрастом скорости окисления р-оксимасляной кислоты до ацетоацетата митохондриями печени крыс в возрасте 24 месяца по сравнению с 3-месячными животными. Эти опыты повторены Стрелером и сотрудниками [329] при использовании полярографической техники на крысах в возрасте 12—14 и 24—27 месяцев. Оказалось, что в ми​тохондриях печени, сердца и почек при окислении ими 0-оксибутирата отношение Р : О с увеличением возраста животных заметно не изменялось. Исключение состави​ли лишь митохондрии сердца, где это отношение увели​чивалось у старых крыс. Дыхательный контроль у этих же животных показывал отчетливую тенденцию к увеличению. Скорость поглощения кислорода в состоянии III с возрастом существенно не изменялась в митохон​дриях из всех тканей. Сопоставление данных цитирован​ных работ позволяет предположить, что окисление (5-окси-
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бутирата снижается в митохондриях печени только к зрелому возрасту, оставаясь на том же уровне в старости, то есть практически оно изменяется в процессе жизни так же, как и окисление других субстратов.
Окислительное фосфорилирование в митохондриях пе​чени и сердца исследовано В. В. Фролькисом, Л .Н. Бо-гацкой и Н. В. Вержиковской [194, 20]. Отмечено, что при старении происходит заметное увеличение отноше​ния Р : О. Одновременно возрастает и скорость связы​вания фосфата при неизмененной или несколько снижен​ной дыхательной активности.
В какой-то степени аналогичные результаты мы по​лучили на митохондриях печени крыс, которые перед опытом голодали в течение 36 час. Из табл. 10 видно, что связывание фосфата и поглощение кислорода мито​хондриями печени старых крыс было несколько выше, чем у зрелых животных, причем рост фосфорилирующей активности превышал увеличение скорости дыхания, что сопровождалось повышением эффективности системы окислительного фосфорилирования.
В табл. 11 сведены данные различных авторов, полу​ченные при изучении окислительного фосфорилирования в митохондриях из некоторых тканей зрелых и старых крыс с использованием разных субстратов окисления. Они достаточно полно характеризуют энергообразова​тельную функцию митохондрий в старом возрасте и поз​воляют сделать вывод о том, что система окислительно​го фосфорилирования в процессе старения не подверга​ется существенным нарушениям. Более того, отдельные исследования свидетельствуют об определенном повы​шении основных функциональных параметров митохон​дрий, что может рассматриваться как компенсаторная реакция, направленная на повышение снижающегося с возрастом энергетического потенциала тканей.
Следует, однако, заметить, что повышение Р : О при некотором снижении скорости дыхания митохондрий мо​жет оказаться не самым эффективным способом увеличе​ния их энергообразовательной функции. В этом отноше​нии показательны опыты, описанные В. П. Скулачевым [184]. На митохондриях мышц растущих петушков было показано, что в период активного роста организма окис​лительное фосфорилирование несколько разобщено, но в единицу времени в силу значительного увеличения ско-
6*
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Таблица 9
Окислительное фосфорилирование в митохондриях печени зрелых и старых крыс
Субстрат  окисления
сукцинат

 а-кетоглютарат
возраст,  мес.
8-10

24-26

8—10

24-26

8—10

24—26

062
Дыхание в состоянии III (мкА   0,,/мг белка/лшнх
Х1О3)
Дыхательный контроль АДФ: О Скорость   фосфорилирования   (л/с/И   АДФ/лг   бел-
ка/мин х 10s)

78±5,0 2,4±0,2 1,9±0,
150±7

75±6 2,9±0,2 ,0±0,07
170±17

64±4 2,6±0,2 2,4±0,1
150±10

59±4 2,9±0,2 2,7±0,1
150 ±20

65±5 2,8±0,3 2,6±0,1
170±10

57±8 2,6±0,2 2,7±0,1
150±20
Таблица   10
Окислительное фосфорилирование в митохондриях печени зрелых и старых крыс, голодавших в течение 36 час
	Субстрат
	АР мкА/Ю мг белка
	АО мкА/Ю мг белка
	Р : О

	
	зрелые
	старые
	зрелые
	старые
	зрелые
	старые

	а-кетоглютарат Сукцинат
	7,9±0,60 4,9±0,90
	10,9±0,08 6,9±1,00
	5,5±0,30 5,1 ±0,40
	6,6±0,90
6,4±1,50
	1,45±0,14 0,93±0,11
	1,65 ±0,22 1,21 ±0,20


Примечание.   Зрелые крысы—6—8 мес, старые —24 мес. Во всех случаях
Таблица   11
Окислительное фосфорилирование в митохондриях из некоторых тканей крыс при старении
по данным различных авторов
	Возраст,  мес.
	Субстрат окисления
	Дыхание
	Фосфорилирование
	Р: О
	Автор

	зрелые
	старые
	
	зрелые
	старые
	зрелые
	старые
	зрелые
	старые ,
	


Печень
	3
	24
	сукцинат
	11,1
	10,9
	21
	,1
	21,
	6
	1
	,9
	2,0
	[567]

	3
	24
	ос-кетоглютарат
	5,7
	5 6
	21
	,4
	21,
	4
	3
	,8
	3,8
	то же

	3
	24
	глютамат
	7,8
	7,2
	19
	,0
	19,
	0
	2
	,4
	2,6
	

	3
	24
	малат
	8,4
	8,3
	17
	,4
	14,
	9
	2
	,8
	1,8
	»

	8—10
	28-32
	сукцинат
	11,2
	12,0
	16
	,8
	26,
	4
	1
	,5
	2,18
	[20]

	8 — 10
	28—32
	а-кетоглютарат
	7,3
	6,4
	19
	,8
	21,
	0
	2
	,58 <
	3,34
	то же

	12-14
	24-27
	Р-оксибутират
	46,9
	44,9
	
	
	—
	
	2
	,76
	2,75
	[329]

	
	
	
	(
	Сердце
	
	
	
	
	
	
	
	

	8—10
	28—32
	сукцинат
	7,5
	7,3
	8
	,6
	И,
	7
	1
	,16
	1 87
	[20]

	8—10
	28—32
	сс-кетоглютарат
	8,4
	6,6
	16
	,6
	21
	1
	1
	,97
	3,22
	то же

	12—14
	24—27
	Р-оксибутират
	99,9
	90,5
	
	
	
	
	2
	,64
	2,80
	[329]

	
	
	
	
	Почки
	
	
	
	
	
	
	
	

	12-14
ос
ел
	24—27
	Р-оксибутират
	63,7
	58,4
	—
	
	—
	
	2
	,85
	2,84
	[329]


рости дыхания выход АТФ был большим, чем если бы имела место высокая степень сопряженности при низкой скорости дыхания.
Содержание сульфгидрильных групп в митохондриях
Сульфгидрильным группам среди других функцио​нальных групп белков принадлежит ведущая роль в ка​тализе биохимических процессов. Что касается значения тиоловых групп в митохондриях, то имеющиеся экспе​риментальные факты указывают на возможное участие их как в функции дыхательных переносчиков и механиз​мах сопряжения, так и в сохранении структуры мито​хондрий.
Методический прием, разработанный Райли и Ленин-джером [494], дает возможность определить в митохон​дриях быстро- и медленнореагирующие тиоловые группы. Как считают эти авторы, именно быстрореагирующие SH-группы являются критическими в структуре мито​хондрий.
С целью изучения соотношения двух этих классов сульфгидрильных групп при различном функциональном состоянии митохондрий Т. Г. Ластовской был проведен на митохондриях печени следующий опыт. Часть осадка митохондрий инкубировалась в полной среде, содержа​щей все необходимые компоненты для нормального функционирования системы окислительного фосфорили-рования. В другом варианте опыта из среды инкубации были исключены глюкоза, АТФ и гексокиназа. Через различные промежутки времени после внесения в среду инкубации митохондрий отбирались пробы для опреде​ления быстро- и медленнореагирующих тиоловых групп. Оказалось (рис. 11), что инкубация митохондрий в среде без фосфатной «ловушки» сопровождается лишь незна​чительными изменениями общих и быстрореагирующих SH-групп. При включении фосфорилирующих реакций (инкубация в полной среде) происходят резкое сниже​ние количества общих тиоловых групп и такое же повы​шение уровня быстрореагирующих. Эти изменения были особенно' отчетливо выражены на первых минутах опы​та, то есть в то время, когда митохондрии находятся в состоянии  «жесткого»  сопряжения.  Следовательно,  при
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включении фосфорилирующих механизмов в митохондри​ях происходит быстрое перераспределение различных классов тиоловых групп в сторону увеличения количест​ва быстрореагирующих.
Т. Г. Ластовская определяла также содержание двух классов сульфгидрильных групп в митохондриях печени и сердца крыс различного возраста [92]. Как видно из табл.   12, общее количество тиоловых групп в митохон-
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Рис. 11. Влияние акцепторов макроэргического фосфата на содержание сульфгидрильных групп в митохондриях печени крыс: /, 2—общие SH-группы; З, 4—процент быстрореагирующих; /, 4—среда без глюкозы, АТФ и гексокиназы; 2, 3—полная среда инкубации
дриях печени постепенно снижается с возрастом живот​ных. Такая возрастная зависимость отмечается как при определении их в 4 М растворе мочевины, так и при использовании метода Райли и Ленинджера. Процент быстрореагирующих SH-групп в митохондриях печени был примерно одинаковым у животных всех трех возра​стных групп. Однако, судя по средним цифрам, их коли​чество как будто даже увеличивалось в процессе старе​ния. В целом же намечается противоположная возраст​ная  направленность    изменений  содержания   общих    и
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Таблица   12
Содержание сульфгидрильных   групп в митохондриях   печени и сердца крыс различного возраста (мкМ Ag+/e белка)
Возраст, мес.
Класс SH-rpynn

8-10

24

104±10,0 70 ±4,20
110±8,6
Митохондрии печени
16О± 10,0
Определенные в 4М   раство​ре мочевины
<0,001 87±1,92    |   73±4,54
<0,01
>,
12,3±1,0   | 12,6±0,69 | 13,1 ±0.09 0
Р Медленнореагирующие
Р % быстрореагирующих
Р
Митохондрии сердца
Медленнореа тирующие
Р % быстрореагирующих
Р

69±2,10   |   63±0,65   |    64±1,54
<0,02
>0,1
29,2± 1,70 I 29,7±0,64 | 24,4±0,45
>0,1
> 0,001
быстрореагирующих тиоловых групп. Следовательно, при старении происходит не только снижение общего уровня SH-групп в митохондриях печени, но и имеет место их перераспределение в сторону относительного увеличения быстрореагирующих, что обусловлено, по-видимому, по​вышением степени сопряженности в системе окислитель​ного фосфорилирования. Во всяком случае, данные о по​вышении отношения Р : О и дыхательного контроля в ми​тохондриях печени старых крыс, а также результаты о перераспределении SH-групп при включении фосфорили-рующих механизмов (рис. 11) свидетельствуют о том же. В митохондриях сердца наблюдается несколько иная возрастная динамика изменений различных классов ти​оловых групп. При снижении быстрореагирующих SH-rpynn в старом возрасте общий их уровень у зрелых и старых крыс был практически одинаковым.
Следовательно, при старении в митохондриях намеча​ется определенная тенденция к повышению степени со​пряженности дыхания и фосфорилирования. По-видимо​му, нет оснований   утверждать,   что фосфорилирующая
активность митохондрий в старом возрасте снижается. Что касается скорости дыхания в присутствии различных субстратов, то, по данным большинства авторов, она также не подвержена существенным изменениям при старении. В отдельных случаях она несколько снижалась,, что может быть вполне объяснено повышением степени сопряженности.
По имеющимся данным трудно дать более или менее реальную оценку количественному содержанию митохон​дрий в тканях. Выводы ряда авторов о снижении числа митохондрий в тканях старых особей основаны на ре​зультатах, полученных косвенными методами. Использо​вание других методических приемов не всегда позволяет согласиться с таким заключением.
Электронномикроскопические исследования выявили некоторые признаки дегенеративных изменений ультра​структуры митохондрий старых животных. Одновремен​но в тканях имеется значительное число интактных, не​поврежденных органелл.
Химический состав митохондрий, вероятно, также не претерпевает резких изменений в процессе старения. Так, фосфолипидный состав митохондрий в постнаталыюм онтогенезе существенно не изменяется [530, 131]. Отме​чаются лишь незначительные вариации в содержании от​дельных фосфолипидов. В митохондриях сердца старых крыс снижено только содержание инозитолфосфатида [132]. В связи с этим интересны результаты определения обмениваемости некоторых составных компонентов мито​хондрий. Было показано [319], что обмен цитохрома с, растворимого и нерастворимого белков, липидов в мито​хондриях печени зрелых и стареющих крыс был одина​ковым.
Правда, имеются данные, указывающие на повышение уровня холестерина в митохондриях и других структур-4 ных элементах клеток печени при старении [151]. Н. Ф. Хмарой [205] было отмечено снижение с возрастом уров​ня убихинона в митохондриях печени крыс.
Тем не менее, как отмечает Е. М. Крепе [87—89], изменения как структуры и химического состава, так и функции митохондрий, связанные с морфологической и биохимической специализацией мембран в ходе разви​тия, происходят главным образом в ранние периоды онтогенеза, а также в филогенезе.
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V
ГЛАВА
ГЛИКОЛИТИЧЕСКАЯ   ФАЗА ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО ОБМЕНА ПРИ  СТАРЕНИИ
Хотя гликолитическая полиферментная система делает значительно менее весомый вклад в общий энергетиче​ский потенциал, тем не менее при высокой степени рас​ходования энергии она может протекать с очень высокой скоростью и определенное время обеспечивать энергети​ческие траты активно работающей клетки.
Гликолиз и гликогенолиз
Гликолитическая фаза энергетического обмена не​однократно подвергалась исследованию в возрастном аспекте. В оценке изменений ее активности при старении в отличие от окислительного фосфорилирования имеется меньше противоречий.
На высокую скорость анаэробного гликолиза в эмбри​ональном и раннем постнатальном периодах указывают данные, обобщенные И. Н. Буланкиным и Е. В. Пари-ной [116]. В старом возрасте активность гликолитических превращений углеводов также заметно возрастает. К та​кому заключению пришли И. Н. Буланкин и Е. В. Ла​рина, изучая эстерификацию неорганического фосфата в гомогенатах печени крыс различного возраста [26]. Дру​гими авторами активность гликолиза в различных тка​нях в возрастном аспекте исследовалась в присутствии разных субстратов по скорости образования молочной кислоты и ее содержанию в тканях. На повышение актив​ности гликолиза в сердце при старении указывают ре​зультаты исследований В. В. Фролькиса и Л. Н. Богац-кой [14, 15, 195, 196]. Причем ими были отмечены разли-
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чия в использовании некоторых субстратов. Оказалось, что в старости более интенсивно используется гликоген (активация анаэробного гликогенолиза), чем глюкоза. Последним обстоятельством объясняется сниженный в старом возрасте уровень гликогена в мышце сердца. Ана​логичные результаты получены А. А. Пашковой [146], ко​торая исследовала не образование лактата, а интенсив​ность потребления углеводов тканью сердца.
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Рис.  12. Активность аэробного гликолиза в мышцах  (I, II)  и сердце  (III,  IV)   /—зре​лых,  2—старых крыс:  субстраты  I,    III — глюкоза,  II,  IV — фруктозо-1,6-дифосфат
В скелетных мышцах старых крыс активность глико-литических процессов также оказалась выше, чем у более молодых животных [54].
В нашей лаборатории изучалась активность аэробно​го гликолиза в сердце и скелетных мышцах крыс двух возрастных групп: 6—8 и 24—26 месяцев. В качестве суб​стратов использовались глюкоза и фруктозо-1,6-дифос-фат. Как видно из рис. 12, образование лактата тканя​ми старых животных в аэробных условиях возрастало только в присутствии второго субстрата. Использование глюкозы при этом имело некоторую тенденцию к сниже​нию, что в целом согласуется с данными Л. Н. Богацкой [18], обнаружившей в аэробных условиях особенно вы-' раженное активирование гликогенолиза, а также снижен​ную   активность     гексокиназы — фермента, определяю-
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щего степень вхождения глюкозы в дальнейшие метабо​лические превращения. Л. Н. Богацкая одновременно отмечает увеличение активности фосфорилазы, фосфо-фруктокиназы и альдолазы. С другой стороны, имеются указания на снижение при старении в скелетной мышце гексокиназы при неизмененной активности фосфорилазы и альдолазы [305].
Мы предприняли попытку изучить скорость глико​лиза и в печени крыс различного возраста. Однако в аэробных условиях она была очень низкой и дать объек​тивную оценку возрастным изменениям ее невозможно. Судя по данным некоторых авторов [22, 521], которыми было показано увеличение в печени старых крыс интен​сивности гликогенолиза и уровня свободного гликогена, и по повышенному содержанию молочной кислоты в этом органе, можно думать, что и в печени активность глико-литических процессов при старении повышается. Однако имеются указания на неизмененный уровень в печени суммы гликоген + глюкоза [145], общего гликогена [42], снижение в ткани печени старых крыс активности аль​долазы и р-глюкоронидазы [225], активности глюкозо-6-фосфатазы в печени старых мышей [582]. Последний фермент интересен в том отношении, что он является ко​нечным этапом глюкозообразования в ткани печени.
Совместно с М. М. Коробенковой [160] мы определя​ли активность глюкозо-6-фосфатазы в печени крыс раз​личного возраста. К зрелому возрасту она достоверно увеличивалась (с 24,7± 1,66 мкг Рн/Ю мин у молодых до 33,2 + 2,10 ^у зрелых, /?<0,01) и затем отчетливо снижа​лась у более старых животных (23,4±1,63, /?<0,01). Эти результаты интересно сопоставить с данными, о которых только что шла речь, указывающими на снижение в ста​ром возрасте активности гексокиназы и использования глюкозы в качестве субстрата гликолиза. Создается впе​чатление, что при старении происходит снижение обме-ниваемости глюкозы как при использовании ее в качест​ве исходного продукта в энергетическом обмене, так и процессов глюкозообразования.
Однако некоторые исследования показали, что в усло​виях введения больших доз глюкозы в печени крыс раз​личного возраста наблюдается образование значительно​го количества гликогена преимущественно за счет свя​занной    с    белками    фракции  [42]. При этом наиболее
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интенсивное нарастание уровня гликогена отмечено в пе​чени зрелых и старых животных, на основании чего сде​лан вывод, что в старческом возрасте способность к син​тезу гликогена из глюкозы заметно не нарушается.
Некоторые противоречия возникают при оценке воз​растных изменений конечных этапов гликолитического цикла. В единую картину повышения скорости гликоге-нолиза в сердце старых животных не вписывается, на​пример, факт о снижении в старости в этом же органе активности лактатдегидрогеназы [18].
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Мы также исследовали ак​тивность лактатдегидрогеназы в печени, сердце и скелетных мышцах зрелых и старых крыс (рис. 13). Эти опыты не позво​лили выявить заметных воз​растных сдвигов активности этого фермента в печени и мио​карде при некоторой тенденции
к    снижению    ее в мышечной
Рис.  13. Активность лактатдегидроге​назы в некоторых  тканях  1—зрелых и 2—старых крыс
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Печень     Сердце    Мышца
ткани. Однако, если лактатдегидрогеназа и не изменила своей активности в старом возрасте, все равно это не со​гласуется с представлениями о значительной активации всей полиферментной системы в сердечной и скелетной мышцах. Думается, что такое несоответствие может быть объяснено тем, что в клетке субстратом для лактатдегид-рогеназной реакции в случае выполнения гликолизом энергообразовательной функции служат пируват и НАД—Нг, которые в равной степени могут быть исполь​зованы непосредственно в реакциях цикла трикарбоно-вых кислот и дыхательной цепи митохондрий. Поэтому в зависимости от соотношения скорости анаэробных и окислительных процессов в тот или иной возрастной пе​риод превращения   пирувата   будут   направлены либо
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в сторону образования молочной кислоты, либо он будет подвергнут окислительному декарбоксилированию в пи-руватдегидрогеназной реакции.
Пентозофосфатный путь обмена углеводов
С гликолитической полиферментной системой тесным образом сопряжен пентозофосфатный путь обмена угле​водов. Несмотря на сравнительно небольшой удельный вес пентозофосфатного пути в общем уровне потребления углеводов клеткой, значение его в интеграции энергети​ческого обмена весьма существенно, поскольку он явля​ется единственным источником пентоз, используемых для синтеза нуклеотидов и нуклеиновых кислот, и основным поставщиком восстановленных форм НАДФ, необходи​мых для реакций восстановительного биосинтеза, а в не​которых тканях для процессов детоксикации.
В возрастном аспекте пентозофосфатный путь обме​на углеводов изучен недостаточно. Известно, что ранний период онтогенеза характеризуется высокой скоростью прямого окисления глюкозы [342, 373]. Значительно меньше исследований выполнено с целью выяснения сдвигов пентозного пути в старом возрасте.
В нашей лаборатории В. К- Науменко [117] исследо​вал основные реакции этой метаболической системы в тканях печени, сердца, скелетных мышцах и эритроци​тах зрелых и старых крыс. Определялась активность де-гидрогеназ глюкозо-6-фосфата, 6-фосфоглюконата (окис​лительный этап) и транскетолазы (неокислительный этап) (табл. 13).
..У старых животных активность глюкозо-6-фосфатде-гидрогеназы в скелетной и сердечной мышцах, печени была заметно выше, чем у зрелых крыс. Повышение активности этого фермента с возрастом в сердце и печени отмечено Д. В. Чернышенко [210]. Активность 6-фосфо-глюконатдегидрогеназы у старых животных возрастала только в печени и сердце. В эритроцитах активность обо​их ферментов с возрастом существенно не изменялась.
Что касается транскетолазы, то ее активность в боль​шинстве случаев была ниже у старых крыс. Это сниже​ние было достоверным в сердце, печени и эритроцитах. По данным Д. В. Чернышенко [210], активность транс​кетолазы у старых крыс снижается в эритроцитах, не изменяется в сердце и несколько повышается в печени.
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Таблица   13
Активность ферментов пентозофосфатного пути в тканях зрелых и старых крыс
	
	
	Возраст
	,  мес.
	Р

	Ткань
	
	10—12
	24—26
	

	Глюкозо-6-фосфатдегидрс
	гена за
	

	Мышца Сердце Печень Эритроциты
	
	6,88+0,63 18,2 ±1,05 209 ±11,10
27,4+1,60
	12,04±0,79 23,30±1 ,38 450+19,00 29,4±1,36
	<0,001 <0,01 <0,001 >0,5

	6-фосфоглюконатдегидрогеназа
	

	Мышца Сердце Печень Эритроциты
	
	22,1 ±1,73 35,7± 1,42 398 ±18,10 24,5±2,42
	26,3± 1,89 44,3±2,79 573 ±27,20 26,6± 1,65
	>0,2 <0,02 <0,001 >0,5

	
	Т ранскетолаза
	
	

	Мышца Сердце Печень Эритроциты
	
	2,11 ±0,13
8,07±0,49 177±6,44 47,6±2,75
	1,78±0,12 6,42±0,52 141 ±10,90 33,2 ±3,09
	>0,05 <0,05 <0,02 <0,01


Примечание. Активность окислительных ферментов в тканях выражена в ЛЕ600/100 мг ткани/лшнх Ю3, в эритроцитах на 1 г гемо​глобина, транскетолазы — в мкМ С-7-Ф на 1 г ткани или гемоглобина за час.
Приведенные данные свидетельствуют о том, что в отличие от большинства гликолитических ферментов активность отдельных реакций пентозофосфатного пути при старении изменяется неодинаково. Создается впе​чатление, что в процессе жизни меняется соотношение окислительного и неокислительного этапов этого цикла.
Чтобы более наглядно продемонстрировать измене​ния данного соотношения, были произведены следующие расчеты. Величина активности обеих дегидрогеназ в каждой ткани зрелых и старых животных относилась к активности транскетолазы в той же ткани. Понятно, что сам по себе этот показатель не дает представления об истинном соотношении окислительного и неокислитель​ного этапов ПФП, так как активность ферментов выра-
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Таблица   14
Соотношение окислительного и неокислительного этапов пентозофосфатного пути в тканях зрелых и старых крыс

10—12
Ткань

Возраст, мес.
24-26

Повышение активности у старых, %
Отношение активность Гл-6-Ф-дегидрогеназы / активность транскетолазы
	Мышца
	3,26
	6,77    v
	108

	Сердце
	2,26
	3,63
	.60

	Печень
	1,18
	3,19
	170

	Эритроциты
	0,57
	0,89
	56

	ошение активность 6-Ф-Гл-дегидрогеназы / активность

	транскетолазы
	
	

	Мышца
	13,70
	21,50
	57

	Сердце
	6,68
	10,50
	57

	Печень
	3,43
	7,27
	112

	Эритроциты
	1,09
	1,69
	55


жена в различных единицах. Однако сравнение вычис​ленных коэффициентов у зрелых и старых крыс показа​ло (табл. 14), что при старении организма во всех исследуемых тканях преимущественно увеличивается активность ключевого фермента окислительного этапа — глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, в равной степени, как и второго окислительного фермента — 6-фосфоглюконат-дегидрогеназы. Следовательно, в тканях печени, миокар​да и скелетных мышцах старых животных имеет место абсолютное и относительное превышение окислительного этапа, а в цельной популяции эритроцитов — только относительное.
Существует мнение [339], что окислительный этап пентозофосфатного пути обеспечивает реакции биосинте​за, а неокислительный скорее может быть отнесен к ка-таболическим реакциям. Вполне возможно, что транске-толаза является тем ферментом, посредством которого осуществляется регуляция пентозного цикла, направляя обмен глюкозо-6-фосфата либо на нужды синтеза, либо в сторону гликолитических превращений. Недаром этот фермент    не    обладает строгой субстратной специфич-
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ностью. Для транскетолазы известны 4 донора и 5 акцепторов гликольальдегида [462].
Если повышение активности окислительных реакций пентозофосфатного пути связано с увеличением скорости синтетических процессов, то возникает вопрос, о каких процессах биосинтеза, активность которых при старении повышается, может идти речь?
Мы предполагаем, что- значительное повышение активности окислительных реакций пентозофосфатного пути в печени, сердце и скелетных мышцах связано с воз​росшей потребностью этих тканей в старом возрасте в пентозофосфатах. Это хорошо согласуется с известным "фактом повышения в тканях старых особей числа много​ядерных, полиплоидных клеток [24, 53]. В старости про​исходит также увеличение абсолютного количества ну​клеиновых кислот в расчете на одно ядро в ткани пече​ни [79], в сердечной и .скелетной мышцах [181]. Нако​нец, показано, что РНК печени старых животных отличается большей ч скоростью обновления, чем более молодых [573], и что включение фенилаланина в белки рибосом печени с возрастом увеличивается [456]. Тако​му предположению не противоречит и отмеченный факт об одинаковом уровне активности окислительных реакций пентозофосфатного пути в эритроцитах (безъядерных клетках) зрелых и старых животных.
Несомненно, что такого рода изменения в генетиче​ском аппарате клетки старых животных, кроме повышен​ного расходования энергии, требуют также усиленного образования исходных продуктов для реакции биосинте​за, каковыми для нуклеиновых кислот и являются пен-тозы, образующиеся исключительно в пентозофосфатном пути обмена углеводов.
Усиление скорости окислительных реакций пентозно-го пути обмена углеводов в старом возрасте с целью по​вышенного образования пентозофосфатов в свою очередь предусматривает также повышенный выход восстанов​ленного НАДФ, что и было показано рядом авторов (см. главу VIII). Последний факт заслуживает особого внимания в связи со способностью НАДФ—Н2 стимули​ровать синтез липидов. Во всяком случае известно, что стимуляция пентозофосфатного пути этим кофактором всегда приводит к резкому увеличению синтеза жирных кислот и холестерина [529]. Поэтому вполне возможно,
7. Зак. 578
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что именно накопление в клетках старого организма избыточного количества НАДФ—Н2 и является пусковым механизмом процесса, который был назван В. Н. Никити​ным [126, 128] как переключение программы синтеза с белков на липиды, происходящим на фоне подавленного синтеза роста.
Таким образом, большинство имеющихся данных убе​дительно показывает, что в старости происходит значи​тельная активация гликолитическои фазы энергетическо​го обмена преимущественно за счет реакций глико-генолиза. Это хорошо продемонстрировано как при исследовании активности всей полиферментной системы, так и при определении активности отдельных ферментов, функционирующих в системе гликогенолиза.
В старом возрасте наблюдается также значительная активация окислительных реакций пентозофосфатного пути обмена углеводов, связанная с повышенной потреб​ностью клеток стареющего организма в пентозофосфа-тах, использующихся для синтеза нуклеиновых кислот. Неблагоприятным последствием активации окислитель​ных реакций этой метаболической системы может быть повышенное образование восстановленного НАДФ, ко​торый способен стимулировать синтез липидов.
VI
ГЛАВА
ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ  ОТДЕЛЬНЫХ ФЕРМЕНТОВ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО ОБМЕНА ПРИ СТАРЕНИИ
В предыдущих главах была дана характеристика основ​ным системам энергоснабжения клетки при старении организма. Совершенно ясно, что функциональная активность любой биохимической системы зависит от активности отдельных ферментов, составляющих эту сис​тему.
Важность исследования активности отдельных фер​ментов для углубленного представления о старческих изменениях метаболизма несомненна. Об этом свиде​тельствует большое количество работ, опубликованных по данному вопросу. Основные трудности возникли при попытке интерпретировать возрастные сдвиги активности ферментативных процессов. Высказывалось, например, предположение о необходимости сравнения уровней фер​ментативной активности с морфологическими изменени​ями в клетках и целых клеточных популяциях [524] или с учетом изменяющегося с возрастом отношения строма/ паренхима [248]. Бертолини [248], оценивая последст​вия изменения активности ферментов, отмечает, что эти изменения приводят к возникновению в клетках нового уровня равновесия, который с энзиматической точки зре​ния в старости не хуже, чем в молодом возрасте, однако с точки зрения целостного организма он неполноценен, поскольку в старости наблюдаются ослабление реактив​ной способности и большая ранимость.
Очень интересные взгляды развивают в последние го​ды Е. В. Парина и сотрудники [143], которые связыва​ют возрастные изменения ферментативной активности с включением факторов регуляции, приводящих деятель*-1
7*
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ность ферментов в соответствие с особенностями мета​болических процессов в данный период онтогенеза.
Действительно, результаты опытов многих авторов (см. главу V) об изменениях активности всей гликолити-ческой фазы углеводного обмена при старении и возраст​ных изменениях активности отдельных ферментов, ката​лизирующих промежуточные этапы гликолиза и глико-генолиза, показывают, что в процессе старения повыша​ется активность этой метаболической системы. Причем различия в активности ферментов, включающих началь​ные этапы гликолиза и гликогенолиза (снижение актив​ности гексокиназы и повышение активности фосфорила-зы), позволили сделать заключение, что в старости воз​растает преимущественно скорость гликогенолиза. Такой вывод в свою очередь хорошо согласуется с изменения​ми активности всей гликолитической системы, если ее оценивать по скорости образования молочной кислоты в присутствии глюкозы и гликогена как субстратов.
В. В. Фролькис неоднократно отмечал (192, 193], что изменения биохимических процессов в тканях нельзя связать только со снижением в старости активной кле​точной массы, хотя сам по себе этот момент играет не​маловажное значение в обеспечении функциональной активности целого органа или физиологической системы. Только снижением активной клеточной массы органа можно было бы объяснить снижение активности фермен​тативных процессов при старении. Однако в таком слу​чае, как можно интерпретировать экспериментальные факты, указывающие на неизменный или даже повышен​ный уровень активности ферментов в старом возрасте? Вот некоторые примеры.
Исследование активности изоферментов лактатдеги-дрогеназы в разл'ичных органах 12- и 24-месячных крыс не выявило каких-либо четких возрастных различий по всем пяти изоферментам, определяемым в пяти тканях [509]. Незначительные возрастные отклонения их актив​ности в ту или другую сторону лишь указывают на гете​рогенность этих изменений. Такие же изменения отмече​ны и для малатдегидрогеназы, активность которой определялась в митохондриальной и растворимой фрак​циях печени, почек, мозга, сердца и мышц. Несколько большие изменения активности лактат- и малатдегидро-геназ выявлены в тканях крыс раннего возраста  [508].
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Не удалось установить также рпределенной зависимости между возрастом людей (от 40 до 89 лет) и активностью лактатдегидрогеназы в сыворотке крови [301]. Даже исследование ферментативной активности в тканях арте​рий, которые, как известно, подвержены заметным мор​фологическим и функциональным изменениям при ста​рении, не показало возрастных сдвигов в активности диафоразы и цитохром-с-редуктазы [389]. Последняя сни​жалась -с возрастом лишь в аорте. Вместе с тем активность глютаматдегидрогеназы и особенно глютати-•онредуктазы в тканях отдельных артерий заметно увели​чивалась с возрастом людей [390]. Особенно много раз​норечивых данных о характере возрастных изменений активности отдельных ферментов было получено при исследовании функции субклеточных структур и отдель​ных белков.
Ниже приводятся собственные результаты о возраст​ных изменениях активности некоторых ферментов, функ​ционирующих в энергетическом обмене..При выполнении исследований особое внимание обращалось на 1) значе​ние того или иного фермента в функционировании обмен​ного цикла или системы, 2) участие его во взаимодейст​вии обменных циклов или шунтирующих механизмах, 3) локализацию фермента в структурных элементах клет​ки, его гетерогенность.
Окислительные ферменты цикла трикарбоковых кислот и дыхательной цепи
Из окислительных ферментов в печени и сердце крыс различного возраста определялась активность дегидро-геназ пирувата, изоцитрата, а-кетоглютарата, сукцината, малата и цитохромоксидазы. На рис. 14 приведены дан​ные о возрастных изменениях активности этих ферментов в митохондриях печени, а на рис. 15 — в ткани сердца.
Какой-либо четкой, характерной для всех ферментов зависимости между сдвигами их активности и возрастом животных установить практически не представляется возможным. Картина оказалась слишком пестрой. Каче​ственные и количественные сдвиги ферментативной активности в различные возрастные периоды неравно​мерны. Так, активность пируватдегидрогеназы в мито​хондриях   печени   показывает   тенденцию   к   снижению
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в старом возрасте, но значительно возрастает в ткани сердца. Активность а-кетоглютаратдегидрогеназы в ми​тохондриях печени возрастает только у старых животных, а в ткани сердца постепенно увеличивается в процессе жизни. В старом возрасте повышена активность цито-хромоксидазы, особенно в митохондриях печени. Сукци-натдегидрогеназная активность незначительно повыси​лась с возрастом в митохондриях печени, но была снижена
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Рис. 14. Возрастные изменения активности некоторых фермен​тов в митохондриях печени, / — молодых, 2— зрелых, 3 — ста​рых крыс; / — пируватдегидрогеназа, // — изоцитратдегидроге-наза, ///—а-кетоглютаратдегидрогеназа, IV — сукцинатдегид-рогеназа, V—цитохромоксидаза, VI—малатдегидрогеназа
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Рис. 15. Возрастные изменения активности окислительных фер​ментов в сердце крыс. Обозначения те же, что на рис. 14
в ткани сердца. Правда, было обнаружено, что на возра​стную динамику активности этого фермента существен​ное влияние оказывал пол животных. Так, у старых крыс-самцов активность фермента в ткани сердца была выше, чем у зрелых животных. У самок, наоборот, активность сукцинатдегидрогеназы к старости резко снижалась. На рис. L5 приведены средние данные для животных обоего пола, из которых и видна тенденция к снижению актив​ности этого фермента у старых крыс.
На рис. 14 и 15 приведены также данные о возраст​ных изменениях активности малат- и изоцитратдегидро-геназ, однако более подробно они будут обсуждены ниже.
При общем анализе возрастной динамики активности исследованных окислительных ферментов, особенно при сравнении зрелых и старых животных, обращает на себя внимание следующее обстоятельство: ни один фермент не снизил своей активности в старом возрасте. Более то​го, активность изоцитрат-, а-кетоглютаратдегидрогеназ и цитохромоксидазы в митохондриях печени старых крыс достоверно выше, чем у зрелых животных. Причем по​вышение цитохромоксидазной активности в старом воз​расте мы наблюдали в трех сериях опытов, проведенных в различное время с использованием двух методов.
Данные о снижении скорости окисления пирувата ми​тохондриями печени, а также тканями печени, почек и мозга старых крыс получены Л. Ф. Дьяченко [65], что в какой-то степени согласуется с нашими результатами для митохондрий печени. Однако во фракции «легких» митохондрий печени старых крыс, осаждаемых при 18000 g, Л. Ф. Дьяченко показала повышение скорости окисления пирувата относительно зрелых животных, что автор объясняет повышенной в старости фрагментацией* этих клеточных органелл.
Увеличение активности сукцинатоксидазной и цито-хромной систем в миокарде старых крыс отмечено и в исследованиях В. В. Фролькиса, Л. Н. Богацкой и Р. А. Фролькис [196], причем активность цитохромоксидазы в митохондриях сердца зрелых и старых крыс была при​мерно одинаковой.
Е. А. Сазонова также обнаружила повышение актив​ности сукцинатоксидазной системы в ткани печени крыс при старении [176].
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Из вышеизложенного видно, что активность большин​ства исследованных митохондриальных ферментов, фун​кционирующих в ЦТК и дыхательной цепи, у старых жи​вотных оказалась выше или имела тенденцию к повы​шению по сравнению со зрелыми животными. Если фермент локализован только в митохондриях, то разли​чия его активности, обнаруженные при исследовании последней в цельной ткани и митохондриях, могут быть объяснены снижением в процессе старения активно фун​кционирующих клеток или числа митохондрий в ткани. Этим и объясняют некоторые авторы такие сдвиги актив​ности сукцинатдегидрогеназы в почках крыс [239].
Использование в опыт изолированных митохондрий позволяет получить более активный (очищенный) препа​рат фермента, где в отличие от цельной ткани в расчет не принимаются клетки с явно выраженными дегенера​тивными изменениями и, по-видимому, повреждённые, фрагментированные митохондрии, которые не выпадают в осадок при обычных методах осаждения митохондрий. В этом отношении показательны и результаты Л. Ф. Дья​ченко.
В этой связи казалось интересным проследить возра​стную динамику изменения активности тех ферментов, которые локализованы в различных клеточных элемен​тах и катализируют одну и ту же, но различную по на​правленности реакцию. Из ферментов.ЦТК малат- и изо-цитратдегидрогеназы как раз и представлены в клетке митохондриальным и цитоплазматическим изофермен-тами.
Сотрудником нашей лаборатории Г. А. Зелезинской [68] были проведены подробные исследования активно​сти этих ферментов в цельной ткани печени и сердца, в интактных и разрушенных повторным замораживани​ем-оттаиванием митохондриях из этих же тканей, а так​же в надосадочной жидкости, которая оставалась после осаждения митохондриальной фракции (табл. 15 и 16).
В большинстве случаев более четкие различия наблю​дались при сравнении молодых и зрелых животных. Другими авторами было показано, что наибольшим изменениям активность малат- и изоцитратдегидрогеназ подвержена в эмбриональном периоде [532, 237, 495, 271]. Не отмечено существенных возрастных различий в активности этих ферментов на более поздних этапах
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Таблица   15
Возрастные изменения активности малат- и изоцитратдегидрогеназ в клеточных фракциях печени крыс (ед/лг белка)
Животные
Препарат
молодые

зрелые

старые

молодые

зрелые

старые
Гомогенат    ,
Р Интактные митохондрии
„      .
Р
Разрушенные митохондрии
Р Растворимая фракция
Р

Малатдегидрогеназа
16,1±0,5  |   12,4±0,6   |   11,6±0,7
>v0,2
>0,5
38,9±2,3V |   27,0±2,4  I   29,1±2,8
<0,001
>0,5
42,5±1,5   | 36,8±1,7'|   36,7±2,2
<0,01
>0,5
13,0±0,3  |   17,5±1,0  |   16,1±1,0
<0,001
>0,5

Изоцитратдегидрогеназа
4,6±0,2   |   6.2±0,4   |   5,6±0,4
<0,001
>0,5
2,3±0,2 | 1,4±0,2 | 2,1 ±0,3
<0,001
<0,02
7,7±0,2 | 14±0,7 | 12±0,5
<0,001
<0,02
Таблица   16
Возрастные изменения активности малат- и изоцитратдегидрогеназ в клеточных фракциях сердца крыс (ец/мг белка)
	
	
	
	
	
	
	
	Животные
	
	
	
	
	
	
	

	Препарат
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	молодые
	зрелые
	
	
	стары*
	
	молодые
	
	зрелые
	
	старые
	

	
	
	Изоцитратдегидрогеназа
	
	
	
	Малатдегидрогеназа
	
	

	Интактные митохондрии Р
	10
	,0±0,4 <0
	7, ,01
	6±0,
	9 >
	0
	9,5±0 ,2
	,9
	64
	,3±1
	9 >(
	54 3,2
	,7±4
	9 >
	63 0,2
	,1±4
	,0

	Разрушенные митохондрии Р
	16
	,1±0,5 <0
	11 ,001
	,0±1
	,1 >
	0
	13±1 ,2
	,2
	89
	,3±2
	9 <0
	64 ,001
	2±4
	4 >
	66 0,5
	,5±2
	,7

	Растворимая фракция Р
	26
	,4±0,5 <0
	35 ,001
	,4±1
	,9 <С
	
	28±2 02
	,5
	64
	,8±1
	2 <0
	72 ,05
	,0±3
	дел
	59 ,02
	,5±3
	,8


онтогенеза в тканях крыс [508, 509]  и в артериальной ткани людей различного возраста [390].
Г. А. Зелезинская установила, что в цельной ткани печени активность обоих ферментов с возрастом сущест​венно не изменяется,"за исключением достоверного по​вышения активности изоцитратдегидрогеназы в зрелом возрасте по сравнению с молодым. Определение же активности этих ферментов в митохондриях и раствори​мой фракции как печени, так и сердца показало несколь​ко иную возрастную картину. В митохондриальной фрак​ции клетки активность исследуемых ферментов оказа​лась самой высокой у молодых животных. К зрелому возрасту почти во всех случаях замечено достоверное ее снижение, сменяющееся в старости некоторым повы​шением, правда, менее четко выраженным и не достига​ющим уровня активности у молодых животных. В раст​воримой фракции наблюдается совершенно противопо​ложная возрастная зависимость: самый высокий уровень активности ферментов у зрелых животных, у молодых и старых крыс он заметно ниже.
Более четкие возрастные изменения активности ма-лат- и изоцитратдегидрогеназ можно проследить, исполь​зуя коэффициент перераспределения, характеризующий отношение активности митохондриального изофермента к активности цитоплазматического (табл. 17). Как и средние цифры по активности ферментов, коэффициент перераспределения показывает, что в молодом и старом возрасте  преобладает     активность    митохондриальных
Таблица   17
Возрастные изменения коэффициента перераспределения для малат- и изоцитратдегидрогеназ
	
	Животные

	Отношение
	моло​дые
	'зрелые
	старые
	моло​дые
	зрелые
	старые

	Малатдегидрогеназа   мито​хондрий/растворимой фракции Изоцитратдегидрогеназа ми​тохондрий/растворимой фракции
	3,17 0,31
	Печень 2,10 0,10
	2,28 0,18
	1,38 0,61
	Сердце 0,88 0,31
	1,12 0,47
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окислительных реакций, функционирующих в системе энергоснабжения клетки. С последним положением со​гласуется тот факт, что-во всех случаях более заметным возоастным изменениям подвержена изоцитратдегидро-геназа, являющаяся одним из поставщиков восстановлен​ных пиридиннуклеотидов в клетке.
Хотелось бы обратить внимание еще на одно обстоя​тельство. В настоящее время имеется достаточное коли​чество экспериментальных фактов, указывающих на раз​личную локализацию ферментов в самой структуре ми​тохондрий. Одни из них расположены на внешней мембране и, естественно, более доступны для соответст​вующих субстратов, другие встроены во внутреннюю мембрану митохондрий. В последнем случае фактор про​ницаемости митохондриальной мембраны будет играть существенную роль для определения активности фер​мента.
Из данных табл. 15 видно, что в интактных митохон​дриях печени активность изоцитратдегидрогеназы прак​тически не выявляется. Это в какой-то степени и опреде​лило возрастную динамику активности этого фермента в цельной ткани печени, которая аналогична таковой в растворимой фракции.
Разрушение митохондрий печени повторным замора​живанием позволило определить активность изоцитрат​дегидрогеназы, возрастная динамика которой, как уже говорилось выше, существенно отличалась от изменений ее активности в растворимой фракции. В разрушенных митохондриях сердца в случае определения активности обоих ферментов наблюдается заметный прирост фер​ментативной активности. Характерно, что возрастная ди​намика активности малат- и изоцитратдегидрогеназ не отличается в интактных и разрушенных митохондриях, однако величина «прироста» активности ферментов пос​ле разрушения митохондрий зависела от возраста живот​ных. Так, прирост активности малатдегидрогеназы после разрушения митохондрий печени составлял у молодых животных 9, у зрелых — 36, у старых — 26%'. В митохон​дриях сердца эти величины были соответственно равны 38, 17 и 5%.
Изоцитратдегидрогеназа увеличивала свою актив​ность после разрушения митохондрий сердца на 61, 45 и 39% соответственно возрасту животных.
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Г Эти результаты показывают, что у старых животных целостность митохондриальнои мембраны в меньшей сте​пени лимитирует скорость ферментативной реакции, чем у зрелых крыс. Если эти различия зависят от проницае-
' мости мембран, то можно предположить, что мембраны митохондрий старых животных более проницаемы для некоторых субстратов ЦТК, хотя не исключено, что раз​рушение митохондрий сопровождается изменением кон-формации мембраны митохондрий или отдельных фер​ментов, которая и определяет в конечном счете соответ​ствующий уровень активности фермента. Если это так, тогда различный «прирост» активности исследуемых ферментов можно трактовать как результат возрастных изменений структуры и химического состава мембран. Однако второе предположение нам кажется менее при​емлемым, поскольку, как отмечалось в главе IV, хими​ческий состав митохондрий (например, по содержанию фосфолипидов) не подвержен существенным возрастным сдвигам. Поэтому логичнее возрастные изменения при​роста активности ферментов объяснить повышенной про​ницаемостью мембран митохондрий старых животных для некоторых субстратов, имея при этом в виду, что проницаемость мембраны есть процесс, зависящий от функционального состояния митохондрий и всего внутри​клеточного метаболизма.
Активность НАД—Н2- и НАДФ—Н2-дегидрогеназ ■ в печени и сердце
В. Ф. Пушкаревым [154] была изучена активность НАД—Н2- и НАДФ—Нг-дегидрогеназ в тканях печени и сердца молодых, зрелых и старых крыс. Известно, что, кроме митохондрий, специфические флавопротеины, окисляющие восстановленные формы пиридиннуклеоти-дов, локализованы также во фракции микросом некото​рых тканей. Функция микросомальной .системы свобод​ного окисления сопряжена с процессами детоксикации.
Как видно из рис. 16, активность НАД—Н2- и НАДФ—Н2-дегидрогеназ в гомогенатах печени и сердца во всех случаях увеличивалась параллельно возрасту животных, хотя степень увеличения в зависимости от ткани, возраста животных и окисляющегося субстрата была различной. Во-первых, большим возрастным изме-
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нениям была подвержена активность НАД—Нг-дегидро-геназы и, во-вторых, увеличение ее активности с возра​стом особенно отчетливо проявлялась в ткани печени. Так, активность этого фермента в ткани печени зрелых крыс по сравнению с молодыми возросла на 76%, у ста​рых по сравнению со зрелыми — на 69%. В сердце эти величины соответственно были равны 26 и 49%.
Для НАДФ—Нг-дегидрогеназы    возрастные измене​ния были намного менее выражены, и при сравнении двух
гоо
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Рис. 16. Возрастные изменения активности НАД—
Нг-дегидрогеназы (I, III) и НАДФ—Нг-дегидроге-
назы (II, IV) в печени  (I, 1Г) и сердце (III, IV)
/ — молодых, 2 — зрелых, 3 — старых крыс
последних возрастных групп животных (зрелых и ста​рых) процент увеличения составлял для сердца 17, для печени — 16.
Надо полагать, что такие возрастные изменения активности процессов окисления восстановленных пири-диннуклеотидов могут быть понятны, если учесть важное значение системы свободного окисления, локализованной в микросомах, в процессах детоксикации и ее способ​ность к индукционному синтезу. Во всяком случае, высо​кую степень увеличения активности НАД—Нг-дегидроге​назы с возрастом в ткани печени вполне можно объяс​нить непрерывным поступлением в организм самых разнообразных токсических продуктов эндогенного и экзогенного происхождения. Такое объяснение не проти​воречит развиваемым    в    свое    время представлениям
ПО
И. И. Мечникова об автоинтоксикации организма в про​цессе его жизни, тем более, что увеличение активности НАД—Нг-дегидрогеназы в печени вряд ли можно свя​зать с повышением в старости митохондриальных окис​лительных процессов, поскольку восстановленный НАД, как показали опыты Ленинджера [409], практически не окисляется интактными митохондриями печени. В опи​сываемых здесь опытах гомогенат тканей готовился на 0,25 М растворе сахарозы, который затем помещался в изотоническую забуференную среду* инкубации. Это за​ключение также не противоречит результатам опытов, полученных при определении изоцитратдегидрогеназы в митохондриях печени. Она определялась только в разру​шенных митохондриях.
В сердце, где функция микросомального окисления не сопряжена с процессами детоксикации, наблюдается и меньшая степень увеличения активности флавопротеи-нов с возрастом. По-видимому, в миокарде повышение активности исследуемых дегидрогеназ обусловлено акти​вацией митохондриальных окислительных ферментатив​ных систем.
Активность некоторых ферментов аминокислотного обмена
В ткани печени и сердца, а также в митохондриях из них определялась активность аспартат- и аланин-амино-трансфераз. В митохондриях печени, кроме того, иссле​довалась активность глютаматдегидрогеназы (69].
Было установлено (табл. 18), что активность процес​сов переаминирования как в цельной ткани, так и в мито-хондриальной фракции имеет одну и ту же возрастную направленность: повышение к зрелому возрасту и сни​жение в старости. Активность глютаматдегидрогеназной реакции, наоборот, в митохондриях печени старых жи​вотных оказалась существенно выше, чем у зрелых крыс. Полученные данные свидетельствуют о том, что в различ​ные возрастные периоды обмен глютаминовой кислоты осуществляется различными путями, во всяком случае, в ткайи печени.
Преимущественное использование глютаминовой кис​лоты в реакциях окислительного дезаминирования с по-
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Таблица 18
Возрастные изменения активности (ед/жг белка) некоторых ферментов аминокислотного обмена в печени и сердце крыс
Возраст, мес.
Фермент

8—10

24—26
Ткань печени
Аспартат-аминотрансфераза
Р Аланин-аминотрансфераза
Р Глютаматдегидрогеназа
Р

528±13    |    590±13    |    469±16
<0,01
<0,001
250±7     |    336±11    |    258±17
<0,001
<0,01
41 ±1      |      33±1      |      39±2
<0,001
<0,01
Митохондрии печени
Аспартат-аминотрансфераза
Р Алании -аминотрансфераза
Р Глютаматдегидрогеназа
Р

307±17    |    428 ±13    |    284 ±14
<0,001
<0,001
69±3      |      91±5      |      63±6
<0,01
<0,01
82±2      |      63±2      |      76±2
<0,001
<0,001
Ткань сердца
Аспартат-аминотрансфераза
р Аланин-аминотрансфераза
Р     .

663±22    |    874±26    |    750±22
<0,001
<0,01
101±6     |      110±7     |      80±6
>0,1
<0,01
Митохондрии сердца
Аспартат-аминотрансфераза
Р Ала нин -аминотрансфера за
Р

259±9     |    355±12    |     298±8
<0,001
<0,001
38±3      |      37±2      |      26±2
>0,1
<0,01
следующим включением продукта этой реакции—а-кето-глютарата — в ЦТК позволяет предположить, что в ста​рости промежуточные метаболиты белкового обмена все больше используются в реакциях образования энер​гии. Повышение глютаматдегидрогеназной активности в митохондриях печени старых крыс согласуются с ре​зультатами о повышении в старом возрасте активности
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других окислительных ферментов ЦТК, особенно с вы​сокой степенью увеличения активности дегидрогеназы а-кетоглютарата.
Аденозинтрифосфатазная активность некоторых структурных элементов печени
Известно, что АТФ-азной активностью обладают го-могенаты тканей, внутриклеточные органеллы, изолиро​ванные мембраны, отдельные белки. Здесь мы приведем некоторые экспериментальные данные о возрастных изменениях АТФ-азной активности ткани печени и отдельных ее структурных элементов с тем, чтобы пока​зать, как изменяется с возрастом активность одной и той же ферментативной реакции, имеющей гетерогенную локализацию в клетке (табл. 19, рис. 5).
При исследовании скорости гидролиза АТФ в цель​ной ткани печени в первой серии опытов в среду инку​бации не вносили каких-либо дополнительных активато​ров АТФ-азной реакции. Как оказалось, скорость гидро​лиза АТФ была самой высокой у животных зрелого возраста и достоверно снижалась примерно до одина​ковых величин у молодых и старых крыс. В присутствии ионов калия и натрия АТФ-азная активность в печени старых животных была достоверно выше, чем у зрелых. Дополнительное внесение ионов кальция в инкубацион​ную среду, наоборот, показало снижение активности ферментативного процесса в старом возрасте.
В опытах с митохондриями печени активность АТФ-азы определялась в присутствии активирующих агентов: ионов магния и 2,4-динитрофенола. Независимо от используемого активатора АТФ-азной реакции ее актив​ность была самой высокой в митохондриях зрелых жи​вотных. В старости она достоверно снизилась. Самая низкая активность фермента отмечена в митохондриях печени молодых крыс. Последние результаты согласуют​ся с данными, полученными при изучении фосфорилиру-ющей активности митохондрий печени зрелых и старых крыс (см. главу IV). Оба показателя у старых интакт-ных животных были ниже, чем у зрелых. Следует отме​тить, что прямая зависимость между скоростью связы​вания неорганического фосфата и активностью АТФ-азы была   прослежена и в опытах В. В. Фролькиса и Л. Н.
8, Зак. 578
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 Та блица   19 Возрастные изменения аденозинтрифосфатазной активности в различных препаратах, печени крыс
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Богацкой [195, 20, 17]. Правда, в митохондриях сердца оба эти показателя возрастали по мере старения.
Совершенно иную направленность имеют возрастные изменения АТФ-азной активности сократительного бел​ка, выделенного из митохондрий печени крыс. Его дефос-форилирующая активность независимо от используемого активатора значительно увеличивалась по мере старения организма.
Приведенные данные наглядно демонстрируют разно​направленный характер возрастных сдвигов активности дефосфорилирующих процессов в одной только ткани печени в течение жизни. Как видно из приведенной таб​лицы, АТФ-азная активность цельной ткани печени в процессе старения снижается. Такая же возрастная зави​симость отмечена и для митохондрий. С другой стороны, ферментативная активность сократительного белка, вы​деленного из этих же митохондрий, наоборот, в процес​се жизни возрастала. К+, Na+'АТФ-аза ткани печени (водный гомогенат ткани) также была выше у старых крыс. Внесение же в среду инкубации ионов кальция резко изменяло возрастную динамику этого процесса.
Таким образом, экспериментальные факты, приведен​ные в настоящей главе, указывают на неравномерный характер изменений активности отдельных ферментов, функционирующих в энергетическом обмене клетки при старении организма. Неравномерность возрастных сдви​гов активности показывают ферменты, объединенные в единую биохимическую систему (например, ферменты цикла трикарбоновых кислот), хотя удельная активность их при старении, как правило, была повышенной. Кроме того, по-разному изменяется с возрастом даже актив​ность одной и той же ферментативной реакции, которая, однако, связана с различными структурными элементами клетки. Наглядным примером этому могут служить воз​растные изменения активности митохондриальных и ци-топлазматических изоферментов малат- и изоцитратдё-гидрогеназ, а также АТФ-азной активности ткани пече​ни и ее отдельных структурных элементов.
Поэтому определение активности ферментов только в цельных тканях или клеточных популяциях дает значи​тельно меньше    информации о характере    возрастных
8*
.
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изменений направленности внутриклеточных биохимиче​ских процессов. Не исключено, что такое положение мо​жет служить поводом для не совсем верных выводов. Осторожность в оценке результатов должна в первую очередь относиться к тем ферментам, которые проявляют заметную органную специфичность, гетерогенно локали​зованы в клетке и осуществляют в этой связи совершен​но-различные функции.
Оценивая в целом возрастные изменения активности отдельных ферментов энергетического обмена, можно отметить одну общую для всех исследованных ферментов тенденцию: активность большинства окислительных фер​ментов в старости повышается, хотя и неравномерно в количественном отношении. Создается также впечатле​ние о повышении в старом возрасте скорости некоторых дефосфорилирующих реакций, что может быть одной из причин снижения в тканях старых животных уровня ма-кроэргических соединений.
Остается в какой-то степени открытым вопрос о том, какие причины приводят к повышению с возрастом активности некоторых' ферментативных процессов. Про​исходит ли это в результате повышения удельной актив​ности "ферментов при неизменном или даже сниженном их количестве в тканях, или же за счет повышения числа единиц ферментов в тканях старых животных, пока ска​зать трудно. Решение этого вопроса дало бы окончатель​ный ответ, какой механизм регулирования биохимиче​ских процессов преобладает в старом возрасте: генети​ческий или изостерический и аллостерический.
VII
ГЛАВА
СТАРЕНИЕ КЛЕТОК И ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН
Жизненный цикл любой клетки слагается из 5 основных периодов или фаз: 1) фазы роста и размножения в не​дифференцированном состоянии, 2) фазы дифференци-ровки, 3) фазы нормальной активности, 4) фазы старе​ния и 5) фазы дезинтеграции и смерти [471]. Время вступления в каждую из фаз и. темпы их прохождения далеко не одинаковы у клеток с различной функциональ​ной специализацией.
Здесь уместно остановиться на представлениях, сфор​мулированных харьковской школой онтофизиологов [Н6], о неравномерности наступления проявлений ста​рения. Они пишут: «Гетерохронность вызревания старе​ния приводит к тому, что разные анатомо-физиологиче-ские системы организма высших животных и человека имеют свой темп и «почерк» старения, морфологический и функциональный возраст». Интересно, что гетерохрон​ность процессов старения проявляется не только на уров​не анатомо-физиологических систем организма, но также и среди клеток одного типа, в пределах одной ткани. Для ряда тканей и органов это может быть объяснено появ​лением новых клеток, возникших в результате клеточ​ного деления, которое в некоторых тканях, по-видимому, имеет место на протяжении всей жизни [471, 99, 538, 289], хотя в старости число митозов и снижено [408, 427]. Однако такое объяснение, вероятно, неприемлемо для нервных и мышечных клеток, которые, согласно классификации Коудри   [293], относятся к постоянным
1 Настоящая глава написана совместно с В. К. Науменко.
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(фиксированным) постмитотическим клеткам с высоким и необратимым уровнем дифференцировки.
Если к этому добавить, что в состав той или иной тка​ни входит не один, а несколько различных типов клеток, то можно представить, насколько сложна возрастная ди​намика состава клеток, образующих ткань. Тем не ме​нее до сих пор о возрастных изменениях в органах и тка​нях, обычно судят по результатам, полученным при ис​пользовании тканевых гомогенатов. При этом истинные возрастные изменения в тканях зачастую исчезают из поля зрения экспериментатора. Приведем некоторые конкретные примеры.
При исследовании содержания витамина А в изоли​рованных из крысиной печени купферовских клетках и гепатоцитах оказалось, что последние в 10 раз богаче этим витамином [420]. В то же время количество мече​ных тимидином-Н3 ядер в купферовских клетках состав​ляет 0,9—1,3%, а в печеночных — только 0,2—0,3% [443]. Примерно такое же соотношение установлено и для печени мышей (3,74 и 0,98%) [306]. Это свидетель​ствует о более интенсивном обновлении купферовских клеток. Если не учитывать изменение соотношения куп​феровских и печеночных клеток, вытекающее из разли​чий в темпах их обновления, то можно прийти к ошибоч​ной оценке возрастных изменений биосинтеза вита​мина А.
Точно так же обнаруживаемые в гомогенатах ткани головного мозга возрастные изменения концентрации ДНК могут быть обусловлены не нарушением ее биосин​теза, а скорее сдвигом соотношения глиальных клеток и нейронов, так как при раздельном исследовании этих клеток обнаруживается, что они содержат различные концентрации ДНК [499].
Нельзя обойти стороной еще один источник ошибок в оценке возрастных изменений в тканях. Изучаемые показатели часто рассчитывают на единицу веса ткани. Вместе с тем известно, что при старении в некоторых тканях погибает значительное количество клеток, и вме​сто них образуется соединительная ткань. В результате измеренная в гомогенате активность ферментов или кон​центрация тех или иных веществ рассчитывается не толь​ко на функционирующие клетки, но и на «балласт». К этому следует добавить, что у человека, например, на
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протяжении всего онтогенеза паренхимные клетки пече​ни по крайней мере 7 раз претерпевают существенные изменения своих размеров [90]. Совершенно очевидно, что всякий раз в единице веса печени будет содержать​ся различное число клеток. Критические замечания на этот счет уже высказывались ранее  [30].
Коль скоро процесс старения является гетерогенным и гетерохронным, мы убеждены, что его проявления *>». должны исследоваться, во-первых, на изолированных из gg*- органов разновозрастных животных клетках, «рассорти​рованных» по признаку их функциональной специализа​ции, с обязательным учетом количества функционирую​щих и «балластных» элементов; во-вторых, на клетках, относящихся по своей специализации к одному типу, но разделенных на фракции согласно возрасту самих кле​ток. В этом случае также необходим учет^числа клеток в каждой фракции, а активность ферментов, содержание тех или иных веществ, количество субклеточных частиц или любые другие показатели должны относиться к числу функционирующих клеток. Только такой подход, веро​ятно, даст возможность исследовать пусковые механиз​мы старения организма, понять причину старения и ги​бели клеток различных типов и, таким образом, внесет существенный вклад в понимание природы процесса старения.
Причины старения клеток
В настоящее время существуют два принципиально отличающихся взгляда на природу старения и гибели клеток. Одни авторы рассматривают смерть клеток как результат предопределенного действия генетических факторов, то есть смерть клетки генетически обусловле​на или «запрограммирована». Подробный анализ фак​тов, могущих обосновать такой взгляд, сделан в обзоре Г. Д. Бердышева [10]. В этом плане особый интерес представляют опыты, проведенные Хейфликом и сотруд​никами [357, 358] по исследованию деления клеток, куль​тивируемых на искусственных средах. Оказалось, что фибробласты эмбрионального легкого человека в куль​туре претерпевают около 50 делений (от 40 до 60), после чего гибнут. Если же культивировались клетки, взятые от взрослых людей (от 20 до 87 лет), то популяции этих
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клеток совершали от 14 до 29 удвоений. Любопытно,.что по мере приближения числа делений к критическому уровню, в клетках часто возникали аномалии хромосом, увеличивалась доля тетра- и околотетраплоидных кле​ток. Это явление напоминает картину увеличения числа ядер в некоторых тканях старых животных [24, 79, 565]. Кроме того, Хейфликом было замечено, что фиброблас-ты лабораторных животных, продолжительность жизни которых намного меньше, чем у человека, делятся мень​шее число раз (более подробно см. обзор [П]).
Другие авторы причину старения клеток и в конеч​ном счете их гибели видят в чисто случайных явлениях. В этом отношении характерна концепция Сцилларда [526] о накоплении случайных возрастных ударов, в ре​зультате действия которых уменьшается доля нормаль​но функционирующих соматических клеток. Аналогич​ных взглядов придерживается Ж. А. Медведев [111], считая, что в клетке с возрастом происходит накопление «бессмысленных» сообщений.
Для того чтобы сделать выбор между гипотезами о механизме старения, нужно, по мнению Комфорта [289], выполнить некоторые предварительные условия. Одно из требований состоит в необходимости подробного изу​чения клеточных популяций и их численности в различ​ные моменты жизненного цикла. Второе требование за​ключается в сравнении вновь образовавшихся клеток у старых и молодых животных.
Разделение клеток по возрасту
Когда речь идет об изучении процессов старения клет​ки, то предполагается, что экспериментатор имеет в своем распоряжении молодые и старые клетки одного типа. Для морфолога эта проблема не является нераз​решимой. Биохимик же должен иметь изолированные клетки, не содержащие примеси клеток других типов, да, кроме того, эти клетки должны быть разделены на фрак​ции, различающиеся по возрасту самих клеток. При этом нужно учитывать, во-первых, возможности выделения интактных клеток из того или иного органа и разделение их по функциональной специализации; во-вторых, выбор физико-химических, биохимических или иных характе​ристик клеток, которые могли бы быть критерием их воз-
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раста; в-третьих, методическое решение вопроса — при​менение избранных характеристик или свойств для по​лучения клеток какого-либо типа, различающихся по возрасту.
Возможности разделения зависят прежде всего от органной специфичности тканей, взятых для разделения. В ряде случаев клетки настолько тесно связаны друг с другом, что об их разделении не может быть и речи (на​пример, мышечные ткани).
Некоторые исследователи прибегают к методу куль-_ туры тканей для решения различных вопросов обмена веществ и исследования параметров клеток в процессе их деления [441, 274, 386]. Метод постоянно совершенст​вуется [308] и, вероятно, в дальнейшем окажется очень полезным для выяснения влияния различных веществ на процессы старения клеток in vitro. Для того чтобы все клетки культуры находились в единой фазе клеточного цикла, используют синхронизирующие вещества [254, 520,348,427].
В обоих случаях,— при получении клеток из цельных тканей или из тканевых культур,— необходимо приме​нять специальные методические приемы для отделения клеток друг от друга. При этом следует заметить, что несовершенство метода отделения и связанное с ним ■ возможное повреждение части клеток может замаски​ровать различия, связанные с возрастом клеток.
На культурах нормальных и опухолевых клеток пече​ни сравнивались методы отделения клеток с использова​нием тетрафенилбора, трипсина и смеси коллагеназы с гиалуронидазой [541]. Наиболее эффективным оказался последний метод, который давал возможность получить наибольшее количество потенциально жизнеспособных клеток. При сравнении механического и энзиматического методов выделения клеток из цельной ткани печени крыс '_ [419] было найдено, что по ряду показателей (скорость эндогенного дыхания, включение С14-ацетата в липиды, Н3-уридина в РНК и т. д.) метаболическая активность клеток, выделенных ферментативным методом, оказа​лась выше, чем в случае механического разделения.
В последнее время предложены методы выделения изолированных глиальных клеток и нейронов [561, 327], изолированных клеток печени [273, 272], клеток сосуди​стой . стенки  [507],   жировых    клеток  [330,   253]   и   др.
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Хотя эти методы не совсем совершенны в отношении вы​хода жизнеспособных клеток, тем не менее они представ​ляют собой весьма обнадеживающий вклад в проблему изучения старения клеток.
Наиболее удобными для исследования старения кле​ток in vivo являются эритроциты. Это обусловлено в основном доступностью их получения, утратой способно​сти к делению и упрощением метаболизма. Известно, что в зрелых эритроцитах отсутствуют дыхательная цепь и цикл трикарбоновых кислот [302, 476, 424, 450].
При разработке методов разделения эритроцитов на фракции, содержащие молодые клетки, клетки промежу​точного возраста и старые, использовались три свойства эритроцитов: их плотность, осмотическая стойкость и способность к агглютинации. Плотность эритроцитов возрастает по мере их старения. При центрифугирова​нии крови старые эритроциты осаждаются быстрее и занимают нижнюю часть столбика эритроцитов, а моло​дые клетки — верхнюю [361, 300, 387]. Это было доказа​но с помощью радиоактивного железа, которое обнару​живалось в верхней части столбика эритроцитов в пер​вые дни после внутривенного введения препарата. В дальнейшем активность изотопа постепенно возраста​ла в нижних слоях эритроцитов [256, 493].
Вторая группа методов основана на том, что старе​ние эритроцитов сопровождается снижением их стойко​сти к различным повреждающим воздействиям, в част​ности, к'осмотическому гемолизу [523, 433, 434, 418]. С помощью радиоактивных хрома и серы было показа​но, что изотопы включаются прежде всего в самые стой​кие, молодые клетки [523, 418]. Эти методы в основе своей одинаковы и варьируют лишь в деталях.
Наконец, некоторые авторы использовали метод диф​ференциальной агглютинации, позволяющий через опре​деленные промежутки времени выделять эритроциты ну​левой группы донора из крови реципиента с другим груп​повым фактором [423, 424, 488].
Названные методы оказались полезными для выясне​ния ряда сдвигов, сопровождающих старение эритроци​тов. Следует заметить, однако, что эти методы неравно​ценны в отношении чистоты разделения клеток. Метод с использованием различия удельного веса эритроцитов дает образцы, лишь обогащенные молодыми или стары-
122
ми клетками [249]. Это, видимо, заставило некоторых авторов прибегать к нежелательным приемам: искус​ственному стимулированию гемопоэза кровопусканием или фенилгидразином с целью обогащения крови более молодыми эритроцитами.
Старение эритроцитов
Существует мнение, согласно которому старение эритроцитов и их последующее разрушение являются результа-гом постепенного снижения активности некото​рых обменных процессов из-за потери ряда ферментатив​ных механизмов [4*34, 425]. Причем механизмы эти не могут быть восстановлены из-за неспособности зрелого эритроцита синтезировать ферментные белки. В пользу этого положения можно привести ряд данных (табл. 20). В той или иной степени снижают свою активность по мере старения эритроцита ферменты гликолиза, цикла лимонной кислоты и пентозофосфатного пути. Обраща​ет на себя внимание характер снижения активности раз​ных ферментов. В то время как активность Гл-6-Ф- и 6-Ф-Гл-дегидрогеназ тем ниже, чем старше эритроциты, активность такого важного фермента гликолиза, как фосфогексоизомераза, снижается главным образом в мо-, лодых клетках [434].
Установлено, что при старении эритроцита резко сни​жают активность два фермента — глицеральдегидфос-фатдегидрогеназа [424, 423] и Гл-6-Ф-дегидрогеназа [424, 434, 423]. Уменьшение их активности влечет за собой снижение в старом эритроците уровней НАДФ, НАД, АТФ и АДФ [424, 423]. Возникают затруднения в вос​становлении метгемоглобина вследствие угнетения мет-гемоглобинредуктазной системы [424, 423, 228, 563]. Наблюдается рост потребления кислорода старой клет​кой, который идет преимущественно на сжигание фос-фолипидов [423]. Подтверждением этого является факт падения содержания фосфолипидов в старых эритроци​тах [477]. Это вызывает нарушение упорядоченной структуры мембраны эритроцита, а следовательно, и из​менение ионного транспорта, который является актив​ным процессом и зависит, с одной стороны, от состояния мембраны эритроцита, а с другой,— от производства энергии в  клетке  [476]. Производство же энергии за-
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Таблица  20 Биохимические сдвиги в стареющем эритроците
	Показатель
	Изменение по мере ста​рения эритроцита
	Автор

	Фосфогексоизомераза
	снижение активности
	[434]

	Альдолаза
	медленное снижение
	[424;  423]

	Триозоизомераза
	постепенное снижение
	То же

	Глицеральдегидфосфатде-
	резкое падение актив-
	»

	гидрогеназа
	ности
	

	З-фосфоглицерат-1 -киназа
	медленное снижение
	»

	Энолаза
	то же
	»

	Пируваткиназа
	»
	»

	Лактатдегидрогеназа
	»          '
	»

	
	нет изменений
	[564]

	
	два пика активности
	

	
	(в старых и молодых
	

	
	клетках)
	[418]

	L-a-глицерофосфатдегид-
ППГРНЯЧЭ
	снижение активности
	[423]

	puiCnaJa
Изоцитратде гидрогеназа
	активность падает
	То же

	Сукцинатдегидрогеназа
	»
	»

	Малатдегидрогеназа
	»
	»

	Глюкозо-6-фосфатдегидро-
	резкое падение актив-
	[424,434, 423, 431,

	геназа
	ности
	432, 322, 250,

	
	
	323, 270]

	б-фосфоглюконатдегидро-
	постепенное снижение
	[434, 432, 431,

	геназа
	
	435]

	Пуриннуклеозидфосфори-
	постепенное снижение
	[434, 432]

	лаза
	
	

	Глютамико-щавелевоук-
	активность снижается
	[564]

	сусная трансаминаза
	два пика активности
	

	
	(в старых и молодых
	

	
	клетках)
	[418, 505]

	Холинэстераза
	снижение активности
	[479]

	Катала за
	повышение активности
	[505]

	Метгемоглобинредуктаз -
	медленное снижение
	[424, 423, 228]

	ная система
	
	

	Метгемоглобин
	накапливается
	[563]

	Содержание восстановлен-
	не изменяется
	[455, 505]

	ного глютатиона
	
	

	Липиды (особенно фосфо-липиды) Фосфор
	содержание падает
	[477]

	
	содержание падает
	[382]

	Содержание: НАДФ
	уменьшается
	[423]

	НАД
	то же
	[424, 423]

	НАД — Н2
	»
	[563]

	АТФ
	»
	[424, 423]

	АДФ
	»
	[424, 423]

	АМФ
	»
	[423]

	Содержание калия
	снижается
	[477, 374, 382]

	
	возрастает
	[275]
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Продолжение табл. 20
Показатель

Изменение по мере ста​рения эритроцита

Автор
Содержание натрия Включение:   Fe59
S35
Na24, К42 Сг51

возрастает
снижается
в молодые клетки

[477, 275]
[374, 382]
[361, 256, 493, 433]
[418]
[374]
[523]
труднено вследствие снижения активности некоторых ферментов гликолиза.
Однако вопрос о том, каково отношение АТФ эритро​цита к процессу его старения и может ли АТФ опреде​лять длительность жизни эритроцита, еще не совсем ясен. Добавление нуклеозидов к взвеси эритроцитов увеличивает их осмотическую стойкость [370, 406, 43]. При этом также повышается уровень АТФ в клетках. Наиболее эффективным в этом отношении оказалось применение смеси инозина и аденина [459, 327]. Эти факты могут свидетельствовать о сохранении в эритроци​те конечных стадий биосинтеза АТФ и об использова​нии для этих целей нуклеозидов при участии пентозо-фосфатного пути. При-этом молекула инозина, например, расщепляется на пурин и рибозо-1 -фосфат [423]. Рибо-зо-1-фосфат превращается в рибозо-5-фосфат, а послед​ний легко преобразуется в гексозофосфат и триозофос-фат, которые в свою очередь используются далее, приво​дя к образованию АТФ [267]. Таким путем, вероятно, и происходит восстановление энергетического потенциала старых клеток при добавлении к среде аденозина или инозина. Однако некоторые авторы считают, что содер​жание АТФ не влияет на продолжительность жизни эри​троцитов [540].
По другим данным, осмотическую стойкость эритро​цитов определяют фосфолипиды [23, 519, 38]. Хотя роль пентозофосфатного пути (как главного источника НАДФ—Нг) в синтезе липидов велика [335, 321], однако поддержание определенного количества фосфолипидов в мембране эритроцита зависит также и от внутриклеточ​ной концентрации АТФ [519].
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Вероятно, участие пентозофосфатного пути в под​держании целостности эритроцита более всего проявля​ется благодаря сохранению тиоловых групп различных важнейших белков й других соединений [455, 506, 399, 560].
Изменения реакций пентозофосфатного пути при старении эритроцитов
Важная роль пентозофосфатного пути во многих ре* акциях биосинтеза в клетке побудила нас провести ис​следование активности некоторых ферментов этой мета​болической системы при старении эритроцита. Мы изучали активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, 6-фосфоглюконатдегидрогеназы и транскетолазы [163]. Эритроциты разделялись на фракции, соответствующие возрасту клеток, методом серийного осмотического ге​молиза [523], суть которого заключается в том, что об​разец эритроцитов подвергается последовательному воз​действию ряда гипотонических растворов хлористого натрия убывающей концентрации. Для получения эри​троцитов использовались зрелые (10—12 месяцев) и ста​рые (24—26 месяцев) крысы.
Изменения возрастного состава популяции эритроци​тов при старении животных оценивались по особенно​стям кинетики гемолиза. Считается, что количество гемо​глобина, синтезированного ретикулоцитом, не изменяет​ся в течение всей дальнейшей жизни эритроцитов [275, 472, 255]. Подтверждением этому могут служить наши данные (рис. 17) об одинаковом уровне железа во всех гемолитических фракциях эритроцитов. Попутно можно отметить, что содержание цинка в отличие от железа зна​чительно колебалось в зависимости от возраста клеток. В клетках промежуточного возраста по сравнению с мо​лодыми клетками уровень цинка был несколько снижен​ным. В старых клетках наблюдается резкий подъем со​держания данного металла.
Следовательно, количество гемоглобина соответству​ет количеству эритроцитов. Зная общее содержание ге​моглобина в образце эритроцитов, подвергнутых разде​лению, и содержание гемоглобина в каждой из фракций, можно вычислить для каждой фракции количество раз​рушенных клеток в процентах от их общего числа в ис​ходном образце.
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Существует" два способа графического изображения гемолитического процесса [539]. По первому способу на график против каждой концентрации солевого раствора наносится сумма процентов клеток, которые гемолизи-ровали в данном растворе и во всех предыдущих. На графике получается сигмоидная кривая. При втором спо​собе против каждой данной концентрации наносится про​цент клеток, гемолизировавших только в данном раство-
3    5    7
9
Номера   фракций
0,7

0,6      0,5       ОА      0,3       0,2 Концентрация NaCL,%

0,1
Рис. 17. Содержание    железа и цинка    в    гемолитических фракциях эритроцитов кролика:  / — железо, 2 — цинк
ре, то есть так называемое «гемолитическое прираще​ние». При этом гемолитический процесс изображается в виде одновершинной (в норме) кривой, напоминающей гауссовскую вариационную кривую.
На рис. 18 представлены оба типа кривых, получен​ных в наших опытах на эритроцитах как зрелых, так и старых крыс. Для анализа различий гемолитического процесса, связанных с возрастом организма, мы приме​нили пять основных критериев, предложенных в работе [539]: 1) концентрация раствора, в котором начинается гемолиз. По данному критерию сравнить эритроциты зрелых и старых крыс нельзя, так как в нашем случае для получения первой фракции был взят солевой раствор с концентрацией 0,56%, с тем чтобы получить концен​трацию гемолизата, достаточную для дальнейших био-
127
химических исследований; 2) концентрация раствора, в котором гемолизируют 90% клеток. У зрелых крыс это был раствор с концентрацией 0,30, у старых—0,34; 3) раствор, в котором гемолизирует половина клеток. Этот раствор определяется как указывающий на «сред-
I во 1
0,6

г з t     5
Номера учащий t
0,5        0,4        0,3       0,2       0,1 Концентрация  No CI, %
Рис. 18. Кинетика серийного  осмотического гемолиза эритроцитов 1,2 — зрелых и 3, 4— старых крыс
нюю хрупкость клеток». В наших опытах 50% гемолиза наблюдались у зрелых крыс в растворе с концентрацией 0,37, у старых —0,42; 4) ширина кривой — величина, на которую различаются концентрации солевых растворов, в которых происходит 90—95% гемолиза. Для эритро​цитов зрелых крыс эта величина была равна 0,31, у ста-
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рых животных — 0,16%; 5) высота самого большого ге​молитического приращения у зрелых крыс составила 55,5% клеток. Это происходило в 0,32%'- ном солевом растворе. У старых крыс самое большое гемолитическое приращение наблюдалось в 0,40% -ном растворе и было равно 38,8% всей клеточной популяции.
Как видно из рисунка, популяция эритроцитов зре​лых крыс значительно отличается по качественному со​ставу от популяции красных клеток старых животных. Большинство эритроцитов зрелых крыс гемолизировали в растворах с меньшей концентрацией хлористого нат​рия, а следовательно, с большей осмотической силой. Это может свидетельствовать лишь о том, что в составе эритроцитов зрелых крыс находится больше осмотически стойких клеток, чем у старых. Наиболее отчетливо по​старение популяции эритроцитов старых крыс можно видеть, по ширине кривой гемолиза. Она показывает, что у старых животных основную часть популяции эритро​цитов составляют клетки пониженной стойкости, причем диапазон изменения стойкости этой группы клеток не-, велик.
И. И. Гительзон и сотрудники [44], исследуя кровь новорожденных детей, а также крыс, кошек и сусликов методом кислотных эритрограмм, показали, что по мере созревания кроветворного аппарата стойкость продуци​руемых им эритроцитов снижается. А. И. Воробьев тем же Методом установил постарение популяции эритроци​тов у людей в возрасте 59—73 лет по сравнению с груп​пой 27—50 лет [39].
Возможно, явление постарения состава эритроцитов объясняется ослаблением в старости эритроцитолитиче-ской функции ретикулоэндотелия [39, 37]. Если это верно, то у старого животного должна увеличиться дли​тельность жизни эритроцитов, либо по типу обратной связи должна снизиться продукция эритроцитов в костном мозге. Однако, применяя радиоактивный хром, не удалось установить различий в продолжительности жизни эритроцитов у людей 18—25 и старше 80 лет [572]. Что касается кроветворной функции костного мозга, то можно ожидать ее снижение с возрастом животного, ибо еще в период зрелости наблюдается прогрессивная жировая инфильтрация костного мозга, достигающая высшей степени    в   старческом    возрасте
9. Зик. 578
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[312]. Дифференциальный подсчет по группам ретику-лоцитов костного мозга у собак 6 лет и старше выявля​ет некоторую задержку регенерации красной крови Щ
Одной из возможных причин постарения популяции эритроцитов старых крыс может быть также быстрое снижение стойкости вновь образованных эритроцитов, что, вероятно, связано с дефектами их мембран или с несовершенством ферментативных систем, ответствен​ных за сохранение целостности клетки.
Электронномикроскопическое исследование эритро​цитов домашних животных показало, что молодые эри​троциты имеют гранулярную мембрану с большими концентрическими складками [298]. Старые эритроци​ты более гладкие и почти не имеют складок. Можно полагать, что у старых животных вновь образованные эритроциты быстрее теряют гранулярную структуру мембран, становятся более гладкими и истонченными, лишенными компонентов, определяющих их. стойкость. Возможно, это липиды, легко обменивающиеся с липи-дами плазмы, как считают М. Д. Бриллиант и А. И. Воробьев [23].
В табл. 21 приведены результаты определения актив​ности ферментов пентозофосфатного пути в гемолитиче​ских фракциях эритроцитов зрелых и старых крыс. Прежде всего следует отметить, что возраст животных не оказывал влияния на активность обеих дегидрогеназ ни в цельном гемолизате, ни в аналогичных гемолитиче​ских фракциях. Только во фракции 6, представляющей наиболее молодые эритроциты, наблюдалась тенденция к повышению активности глюкозо-6-фосфатдегидроге-назы на 17% у старых крыс.
В пределах одной популяции эритроцитов как зре​лых, так и старых крыс самая высокая активность де​гидрогеназ установлена в наиболее стойких, молодых эритроцитах (фракция 6). Затем во фракции 5 актив​ность ферментов резко снижалась. Величина снижения активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы в этой фракции у зрелых крыс составила 26, у старых — 34%. В остальных фракциях, включая фракцию 1, которая представляет самые хрупкие, старые клетки, дальней​шее снижение активности глюкозо-6-фосфатдегидроге-назы было менее значительным.   Активность   этого фер-
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Таблица  21
Возрастные изменения активности дегидрогеназ глюкозо-6-фосфата и 6-фосфоглюконата и транскетолазы в гемолитических фракциях эритроцитов крыс
Фракция
Г люкозо-6-фосфатдегидрогеназа
1 25,6±2,0*
24,2±0,9*
2 22,9±2,2*
23,4±1,3*
3 20,5±1,4*
23,4+1,2*
4 21,8±1,0*
22,5±1,4*
5 24,7± 1.3*
25,7±1 9*
6 33,3±1,6
39,0±2,9
Цельный  гемолизат        27,4±1,6
29,4±1,4
6-фосфоглюконатдегидрогеназа
1
2 3 4 5 6 Цельный  гемолизат

25,0±2,6
22,6±2,6
19,9±2,5*
21,9±3,1
24,7±3,1
32,7±4,3
24,5±2,4

22,8 ±1,0*
21,2±1,5*
20,7±1,6*
23,5±1,7*
23,1±1,7*
30,9±1,9
26,6±1,7
Т ранскетолаза
1 2 3 4 5 6 Цельный гемолизат

78,9±4,3
67,0±4,2
48,3±2,9*
47.9±2,6*
43,3±2,1*
65,2±5,5
47,6±2,8

58,0±7,2
41,8±5,6*
27,7±2,3*
27,0±1,4*
24,7±1,5*
58,5±3,8
33,2 + 3,1

<0,05
<0 01
<0,001
<0,001
<0,001
>0,1
<0,01
Примечание. Активность дегидрогеназ выражена в ДЕ600/г гемоглобина/лш«, транскетолазы — в мкМ С-7-Ф/г гемоглобина/час; звездочкой помечено достоверное различие по сравнению с фракцией 6 при р < 0,05-
мента во фракциях 1—4 у зрелых крыс составляла 61— 76% величины активности фракции 6, а у старых крыс — 58—62%.
Активность 6-фосфоглюконатдегидрогеназы изме​нялась при старении эритроцитов почти так же, как и активность     глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы.   Во фрак-
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ции 5 происходило резкое падение активности, причем у зрелых и старых крыс величина снижения была оди​наковой (24—25%). В остальных фракциях активность 6-фосфоглюконатдегидрогеназы у зрелых животных колебалась в пределах 61—76% величины активности фракции 6, а у старых крыс в пределах 67—74%.
Следует заметить, что величины активности обоих окислительных ферментов во фракциях 1—5 достоверно отличались от активности фракции 6. Исключение со​ставляет активность 6-фосфоглюконатдегидрогеназы во фракциях 1, 2 и 4, 5. Однако недостоверность разницы в активности 6-фосфоглюконатдегидрогеназы между эти​ми фракциями и фракцией 6 могла возникнуть только из-за несколько более широкого размаха варьирования величин активности во фракции 6 и не имеет отношения к самой сути биологического процесса.
В литературе, посвященной биохимическим аспектам старения клеток, имеется ряд работ, результаты кото​рых (см. табл. 20) также свидетельствуют о снижении Активности дегидрогеназ пентозофосфатного пути по мере старения эритроцитов. Однако процессы старения красных клеток рассматривались в этих работах без учета возраста организма.
Транскетолаза в отличие от дегидрогеназ достовер​но снижала свою активность при старении организма как в цельном гемолизате, так и во. всех гемолитических фракциях эритроцитов, за исключением фракции 6, представляющей самые молодые клетки. Величины сни​жения активности в разных фракциях были различны. Наиболее значительное уменьшение активности транс​кетолазы у старых животных по сравнению со зрелыми произошло во фракциях 3, 4, 5 (на 43, 44 и 43% соответ​ственно). На 27% снизилась активность транскетолазы во фракции 1 и на 38% во фракции 2. В цельном гемо​лизате эритроцитов старых крыс активность этого фер​мента уменьшилась на 30%.
В пределах одной популяции эритроцитов как зре​лых, так и старых крыс происходило резкое снижение активности транскетолазы во фракции 5 по сравнению с фракцией 6 (на 34% у зрелых крыс и на 58% у старых). Однако в дальнейшем по мере старения эритроцитов активность транскетолазы в них постепенно нарастала и во фракции 1 достигла уровня активности фракции 6.
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Это увеличение наблюдалось в старых эритроцитах как зрелых, так и старых крыс.
В доступной литературе сведений об изменении активности транскетолазы при старении эритроцитов обнаружить не удалось, за исключением работы В. Б. Спиричева и В. А. Исаевой, в которой показано, что ретикулоциты по активности транскетолазы превосхо​дят зрелые эритроциты [190]. Еще более высокая активность транскетолазы обнаружена этими авторами в клетках костного мозга.
Следует согласиться с мнением, что активность окис​лительных ферментов пентозофосфатного пути может быть важным фактором в поддержании структурной целостности эритроцитов [435]. В самом деле, представ​ленные в этой главе результаты показывают, что рас​пределение эритроцитов по осмотической стойкости, которую можно считать суммарным показателем жизне​деятельности клетки, соответствовало их распределению по активности дегидрогеназ пентозофосфатного пути. Этим, вероятно, и можно объяснить высокую активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы и 6-фосфоглюконат-дегидрогеназы в наиболее стойких, молодых эритро​цитах.
Повышенная активность транскетолазы в этот пери​од жизни клетки, вероятно, требуется для утилизации пентоз, возникающих при разрушении ядерных струк​тур. Однако увеличение активности транскетолазы в старых эритроцитах до уровня активности молодых клеток не совсем понятно. Некоторые авторы считают, что среди молодых эритроцитов есть группа клеток с не​нормально повышенной хрупкостью, вероятно, механи​ческой [523, 418]. При фракционировании эритроцитов эта группа клеток попадает во фракцию старых эритро​цитов, что и является причиной повышения активности некоторых ферментов во фракции старых эритроцитов. Если это так, то активность дегидрогеназ во фракции старых эритроцитов также должна была повыситься. Однако в действительности этого не происходит.
В связи с тем, что удельная активность транскето​лазы молодых и старых эритроцитов достаточно высо​ка, казалось интересным оценить вклад каждой фрак​ции в общую активность цельной популяции эритроци​тов.     На    рис.     19    показана    активность    ферментов,
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Рис. 19. Активность ферментов пентозофосфатного   пути в каждой гемолитической фракции эритроцитов зрелых (светлые столбики)  и старых  (заштрихованные столбики)   крыс, рассчитанная на весь   гемоглобин   фракции
рассчитанная на весь гемоглобин, содержащийся в каждой фракции. Несмотря на высокую удельную активность транскетолазы в первой фракции (старые клетки), общая ферментативная активность' этой фрак​ции в общей активности цельной популяции эритроцитов занимает ничтожное место, в то время как во фракции молодых клеток она представляла значительную вели​чину. Однако основная доля активности исследованных ферментов (в том числе и дегидрогеназ) приходилась у зрелых крыс на фракции 4, 5 и 6, а у старых животных— на фракции 3, 4 и 5, что может быть связано с явлением постарения популяции эритроцитов у старых животных. В связи с тем, что активность окислительных и не​окислительных ферментов пентозофосфатного пути с возрастом клетки изменяется неодинаково, представля​лось интересным произвести оценку соотношения окис​лительного и неокислительного этапов в процессе старе​ния эритроцитов. В табл. 22 приведены результаты этих расчетов с использованием удельных активностей глю-козо-6-фосфатдегидрогеназы и транскетолазы. Оказа​лось, что как в цельном гемолизате, так и в отдельных фракциях эритроцитов имеет место относительное повы​шение активности окислительных реакций при старении организма. Это повышение особенно ярко*выражено в клетках промежуточного возраста. Следует еще раз от​метить, что аналогичные изменения    этого соотношения
Таблица  22
Отношение активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы
к активности транскетолазы в гемолитических фракциях
эритроцитов зрелых и старых крыс
	
	Соотношение активностей
	Относительное повы-

	
	
	у крыс
	шение активности

	Фракция
	
	
	окислительной реак-

	
	зрелых
	
	старых
	ции у старых крыс, %

	1
	0,32
	
	0,42
	31

	2
	0,34
	
	0,56
	65

	3
	0,42
	
	0,85
	102

	4
	0,46
	
	0,83
	80

	5
	0,57
	
	1,04
	83

	6
	0,51
	
	0,67
	31

	Цельный  гемолизат
	0,58
	
	0,89
	54


135
обнаружены нами в скелетных мышцах, сердце и печени крыс   [117].
По-иному изменяется соотношение окислительного и неокислительного этапов пентозофосфатного пути в про​цессе старения клетки. В молодых эритроцитах как будто преобладает активность неокислительного этапа. С воз​растом клеток это отношение увеличивается в пользу относительной активации окислительных реакций. В дальнейшем по мере старения эритроцитов коэффи​циент постепенно уменьшается ниже уровня молодых клеток (преобладание неокислительной фазы). Следует отметить, что у зрелых и старых животных соотношение этапов пентозофосфатного пути изменялось аналогич​ным образом. Пожалуй, только у старых крыс эти изме​нения были более четко выражены.
Относительное повышение в эритроцитах активности окислительного этапа пентозофосфатного пути при ста​рении организма, вероятно, можно связать с повышенным расходом НАДФ—Н2 для восстановления метгемогло-бина в гемоглобин, тем более, что в эритроцитах пенто-зофосфатный путь является фактически единственным источником этого пиридиннуклеотида, так как другая НАДФ—Нг-синтезирующая система—цикл трикарбо-новых кислот — в зрелом эритроците практически не функционирует [302, 476]. Возможно также участие НАДФ—Н2 в поддержании структурной целостности мембран эритроцитов, так как некоторые авторы [344] обнаружили, что в зрелых эритроцитах происходит био​синтез фосфатидилэтаноламина — важного структурно​го компонента мембран.
Таким образом, на примере ферментов пентозофос​фатного пути видно, что, изменения их активности при старении организма не совпадают с изменениями при старении клеток. В самом деле, если в цельном гемоли-зате эритроцитов старых крыс активность дегидрогеназ не изменилась, а активность транскетолазы снизилась, то по мере старения эритроцита наблюдаются снижение активности дегидрогеназ и двухфазный характер изме​нений активности транскетолазы, выражающийся в сни​жении активности в клетках промежуточного возраста, а затем в ее увеличении в старых эритроцитах.
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Хотя эритроциты не могут представлять все сомати​ческие клетки в связи с утратой ядра и упрощением ме​таболизма, тем не менее полученные на эритроцитах данные лишний рггз показывают необходимость прове​дения исследований процесса старения не только на тка​невом, но и на клеточном уровне. Совершенно справед​ливо замечание [248], что классические методы опре​деления активностей позволяют измерить только сред​нюю активность большой группы клеток, при этом мы не знаем, изменяется ли одинаково активность всех' клеток или изменения происходят только в какой-то фракции идентичных клеток.
Можно предположить, что биологическая роль воз​растных изменений ферментов в клетках заключается в том, что снижение активности одних ферментов и увели​чение активности других открывает возможность уста​новления нового уровня регуляции биохимических про​цессов в стареющем организме и способствует сохране​нию гомеостазиса в условиях гибели большого числа функционирующих клеток.
VIII
ГЛАВА
ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЙ  ПОТЕНЦИАЛ ТКАНЕЙ ПРИ  СТАРЕНИИ
Напомним, что интегральным показателем, характери​зующим соотношение энергообразующих и энергопо​требляющих систем в клетке, является фосфатный по​тенциал, количественно выражающийся отношением концентраций АТФ к АДФ и неорганического фосфата. Отдельным компонентам фосфатного потенциала при​надлежит важная роль в регуляции внутриклеточного метаболизма. В основе их регулирующего эффекта ле​жат два различных по своей природе механизма: изо-стерический и аллостерический.
Не менее важным показателем состояния энергети​ческого обмена может служить и уровень окисленных и восстановленных никотинамидных коферментов, которые наряду с аденозинфосфатами и неорганическим фосфа​том способны контролировать интенсивность метаболиз​ма в клетке.
Каким же образом изменяется величина энергетиче​ского потенциала в процессе старения? В табл. 23 приве​дены результаты, полученные В. В. Фролькисом, Л. Н. Богацкой и Е. В. Эпштейном [197], а также собственные данные [156], которые характеризуют возрастные сдви​ги в содержании макроэргических соединений и неорга​нического фосфата в некоторых тканях белых крыс. Из таблицы видно, что в тканях стареющего организма снижается запас энергии, аккумулирующейся в химичес​ких связях АТФ и креатинфосфата. Характерно, что при этом одновременно происходит повышение уровня АДФ (в частности, в ткани сердца) и неорганического фосфа​та, то есть при старении не наблюдается снижения сум-
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Таблица  23
Содержание макроэргических соединений в некоторых тканях крыс различного возраста
Возраст, мес.

Креатинфосфат

АТФ

АДФ

Н еорганический фосфат
Скелетная мышца (мг% на сырую ткань)
4,4
7,54
3,9
0,5
8—10
30—32
0,5
8—10
30—32


5,3
14,7
8,5
21,1 37,7 28,5
Сердце (мг% на сырую ткань)
17,3
19,86
16.4



	58
	,8

	35
	,3

	32
	,9

	23,
	5

	22,
	45

	34,
	2


Сердце (мкМ на 1 г сырой ткани)
1 — 1,5 8—12 28—32

1,0
1,34
1,03

1,69 1,57 1,98
Скелетная мышца (мг% на сырую ткань)
6—8 24—26

6,3 5,0

•20,5 19,5

31,5 36,5
Печень (мг% на сырую ткань)
6—8 24—26

5,6 2,65

9,2 16.3
мы компонентов фосфатного потенциала, а изменяется лишь их соотношение.
Повышение содержания в тканях старых животных продуктов реакций дефосфорилирования позволяет предположить, что одной из причин снижения уровня макроэргических соединений в старости является повы​шенное расходование энергии в эндэргонических реак​циях. С этим предположением согласуются данные о по​вышении АТФ-азной активности некоторых структурных элементов клетки и отдельных изолированных белков в процессе старения.
Интересные опыты были выполнены В. В. Фрольки-сом и сотрудниками [197, 198, 221—223, 16] по изучению
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возрастных особенностей обмена макроэргических со​единений в мышцах и сердце крыс. Для этого использо​вался радиоактивный фосфат. Оказалось, что у старых животных повышается удельная активность АТФ и креатинфосфата в мышцах, но снижается в сердце. По​лученные данные трактуются как результат повышенной проницаемости фосфата в клетки старых животных при одновременном снижении интенсивности синтеза АТФ и креатинфосфата, хотя в различных тканях такие изме​нения происходят по-разному.
Возрастные особенности содержания никотинамид-ных коферментов были исследованы А. Я. Розановым и сотрудниками [166], Л. Н. Богацкой [17] и Г. И. Солом-ко [188] (табл. 24—26). Несмотря на некоторую орган​ную специфичность возрастной динамики уровня окис​ленных и восстановленных пиридиннуклеотидов, а так​же различия в абсолютном   возрасте  животных, все же
Таблица  24
.Содержание никотинамидных коферментов (мкг/г ткани) в тканях крыс [166]
	
	Возраст, мес.

	
	2
	24
	2
	24
	2
	24

	Ткань
	
	
	
	
	
	

	
	НАД+НАДФ
	НАД - Н, + +НАДФ-Н,
	сумма

	Печень
	227
	229
	123
	210
	348
	509

	Скелетная мышца
	176
	249
	37
	72
	213
	322

	Оболочка тонкого кишечника
	121
	109
	42
	63'
	164
	172

	Почки
	308
	332
	102
	131
	410
	462

	Головной мозг
	141
	134
	53
	60
	196
	192

	Сердце
	250
	273
	85
	105
	335
	378


Таблица  25
Содержание никотинамидных коферментов (мкг/г ткани) в сердце крыс различного возраста [17]
	Возраст, мес.
	НАД + НАДО
	НАД-Н,+НАДФ-Нг
	Сумма

	1 8—12 28—32
	342,7 290,3 295,9
	208,8 164,9 215,2
	551,5 455,5 511,2
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Таблица   26 Содержание НАД в печени и крови крыс (188]
	
	НАД в крови, мкг/мл
	Печень,  мкг/г ткани

	Еозраст, мес.
	
	НАД
	НАД-Н,
	НАД + НАД - Н,

	7 26
	55,1 42,4
	308,4
299,2
	95,6 113,0
	404,0 412,2


можно констатировать, что в процессе старения содер​жание этих компонентов либо не изменяется, либо даже возрастает. Характерно, что такое положение обуслов​лено в первую очередь значительным повышением вос​становленных НАД и НАДФ. Такое явление наблюда​ется практически во всех исследованных тканях.
Повышение уровня восстановленных никотинамид-ных коферментов в тканях старых животных мы склон​ны объяснить увеличением в этот возрастной период ак​тивности некоторых окислительных ферментов и в пер​вую очередь активацией окислительных реакций пенто-зофосфатного пути обмена углеводов.
Таким образом, при общей оценке изменений с воз​растом интегральных показателей энергетического об​мена вырисовывается весьма любопытная картина: на​ряду со снижением запасов энергии, аккумулированной в молекулах АТФ и креатинфосфата, одновременно про​исходит ее накопление в виде восстановленных форм никотинамидных коферментов.
IX
ГЛАВА
ОСОБЕННОСТИ ОБЕСПЕЧЕННОСТИ СТАРЕЮЩЕГО ОРГАНИЗМА ВИТАМИНАМИ
Необходимость рассмотрения в данной работе вопроса об обеспеченности старого организма витаминами была в первую очередь продиктована тем, что коферментные формы многих витаминов являются кофакторами фер​ментов, катализирующих отдельные реакции энергети​ческого обмена. Вполне понятно, что четкие представле​ния о возрастных изменениях уровня витаминов в орга​низме будут способствовать объективному пониманию перестройки внутриклеточного метаболизма при старе​нии. Однако данная проблема имеет весьма существен- -ный и другой аспект. В последние годы значительное распространение в геронтологической и гериатрической практике получили различные поливитаминные препа​раты, включающие иногда более десяти витаминов. При​менение таких препаратов основывается на убеждении, что в процессе старения развивается поливитаминная не​достаточность.
Многочисленные клинические наблюдения убедитель​но демонстрируют положительный эффект витамино​терапии на субъективные и объективные показатели со​стояния функциональных систем у лиц пожилого и стар​ческого возраста. Положительный эффект от применения витаминов показан и в опытах на экспериментальных животных. Более того, исследования выявили способ​ность витаминов увеличивать среднюю продолжитель​ность жизни животных. Тем не менее, как справедливо отмечает Д. Ф. Чеботарев: «Широта применения витами​нов в лечении пожилых и старых людей совершенно не соответствует уровню наших знаний о механизме их дей-
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ствия на организм. Это обусловливает определенный эмпиризм в проведении витаминотерапии в гериатриче​ской практике. Необходимы дальнейшее углубленное изучение воздействия витаминов на стареющий организм, глубокие биохимические исследования» [208].
Основным нерешенным вопросом в данной пробле​ме является заключение многих авторов о том, что бла​гоприятный эффект поливитаминных препаратов осно​вывается на заместительной терапии, на восполнении якобы существующего полигиповитаминоза в старом возрасте. Последнее заключение представляется чрез​вычайно важным, поскольку явление поливитаминной не​достаточности в старом возрасте, если под этим пони​мать ненасыщенность специфических ферментных систем коферментными формами витаминов, должно быть отне​сено к категории общебиологических закономерностей, характеризующих природу процесса старения.
Существует еще один момент, который не должен выпадать из поля зрения при обсуждении проблемы «витамины и старение»: в литературе неоднократно появляются сообщения о неблагоприятных, а иногда даже трагических последствиях от применения витами​нов в лечебных целях.
Вышеизложенное делает обоснованной попытку об​суждения вопроса об обеспеченности организма витами​нами в старом возрасте/ Здесь не представляется воз​можным детально рассмотреть различные аспекты этой проблемы для всех или большинства витаминов. По​этому ниже более подробно будут обсуждены возрастные особенности обмена лишь одного витамина—тиамина, с тем чтобы на конкретном примере продемонстрировать определенное несовершенство наших представлений по ряду вопросов.
Значение тиамина в регуляции обменных процессов
Несмотря на сравнительно большое число производ​ных тиамина, которые обнаруживаются в различных ор​ганах и тканях, пока трудно представить значение каж​дого из них в метаболических процессах, а также пути их образования    в клетке.    Исключение    составляет   лишь
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ТДФ, коферментные функции которого многократно под​вергались самому тщательному экспериментальному исследованию и служили предметом многих дискуссий и обсуждений.
Исчерпывающий обзор современных представлений о каталитических функциях ТДФ сделан в монографии Ю. М. Островского [136].
Основные реакции, в катализе которых принимает участие ТДФ, следующие.
1. Окислительное декарбоксилирование а-кетокис-лот. Молекулярные механизмы окислительного декарбо-ксилирования пирувата и а-кетоглютарата достаточно полно изучены группой Рида [486, 396, 356] и С. Е. Се​вериным и сотрудниками [45, 50] как в бактериальных клетках, так и в тканях высших животных. Установлено, что полное превращение пирувата до COg и ацетил-КоА осуществляется через ряд промежуточных реакций, ко​торые катализируются сложным мультиэнзимным комп​лексом с молекулярным весом около 5 млн. Пируватде-гидрогеназный комплекс состоит из трех компонентов: пируватдекарбоксилазы, содержащей в качестве кофак​тора ТДФ, дигидролипоилтрансацетилазы, содержа​щей липоевую кислоту, и флавопротеиддигидролипоил-дегидрогеназы. В состав комплекса дегидрогеназы а-ке​тоглютарата входят: а-кетоглютаратдекарбоксилаза, дигидролипоилтранссукцинилаза и дигидролипоилдегид-рогеназа.
Из отдельных ферментов можно реконструировать мультиэнзим, обладающий всеми свойствами нативного препарата. На основе анализа биохимических и элект-ронномикроскопических данных определены1 параметры и симметрия этих комплексов. Рид [486] предложил следующую пространственную структуру комплекса пируватдегидрогеназы: центр комплекса образуют рас​положенные в вершинах куба 8 молекул дигидролипоил​трансацетилазы, на ребрах куба расположены 12 моле​кул пируватдекарбоксилазы, а на гранях куба — 6 моле​кул дигидролипоилдег-идрогёназы.
Последовательность реакций, которые катализиру​ются пируватдегидрогеназой, может быть изображена в следующем виде:
Пируват + ТДФ ->■ СОа + ТДФ-ацетальдегид

(16).
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ТДф-ацетальдегид + ЛПК

 '

-ТДФ + ЛПК-SH S—С=0
сн,

(17).
ЛПК—SH+HS—KoA- ацетил~КоА+ЛПК


\
/SH
SH

(18).
CH3
Ацетил~КоА-|-Рн-»-ацетил~фосфат+Н8—KoA Ацетил~фосфат+АДФ-+СН3СООН+АТФ
(19). (20).
-f ФАД^ЛПК< | +ФАД-Н \с
ЛПК^     +ФАД^ЛПК^ I +ФАД-Н,
(21).
ФАД-На+НАД+НАД-Н2+ФАД
(22).
Такая последовательность реакций предложена Ридом для бактериальных систем. В митохондриях животных клеток протекают аналогичные реакции, за исключением этапов, связанных с образованием АТФ, поскольку в этих клетках ацетил-КоА используется непосредствен​но в конденсирующей реакции со ЩУК.
2.
Транскетолазная реакция. Транскетолаза функци​
онирует в неокислительном этапе пентозофосфатногопути
обмена углеводов, где она является лимитирующим зве​
ном [269]. С участием  транскетолазы  совершаются две
реакции:
Ксилулозо-5-фосфат-}-рибозо-5-фосфат->3-ФГА+С-7-Ф        (23). Ксилулозо-5-фосфат-{-эритрозо-4-фосфат->-3-ФГА+Фр-6-Ф    (24).
Свойства очищенной транскетолазы были исследова​ны многими авторами [483, 299, 85, 86 и др.]. Транскето​лаза не обладает строгой субстратной специфичностью. Для нее известно несколько доноров и акцепторов двух-углеродных остатков. Апофермент очень прочно связан с ТДФ [483]. В образовании этой связи принимает уча​стие пирофосфатная группа молекулы ТДФ [85].
3.
Окислительное     декарбоксилирование     *у-окси-а-
кетоглютаровой кислоты. Эта ферментная система обна​
ружена в ряде животных   и растительных тканей [470].
10. Зак. 578
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Специфическими кофакторами реакции являются ТДФ,. НАД и КоА. Она участвует в модифицированном три-карбоновом цикле, который назван глиоксилатным. Ис​точником ^-окси-а-кетоглютаровой кислоты может быть оксипролин, который превращается в ^-оксиглютамино-вую кислоту. При переаминировании последней образу​ется у*окси"а"кетоглютаРат- Другим ее источником является продукт реакции конденсации пирувата с глиок-силовой кислотой. Механизм декарбоксилирования у-окси-а-кетоглютаровой кислоты, по-видимому, схож с та​ковым для пирувата и а-кетоглютарата. Однако катализ-реакции осуществляется самостоятельным ферментным комплексом, который отличается оптимумом рН и чув​ствительностью к замораживанию и оттаиванию мито​хондрий. В результате реакции образуются малат иСО2.
Известно еще несколько реакций, катализируемых ТДФ: простое декарбоксилирование, образование аце-тоина, фосфорокластическое расщепление кетосахаров,. играющих, однако, маловажное значение в обменных процессах (во всяком случае, у высших животных).
По-видимому, вышеназванные реакции не единст​венный путь регулирующего влияния витамина Bi на обменные процессы. Обнаружение в тканях большого-числа естественных метаболитов тиамина с самыми различными активными группами в их молекуле позво​ляет предполагать наличие иных путей вмешательства тиамина в течение внутриклеточных биохимических про​цессов.
Производные тиамина, определяемые в тканях в зна​чительных количествах, условно можно разделить на две группы: 1) фосфорилированные производные (тиамин-моно-, ди- и трифосфаты) и 2) производные, образую​щиеся в результате окислительно-восстановительных превращений тиамина (тиаминдисульфид, тиохром и др.).
Обмен тиаминфосфатов тесным образом сопряжен с общим энергетическим обменом клетки и в первую оче​редь с системой окислительного фосфорилирования. Причем эта связь определяется не только тем, что АТФ является источником пирофосфатной группы при фос-форилированин тиамина до ТДФ в тиаминкиназной реакции. Изменение структурных и функциональных па-
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раметров митохондрий при остром окситиаминовом Вг авитаминозе [139, Д40, 164, 104], а также особенности -влияния тиаминфосфатов, среди которых самым актив​ным оказался ТМФ [138], на дыхательную и фосфори-лирующую активность митохондрий in vitro- [141, 159J, активный синтез тиаминфосфатов в митохондриях [385] и дигитониновых фрагментах [97], наличие ТТФ-азной активности в митохондриях [502, 159], интенсивное пе-рефосфорилирование между тиаминфосфатами и адено-
, * •

Клещчная мембрана

Транскетолаза
5.4

Марана митохондрий
Рис.  20.  Схема  внутриклеточного  обмена  тиаминфосфатов
зинфосфатами [576] указывают на тесную связь обмена тиаминфосфатов с реакциями сопряжения.
С учетом этих данных нами составлена примерная схема внутриклеточного обмена тиаминфосфатов (рис. 20). Фосфорилирование тиамина при прохождении его через кишечнуку стенку [557] позволяет предположить, что тиамин проникает в клетку частично фосфорилиро-ванным, например, до ТМФ. Дальнейшее фосфорилиро​вание тиамина осуществляется тиаминкиназой. Обра​зовавшийся ТДФ используется на построение соот​ветствующих ферментов (например, транскетолазы), а частично дефосфорилируется цитоплазматической ТДФ-
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азой [547] до ТМФ, который интенсивно проникает в-митохондрии, где и вступает во взаимодействие с про​межуточными компонентами системы сопряжения, кон​курируя при этом с адениловой системой и фосфорили-руясь до ТДФ или ТТФ. Последние в свою очередь мо​гут обмениваться энергией с внутримитохондриальными аденозинфосфатами.
Как уже отмечалось выше, тиамин сравнительно лег​ко подвергается окислительно-восстановительным прев​ращениям по тиол-дисульфидному механизму. Он всту​пает во взаимодействие с тиоловыми группами белков и серусодержащими аминокислотами, образуя смешанные дисульфиды типа белок(аминокислота) — S—S—тиамин [552, 170, 580, 581].
В лаборатории Ю. М. Островского [157, 135, 155] было показано, что реакция тиамин^тиаминдисульфид сопряжена с системой транспорта электронов дыхатель​ной цепи митохондрий, и это сопряжение, вероятно, осу​ществляется на уровне цитохрома с.
Считается, что тиолдисульфидные превращения тиа​мина определяются особенностями его протеидизации в тканях [57], участием в обмене меланиновых пигментов. [543] и регуляции активности некоторых тиоловых фер​ментов [380].
Это небольшое отступление от основного плана дан​ной работы в область биохимии тиамина сделано для того, чтобы подчеркнуть возможные механизмы реали​зации метаболической активности витамина Вь не свя​занные с коферментными функциями ТДФ.
Таким образом, основным рычагом, через который осуществляется контроль со стороны тиамина за мета​болизмом клетки, естественно, является ТДФ, катализи​рующий транскетолазную реакцию и окислительное декарбоксилирование кетокислот. Тесная связь окисли​тельно-восстановительных превращений тиамина и об​мена тиаминфосфатов с системой окислительного фос-форилирования может указывать на второй возможный канал влияния тиамина на энергетику клетки. Уже из​менение только уровня тиамина в организме может выз​вать смещение равновесия энергетического обмена в ту или иную сторону. Имеющийся экспериментальный ма​териал, кроме того, позволяет наметить некоторые звенья энергетического обмена, на которые может быть
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направлено прямое действие некоторых естественных метаболитов тиамина. Такое влияние может реализо​ваться путем воздействия тиамина на активность тио-ловых ферментов благодаря лабильности тиазолового цикла молекулы витамина и его превращениям по тиол-дисульфидному механизму, а также на уровне флави-новых окислительных ферментов через аминогруппу пиримидинового кольца [134].
Ю. М. Островский неоднократно ставил вопрос о не​обходимости строгой дифференциации специфической (коферментной) и неспецифической (некоферментной) роли тиамина в регуляции обменных процессов. Исходя из этих представлений, общая витаминная активность хтиамина должна включать следующие его функции: 1) специфическую, коферментную, 2) специфическую, некоферментную и 3) неспецифическую.
Критерии оценки обеспеченности организма тиамином
Для характеристики степени обеспеченности орга​низма тиамином предложено много критериев. К ним от​носятся: количество витамина, экскретируемого за сутки р мочой, нагрузочные пробы, содержание тиамина и его производных в тканях и жидкостях организма, количест​во кетокислот в крови и моче, содержание общего тиами​на в крови в короткие промежутки времени после на​грузки витамином (тиаминовые кривые) и др. Существу​ет еще группа менее специфических тестов, по которым также судят о степени обеспеченности организма тиа​мином, да и другими витаминами: сопротивляемость к инфекциям, работоспособность, длительность жизни, интенсивность роста и т. д.
Достоинства и недостатки этих методов оценки тиа-минового баланса критически рассмотрены в работах Ю. М. Островского [136] и Е. И. Соловьевой [187]. Нельзя также не согласиться с мнением С. Н. Мацко [105] о том, что применение только одного, даже высо​коспецифического показателя обеспеченности организма витамином может привести исследователя к неверным представлениям о балансе того или иного витамина. Ав​тор подчеркивает необходимость стремиться к изуче​нию не одного,   а разных   показателей   обеспеченности
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витаминами, чтобы иметь возможность выбрать те кри​терии, которые наиболее применимы при данных усло​виях наблюдения.
С особой осторожностью нужно подходить к исполь​зованию вышеназванных показателей обеспеченности витаминами в возрастном аспекте и особенно в старом возрасте, поскольку они не всегда позволяют учитывать сложный характер метаболических сдвигов, происходя​щих в процессе старения организма, и как следствие мо​гут приводить к ошибочным заключениям.
В последнее время обеспеченность витаминами реко​мендуется оценивать по особенностям изменения актив​ности специфических в отношении того или иного вита​мина ферментов [295, 313, 314]. Для тиамина, например, перспективным показателем может быть активность транскетолазы [265, 266]. Наконец, интересные резуль​таты следует ожидать от применения так называемого ТДФ-эффекта [265].
Дефицит тиамина, согласно данному методическому приему, может быть выявлен в случае повышения ак​тивности транскетолазы в гемолизатах эритроцитов при добавлении к ним синтетического ТДФ. Причем повы​шение активности транскетолазы в присутствии ТДФ имеет диагностическое значение, если это повышение составляет не менее 20% от контроля, так как при более слабом эффекте ТДФ ошибка опыта достигает 50% [362].
Экспериментальные данные по обеспеченности организма тиамином в старом возрасте
Ранние исследования многих авторов, показавших снижение с возрастом уровня тиамина, были подтверж​дены рядом работ, выполненных в последнее время. Так, В. Pi. Молотков [113], используя метод нагрузочных проб, показал отчетливое снижение выделения с мочой тиамн-на с увеличением возраста людей (им исследовались ли​ца трех возрастных групп: 17—26, 60—74 и 75—89 лет) после нагрузки тест-дозой витамина в количестве 10 мг. Характерно, что особенно низкие величины экскреции тиамина отмечены у лиц, страдающих гипохлоргидрией. Такая закономерность возрастных изменений выделения тиамина  была обнаружена   как   при   пероральной   на-
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грузке тиамином, так и при парентеральном введении. Безусловно, эти факты указывают на значительную «задержку» витамина в организме пожилых и старых людей. Но где? Например, при пероральном введении тиамина низкая его экскреция с мочой может быть обус​ловлена низким всасыванием витамина в желудочно-кишечном тракте, что и подтверждается опытами на лицах, страдающих гипохлоргидрией. В случае парен​теральной нагрузки задержка введенного витамина мо​жет произойти на месте его введения в силу замедлен​ного прохождения через мембранные структуры. Ведь количество невсосавшегося тиамина в желудочно-ки​шечном тракте или его «остаток» на месте введения не определялись. Поэтому низкая экскреция тиамина с мочой у пожилых людей может быть кажущейся и обусловленной совершенно другими причинами, а не истинным дефицитом витамина Вь
В этой связи необходимо привести очень интересные результаты, полученные А. Я- Розановым и сотрудника​ми [167] в опытах на крысах различного возраста. Авто​рами исследовалось содержание свободного тиамина и суммы тиаминфосфатов в различных органах крыс до и после введения тиамингидрохлорида. В табл. 27 и 28 при​ведены результаты этих исследований. Степень уве​личения тиамина и суммы тиаминфосфатов в тканях после введения витамина выражена в процентах к исход​ному уровню. Эти данные показывают отчетливую тен​денцию к повышению содержания свободного тиамина в геронтогенезе при существенном уменьшении содержа​ния тиаминфосфатов. Не может вызывать возражений заключение авторов о снижении с возрастом интесивно-сти фосфорилирования тиамина. Однако эти резуль​таты вряд ли могут указывать на существование дефици​та витамина у старых животных. Вполне возможно, что снижение суммы тиаминфосфатов и величины прироста тиамина и тиаминфосфатов у старых животных после введения витамина как раз и- соответствует «возрастной норме», характерной для старого возраста. Более того, некоторое повышение содержания свободного тиамина в тканях старых животных может указывать на опреде​ленное «перенасыщение» стареющего организма этим витамином. Такому заключению не противоречит повы​шение величины прироста свободного тиамина в почках.
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Содержание свободного тиамина (мкг %) в тканях крыс различного возраста до и после введения тиамингидрохлорида [167]

Таблица  27

	
	
	
	Возраст, мес
	
	
	

	Ткань
	1
	3
	24—26

	
	/      %   ГШИ-
исходный уровень   J     рО,-та
	исходный уровень
	% при​роста
	исходный уровень
	% при​роста

	Головной мозг Скелетная мышца Сердечная мышца Тонкий кишечник Печень Почки
	•  11,0±0,12 6,1 ±0,10
14,2±0,30 28,2±0,88 26,0±0,80 13,6±0,50
	36 38 53 15! 124 530
	12,2±0,18 7,4±0,13 17,0±0,42 30,2±0,80 32,5±0,80 16,5±0,60
	15 19 45 114
85 378
	13,5±0,30 7,8±0,24 21,3±0,70 24 8±1,00 30,2± 1,60 18,0±1,10
	.     4 4 12 103 58 420


Содержание суммы тиаминфосфатов (мкг %) в тканях крыс различного возраста до и после введения тиамингидрохлорида [167]

Таблица   28
Возраст, мес.
Ткань

24—26
исходный уровень

% при​роста

исходный уровень

% при​роста

исходный уровень

% при​роста!
Головной мозг Скелетная мышца Сердечная мышца Тонкий кишечник Печень Попки

175±3,7 109±2,0 461±8,0 394 ±5,5 442±7,0 240±4,2

13 8 6
57
39
130

162±3,9 94 ±2,0 370 ±5,1 276±5,0 336±5,1 208±2,3

18 26 20
133 88
208

144±5,0
74±2,0
311 ±7.3
165±4,0 214±6,0 102 ± 3,6

5 2 11 83 85 90
старых животных, что может   указывать на   повышение скорости выделения витамина из организма.
Здесь кажется уместным остановиться на результа​тах исследований, выполненных в лаборатории Ю. М. Островского [137], по выявлению некоторых метаболи​ческих сдвигов в организме после избыточного поступле​ния витамина В{. Дополнительное введение тиамина го​лубям и крысам сопровождалось заметными отклонени​ями от нормы в активности тиаминспецифических и других ферментов, в. содержании кофермента А, кортико-стероидных гормонов, пирокатехинаминов и, что особенно-важно, существенными сдвигами в обмене липи-дов [133].
В ткани печени опытных голубей отчетливо повы​шались уровень общих липидов и в несколько меньшей степени содержание фосфолипидов. В сердце величины этих показателей были также повышенными. Гистоло​гические исследования показали, что в печеночных клет​ках опытных животных в отличие от контрольных жи[> встречался в виде гранулярных отложений. Многие клет​ки оказывались сплошь набитыми крупными жировыми гранулами. Отмечено также повышение скопления жи​ровых клеток по ходу соединительнотканых прослоек в миокарде животных, получавших избыток тиамина.
Из исследований (см. главы V и VI) по изучению возрастных изменений активности тиаминспецифических ферментов (пируват- и а-кетоглютаратдегидрогеназ, транскетолазы) видно, что активность каждого фермен​та в процессе жизни изменяется по-разному. Активность, транскетолазы в тканях печени, сердца, скелетных мыш​цах и эритроцитах снижается. Д. В. Чернышенко [211] также отметил снижение активности транскетолазы в надпочечниках, мозге, почках и эритроцитах старых крыс. Активность пируватдегидрогеназной реакции была уве​личена в ткани сердца и скелетных мышцах старых жи​вотных, но снижалась в ткани и митохондриях печени. Л. Ф. Дьяченко [65] показала снижение скорости окис​ления пир^вата в старом возрасте в тканях и митохонд-риях печени, почек и головного мозга. Однако этим же автором отмечено повышение в процессе жизни интен​сивности окисления пирувата во фракции «легких» митохондрий печени, осаждаемых при 18 000 g. Актив​ность    а-кетоглютаратдегидрогеназы,    согласно    нашим
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данным, была повышенной в сердце, скелетных мышцах, в цельной ткани и митохондриях печени старых жи​вотных.
Эти данные свидетельствуют о том, что нет едино-направленной возрастной зависимости изменения актив​ности тиаминспецифических ферментов. В зависимости от органа и специфики ферментативного процесса, его роли в интеграции метаболизма возрастные изменения активности тиаминсодержащих ферментов носят слож​ный, в большинстве случаев разнонаправленный харак​тер. Пока не представляется возможным дать количест​венную оценку этим изменениям, определить общий уро​вень активности тиаминовых ферментов в каждый воз​растной период , однако снижающаяся общетканевая мощность (но не активность) ферментативных процессов при старении, по-видимому, и обеспечивается более низ​ким содержанием коферментных форм тиамина в тка​нях, что и было показано в ряде исследований.
Некоторые авторы [216] не связывают снижение с возрастом животных концентрации связанного тиамина в тканях с развитием в старости дефицита тиамина. Счи​тается, что изменения в старом возрасте структуры тиа​мина в организме следует рассматривать как результат адаптационного перераспределения его метаболического фонда в соответствии со степенью возрастного ослабле-'ния функциональной активности тканей и как следствие снижения величины потребности в этом витамине.
В случае наличия дефицита тиамина в старом воз​расте дополнительное введение витамина должно, по-ви​димому, сопровождаться увеличением активности тиа​минсодержащих ферментов. Выше уже отмечалось, что наиболее адекватно на различную обеспеченность орга​низма тиамином реагирует транскетолаза.
В нашей лаборатории В. К. Науменко исследовал влияние разового введения тиамина на активность транскетолазы в тканях зрелых и старых крыс. Тиамин-хлорид вводился втутрибрюшинно в дозе 10 мг/кг веса. Такая доза витамина примерно в 100 раз превышает суточную потребность крыс в тиамине [345]. Через 1 час в тканях и эритроцитах определялась транскетолазная активность. Мы стремились максимально сократить вре​мя с момента введения тиамина до определения актив​ности    фермента    с   тем, чтобы    избежать   возможного
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включения адаптационного синтеза апофермента в ответ на избыточное поступление кофермента, что в случае по​вышения активности транскетолазы могло создать впе​чатление о наличии дефицита тиамина. Не исключено, например, что повышение активности транскетолазы в опытах Д. В. Чернышенко [211], отмеченное после 14-дневного введения тиамина, может быть обусловлено этим обстоятельством.
С другой стороны, известно, что через 1 час после введения животным тиамина его депонирование в печени достигало максимума [207, 169, 172], причем тиамин обнаруживался преимущественно в виде тиаминфос-фатов.
Из табл. 29 видно, что введение как зрелым, так и старым крысам тиамина не вызывало существенных сдвигов активности транскетолазы в сердце, мышцах и эритроцитах. Исключение составила лишь печень, где активность фермента была снижена у опытных живот​ных. В остальных тканях изменения   носили недостовер-
Таблица  29
Влияние тиамина и окситиамина на активность транскетолазы в тканях зрелых и старых крыс
Ткань

Контроль

Тиамин

Контроль

Окситиамин
Зрелые крысы
Печень Сердце Мышца Эритроциты

177,0±6,4 6,92±0,5 2,28±0,1 47,6±2,7

8,00±0,4 2,16±0,2 44,1 ±2,1

180,1±9,5 7,17±0,64 2,44±0,2 48,2±1,8

112,6±5,3* 5,17±0,5* 1,63±0,1* 33,4±1,2*
Старые крысы
Печень Сердце Мышца Эритроциты

141,0=1= 10,9
6,42±0,5 1,78±0,1 33,2±3,1

110,6±5,5* 6,13±0,39 2,01±0,1 35,1±2,7

71,4±6,1 4,05±0,2 1,38±0,1 19,3d= 1,5

70,9±4,1 3,65±0,2 1,34±0,1 17>2±1,5
Примечание. Активность транскетолазы выражена в мкМ С-7-Ф/мин на 1 г сырой ткани или на 1 г гемоглобина для эритроци​тов. Звездочкой помечены различия, достоверные при р<0,05.
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ный характер и были разнонаправленны, хотя про​цент изменений был близким к таковому для ткани печени.
Поскольку ответная реакция транскетолазы на вве​дение тиамина оказалась неопределенной, мы предпри​няли попытку подойти с другой стороны к решению воп​роса об обеспеченности организма тиамином: если у ста​рых животных действительно существует гиповитаминоз тиамина (например, скрытый), то тиаминспецифическис ферменты у этих животных должны быть более чувст​вительными к экспериментальному Вравитаминозу.
В ранних исследованиях, проведенных в лаборатории Ю. М. Островского [136], была разработана модель острого Вгавитаминоза с использованием для этой цели антивитамина тиамина—окситиамина. Как показали по​следующие опыты, такая модель тиаминовой недоста​точности оказалась более перспективной, чем класси​ческий пищевой Вравитаминоз.
В начальных опытах нами использовалась массив​ная доза окситиамина (400 мг/кг веса животного). Необ​ходимость высокой дозы антитиаминного препарата объ​ясняется тем, что сродство его к тиаминкиназе примерно в 1000 раз меньше, чем у тиамина [371]. Естественно, что для проявления антитиаминового действия окситиа-мин должен быть фосфорилирован до окситиаминди-фосфата.
В дальнейшем при проведении исследований на жи​вотных различного возраста доза окситиамина была уменьшена вдвое, хотя и в таких количествах его анти​витаминные свойства хорошо проявлялись [164].
Опытным животным (зрелым и старым крысам) вну-трибрюшинно утром и вечером вводился окситиамип (на физиологическом растворе) в дозе 200 мг/кг веса. Еще через 12 час крысы использовались в опыт. Кон​трольным животным вводили соответствующие объемы физиологического раствора. И контрольные и опытные животные с момента первой инъекции отсаживались в от​дельные клетки и лишались пищи, только вода давалась без ограничения.
Проводилось определение активности транскетолазы в печени,, сердце, скелетных мышцах и эритроцитах и активности пируват- и а-кетоглютаратдегидрогеназ з скелетных мышцах и митохондриях печени.
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Как видно из табл. 29, окситиамин достоверно угне​тал активность транскетолазы в исследуемых тканях зрелых животных, степень угнетения при этом находи​лась в пределах 30%.. Активность фермента в тканях старых крыс'практически не изменялась после введения окситиамина.
В отличие от опытов с транскетолазой при определе​нии активности дегидрогеназ пирувата и а-кетоглютарата
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Рис. 21. Влияние окситиамина на активность пируватде-гидрогеназы  (А, В)  и а-кетоглютаратдегидрогеназы  (5, Г) в митохондриях печени (Л, В) и мышцах (В, Г) зре​лых  (I) и старых  (II)  крыс: К—контроль, О — опыт
(рис. 21) не удалось выявить определенной возрастной зависимости их изменений при введении окситиамина. В обоих возрастных группах имело место угнетение ак​тивности этих реакций, причем только в случае пируват-дегидрогеназы митохондрий печени и а-кетоглютарат​дегидрогеназы скелетных мышц степень угнетения у старых крыс была более выраженной. В остальных слу​чаях снижение активности ферментов было примерно одинаковым у зрелых и старых животных.
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Обменные сдвиги в эритроцитах различного возраста при введении тиамина и окситиамина
Наряду с изучением обменных сдвигов в тканях жи​вотных при различной обеспеченности организма тиами​ном представляется интересным исследовать в этих же условиях изменения некоторых биохимических реакций в процессе старения клегки. Как уже указывалось в гла​ве VII, наиболее удобной моделью для изучения старе​ния клеток in vivo являются эритроциты.
В. К- Науменко провел ряд исследований на гемоли​тических фракциях эритроцитов, представляющих клет​ки различного возраста, зрелых и старых крыс при вве​дении им тиамина и окситиамина по схеме, описанной выше.
Следует отметить, что тиамин довольно интенсивна накапливается в эритроцитах при сравнительно корот​ком времени экспозиции их с тиамином (30 мин), что было продемонстрировано А. А. Рыбиной [171, 173] в опытах с меченым витамином. Это позволяет отмечен​ные изменения обменных процессов оценивать как ре​зультат специфического воздействия тиамина, поскольку доза витамина 10 мг/кг веса животного кажется вполне достаточной для того, чтобы в течение часа в эритроци​ты поступило такое количество тиамина, которое вызо​вет ответную реакцию биохимических процессов в клетке.
Несмотря на то что в гемолизатах общей популяции эритроцитов как у зрелых, так и у старых крыс не уда​лось заметить каких-либо изменений активности транскетолазы, исследование клеток различного воз​раста позволило выявить довольно интересные сдвиги, зависящие при этом от возраста животных  (табл. 30).
В более старых клетках (фракции 1—3) зрелых крыс тиамин достоверно угнетал активность транскетолазы. У старых крыс, наоборот, активность фермента воз​растала практически во всех фракциях эритроцитов. Только в клетках промежуточного возраста (фракции 3, 4) эти различия были статистически несущественными.
Такое повышение удельной активности транскетола​зы в эритроцитах различного возраста старых животных, естественно, может быть расценено как доказательство недостаточности тиамина в старом    возрасте. Вместе с
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Таблица  30
Влияние тиамина и окситиамина на активность
(мкМ С-7-Ф/г гемоглобина/час) транскетолазы в гемолитических
фракциях эритроцитов зрелых и старых крыс
	Фракция эритро​цитов
	Контроль
	Тиамин
	Контроль
	Окситнамин

	
	
	Зрелые крысы
	

	1 2 3 4 5 6
	78,9 ±4,27 67,0±4,23 48,3±2,85 47,9±2,64 43,3±2,09 65,2±5,52
	56,О±4,72* 47,7±2,76* 42,6± 1,30 42,8±2,48 42,8±2,38 69,0±5,87
	76.8 + 2,99 71,0±4,67 50,9 + 3,28 49,8 + 2,82 45,5±2,45 71,6±5,63
	54,7 + 5,29* 49,7±3,89* 28,8 ±1,82* 29,9±2,26* 31,7 + 2,44* 51,9 + 4,45*

	
	
	Старые крысы
	

	1 2 3 4 5 6
	58,0±7,19 34,2±2,89 29,8± 1,3л 27,0± 1,43 24,7± 1,53 58,5± 3,79
	74,7±8,45 53,5±4,72* 31,9±2,04 32,3±2,14 31,4±2,32* 75,3±4,98*
	46,5 + 3,85 2б,9±2,85 16,9±0,98 16,3± 1,02 15,8±1,27 46,0±3,74
	50,7 + 3,26 32,4 + 3,56 17,8+1,64 15,6+1,24 15,1±1,19 44,8 + 3,78


Примечание.  Звездочкой помечены различия, достоверные  при р<0,05.
тем факты о том, что тиамин практически не изменял активность транскетолазы в цельной популяции эритро​цитов в равной степени как и в других тканях, могут быть истолкованы в обратном смысле.
В гемолитических фракциях эритроцитов эффект от введения окситиамина на активность транскетолазы также зависел от возраста животных (табл. 30). У зре​лых животных активность фермента отчетливо угнета​лась во всех фракциях без исключения, и степень этого угнетения была близкой к таковой для общего гемолиза-та (около 30%). У старых крыс изменения активности транскетолазы были несущественными, хотя, судя по средним цифрам, намечается тенденция к повышению активности фермента во фракциях более старых кле​ток (фракции 1—3) и к снижению в более молодых клетках (фракции 4—6).
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Характерно, что введение тиамина вызывало у обеих возрастных групп животных существенные изменения кинетики гемолиза эритроцитов и, следовательно, объе​ма отдельных фракций эритроцитов (рис. 22). Эти изме​нения указывают на увеличение объема фракций более старых эритроцитов и уменьшение фракций более молодых клеток у зрелых крыс (сдвиг кривой гемолиза
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Рис. 22. Влияние тиамина (I, II) и окситиамина (III,
IV) на кинетику   серийного    осмотического гемолиза
эритроцитов зрелых  (I, IIP)  и старых  (II, IV)  крыс:
1 — контроль, 2 — опыт
влево). У старых животных, наоборот, имело место уменьшение фракций более старых эритроцитов и увели​чение фракций молодых клеток (сдвиг кривой вправо). При введении окситиамина у зрелых животных наблю​дается некоторый сдвиг кривых гемолиза, указывающий на увеличение доли более хрупких старых клеток. У ста​рых контрольных и опытных животных существенных различий в кинетике гемолиза эритроцитов не наблюда​лось.
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Изменения кинетики гемолиза, особенно в опытах с введением тиамина, вряд ли могут быть обусловлены столь быстрым истинным постарением клеток у зрелых животных, либо выбросом в кровяное русло дополни​тельного числа молодых эритроцитов у старых крыс. Скорее всего эти факты могут указывать на довольно высокую степень активности регуляторных механизмов в клетках различного возраста, которые после поступле​ния в них дополнительного количества активного ве​щества изменяют таким образом уровень своего мета​болизма, чтобы общая активность клеточной популяции сохранилась на уровне, соответствующем данному воз​расту животного. Естественно, что в зависимости от воз​раста как клетки, так и организма такое «равновесие» будет достигаться различными путями, различными из​менениями внутриклеточных процессов, зависящими от их исходного уровня активности.
В этом отношении определенный интерес могут пред​ставить данные об изменениях активности окислитель​ных реакций пентозофосфатного пути (табл. 31 и 32). Так, при введении тиамина активность глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы увеличивалась только в более молодых клетках зрелых животных. У старых крыс активность фермента существенно не изменялась под влиянием тиа​мина во всех фракциях эритроцитов, хотя, судя по сред​ним величинам, она была несколько снижена.
Активность 6-фосфоглюконатдегидрогеназы под вли​янием тиамина практически не изменялась у животных обеих возрастных групп. Введение окситиамина не вы​зывало сдвигов в активности обоих ферментов в гемоли​тических фракциях эритроцитов зрелых крыс, за исклю​чением достоверного повышения активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы в молодых клетках. У старых жи​вотных введение окситиамина вызывало повышение активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы и 6-фосфо​глюконатдегидрогеназы во всех фракциях эритроцитов, причем в более молодых клетках эффект окситиамина был значительнее.
Более наглядно сложность метаболических сдвигов в ответ на воздействие тиамина и окситиамина демон​стрирует расчет общей ферментативной активности каж​дой возрастной фракции клеток зрелых и старых крыс. Специфические   сдвиги   можно   оценивать   по   транске-
11. Зак.  578
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Таблица  31
Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназная активность (ДЕ600/г гемоглобина/лшн) в гемолитических фракциях эритроцитов зрелых и старых крыс под влиянием тиамина и окситиамина
Фракция эритро​цитов

Контроль

Тиамин

Контроль

Окситиамин
25,6±2,0 22,9±2,2 20,5±1,4 21,8±1,0 24,7±1,3 33,3±1,6
24,2±0,9 23,4±1,3 23,4± 1,2
22,5±1,4 25,7±1,9 39,0±2,9



	Зрелые крысы
	
	
	

	25,6±1,4
	27,9± 1,3
	26,
	1±1,
	6

	22,7±1,1
	26,8±1,1
	25,
	1±1.
	3

	22,0±0,8
	23,9±1,2
	22,
	4±1,
	1

	25,2±0,9*
	27,5±1,9
	26,
	1±0,
	9

	29,0±0,7*
	30,5±1,7
	29,
	8±1,
	3

	40,8±2,8*
	38,4±1,6
	46,
	2±3,
	5

	Старые крысы
	
	
	

	22,6±0,8
	22,3±0,9
	24
	,9±1
	,8

	21,3±0,7
	20,3±0,9
	23
	,2±1
	.8

	21,1±1,0
	21,7±1,1
	23
	,6±1
	^9

	24,0±1,2
	23,4±1,4
	26
	,7±2
	,0

	24,7±1,2
	23,9±0,9
	28
	,1±1
	,9

	35,2±1,7
	33,3±1,6
	40
	,2±2
	,7*


Примечание.   Звездочкой помечены различия, достоверные при 005
толазной активности, неспецифические — по активности дегидрогеназ глюкозо-6-фосфата и 6-фосфоглюконата (рис. 23, 24).
При общей оценке полученных результатов обращает на себя внимание одна деталь. Два вещества, обладаю​щие диаметрально противоположным метаболическим эффектом, вызывали у животных одинакового возраста примерно однотипные сдвиги активности всех трех фер​ментов. Однако направленность изменений активности ферментов в каждой фракции клеток существенным образом зависела как от возраста макроорганизма, так и от возраста самих клеток.
В старых клетках животных обоего возраста актив​ность транскетолазы каждой фракции была практически одинаковой в опытной и контрольной группе животных.
162
Таблица   32
6-фосфоглюконатдегидрогеназная активность
(ДЕв00/г гемоглобина/лшя) в гемолитических фракциях эритроцитов зрелых и старых крыс под влиянием тиамина и окситиамина
	Фракция
	
	
	
	
	
	
	

	эритро-
	Контроль
	Тиамин
	
	Контроль
	Окситиамин

	цитов
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	Зрелые
	крысы
	
	
	

	1
	25,0±2,6
	25,4±0
	,9
	32,2±1
	,9
	30,6±1
	,7

	2
	22,6±2,6
	22,6±1
	,0
	29,7±1
	,4
	29,3±1
	,4

	3
	19,9±2,5
	21,1±1
	,6
	25,8±1
	,2
	25,7±1
	,0

	4
	21,9±3,1
	24,5±1
	,5
	29,4±1
	,6
	30,3±1
	,0

	5
	24,7±3,1
	28,6±2
	,0
	35,1±1
	,9
	35,2±1
	,0

	6
	32,7±4,3
	40 7±2
	,5
	44,4±1
	,9
	45,7±1
	,4

	
	
	Старые
	крысы
	
	
	

	1
	22,8±1,0
	22,8±0,
	9
	21,4±0
	,9
	27,5±2
	,0*

	2
	21,2±1,5
	19,7±1,
	1
	19,6±0
	,7
	24,1 ±1
	,8*

	3
	20,7± 1,6
	20,3±1,
	2
	22,5±1
	,1
	24,5±1
	,0

	4
	23,5±1,7
	23,1±1,
	2
	23,0*0
	,9
	28,7±1
	,6*

	5
	23,1±1,7
	24,2*1,
	0
	21,5±1
	,3
	27,3±1
	,2*

	6
	30,9±1,9
	31,1 ±2,
	0
	26,7±1
	,4
	36,8±1
	,4*


Примечание.   Звездочкой помечены различия,   достоверные при р<0,05.
Клетки промежуточного возраста зрелых крыс ответили активацией фермента, старых крыс — угнетением. В мо​лодых клетках, наоборот, у зрелых животных актив​ность транскетолазы была снижена, у старых — заметно-возрастала. Аналогичным образом изменялась и актив​ность окислительных реакций пентозофосфатного пути.
Таким образом, приведенные расчеты еще раз демон​стрируют сложную «игру» внутриклеточных обменных, процессов, изменений прочности мембран клеток и коли​чественного соотношения клеточного состава всей попу​ляции, столь характерную каждому возрастному перио​ду клетки и всего организма в ответ на воздействие активного начала.
Все вышеизложенное свидетельствует о том, что не​смотря на благоприятное влияние витаминных препара-
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тов на ряд функциональных показателей у лиц пожило​го и старческого возраста, увеличение продолжительно​сти жизни экспериментальных животных, истинного дефицита витаминов или во всяком случае витамина Bi в старом возрасте, по-видимому, не развивается. Ведь сам факт продления жизни экспериментальных живот​ных под влиянием витаминотерапии не является специ​фическим показателем обеспеченности организма вита-
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Рис. 23. Влияние тиамина на общую активность ферментов пен-тозофосфатного пути в эритроцитах зрелых (I) и старых (II) крыс:  светлые   столбики — контроль,   заштрихованные — опыт
минами. Подтверждением этому могут служить сведе​ния о том, что продления жизни животных можно достичь посредством и других неспецифических воздей​ствий на организм (например, кормление животных не​полноценной в количественном отношении диетой, уме​ренными физическими нагрузками, введением антиокси​да нтов и т. д.).
Аналогичные выводы, вероятно, можно сделать и из результатов других авторов [211, 106, 175], которые исследовали возрастные особенности влияния различных
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витаминов на специфические в отношении их показате-г ли. Так, Л. Ф. Дьяченко [168, 65] показала, что введение крысам пирувата повышало скорость его окисления у старых и неполовозрелых животных. В результате суб​стратной индукции интенсивность окисления пирувата митохондриями печени повышалась до уровня взрослых животных, а в митохондриях почек и головного мозга даже превышала эти величины. Естественно, что в слу-
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Рис. 24. Влияние окситиамина на общую активность фер​ментов  пентозофосфатного  пути  в эритроцитах  зрелых  и старых крыс. Обозначения те же, что на рис. 23
чае дефицита тиамина или других кофакторов пируват-дегидрогеназного комплекса в старости достижение та​кого эффекта было бы невозможным.
Особенности ответной реакции биохимических про​цессов, в эритроцитах различного возраста на введение тиамина вряд ли могут быть объяснены «погашением» истинной витаминной задолженности, которая, якобы, существует в старом возрасте или стареющих клетках. Эти сдвиги скорее показывают потенциальные возмож-
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ности или пути коррекции внутриклеточного метаболиз​ма, реализация которых приводит к изменениям стойко​сти клеточной мембраны. Интеграция таких сдвигов структуры и функции отдельных клеток приводит к тому, что общая ферментативная активность всей популяции клеток остается на уровне, свойственном данному воз​расту организма.
Одновременно с исследованием показателей, о кото​рых шла речь в данной главе, при введении животным тиамина и окситиамина изучалось состояние других ме​нее специфических для тиамина обменных процессов в тканях животных различного возраста. Определялись со​держание сульфгидрильных групп, фосфолипидов, холе​стерина, гликогена, активность аэробного гликолиза, дегидрогеназ глюкозо-6-фосфата и 6-фосфоглюконата, флавопротеинов, цитохромоксидазы, холинэстеразы, эффективность системы окислительного фосфорилиро-вания и другие показатели [64, 164, 158, 218 и др]. Мы не будем здесь подробно останавливаться на всех полу​ченных результатах, поскольку они вряд ли.внесут до​полнительную ясность в вопрос о возрастных особенно​стях обеспеченности организма тиамином.
Судя по возрастным особенностям изменения актив​ности специфических ферментов, тоже трудно прийти к какому-либо определенному выводу о степени насыщения стареющего организма другими витаминами.
Как можно видеть из результатов, изложенных в пре​дыдущих главах, активность некоторых никотинамидных дегидрогеназ, особенно занятых в сфере энергопродук​ции, в старости повышалась. Цитоплазматические изо-ферменты малат- и изоцитратдегидрогеназ, наоборот, снижали свою активность по мере старения. Кстати, еще раз можно отметить, что общетканевая концентрация никотинамидных коферментов в большинстве исследо​ванных тканей увеличивалась с возрастом животных. Возрастные сдвиги флавиновых окислительных фер​ментов также были разнонаправленными, причем глав​ным образом в сторону повышения их активности при старении.
Интересные данные получены при изучении содержа​ния и обмена у животных различного возраста КоА и активности процессов ацетилирования. В. Н. Никитин и А. А. Мартыненко [129], Л. Г. Савлучинская [174] отме-
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тили снижение в процессе старения уровня КоА в тканях. Одновременно снижается и активность процессов ацети-лирования, хотя прямой зависимости м£жду изменения​ми этих показателей и не выявлено [107]. Причем, как показали А. Я. Розанов и Л. Г. Савлучинская [175], вве​дение крысам предшественников и индукторов синтеза КоА (пантотената, тиамина, никотината, цистеина и др.) в различных дозах вызывало увеличение уровня КоА только у зрелых животных. У старых крыс только инъек​ции этих веществ в самых высоких дозах приводили к за​метному увеличению содержания кофермента ацетили-рования. Думается, что эти факты вряд ли могут быть расценены как доказательство дефицита вита​минов в старом возрасте, эффективность которых иссле​довалась.
В заключение хотелось бы отметить, что вывод об отсутствии дефицита витаминов в старом возрасте не должен быть расценен как опровержение возможности использования поливитаминных препаратов в геронтоло-гической и особенно гериатрической практике: Благо​приятный эффект витаминов на стареющий организм убедительно продемонстрирован и в клинике, и в экспе​рименте, и они, по-видимому, могут использоваться в этом направлении. Другое дело; что механизм благопри​ятного действия витаминов в старости может заключать​ся не в погашении истинной витаминной задолженности, а оно реализуется через различные регуляторные меха​низмы, повышая, вероятно, общий уровень метаболизма в клетках старого организма.
Нет полного основания и отвергать возможность раз​вития дефицита витаминов в старом возрасте. Например, одной из причин витаминной недостаточности у пожилых людей может быть сниженное потребление основных пи​щевых веществ, преимущественно белков и витаминов [189]. В опытах на лицах преклонного возраста было показано увеличение активности транскетолазы в сред​нем на 40% при добавлении к гемолизатам крови синте​тического ТДФ [101]. У более молодых лиц такого эффекта не достигалось. Здесь можно отметить и дан-, ные, полученные при изучении влияния пиридоксальфос-фата на активность аспартат-аминотрансферазы в моло​дых и старых эритроцитах человека [318]. Активность фермента в старых клетках при инкубации их с пиридок-
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сальфосфатом возрастала в несколько раз больше, чем в молодых эритроцитах.
Тем не менее многие вопросы данной проблемы тре​буют серьезной экспериментальной проверки. Это в пер​вую очередь относится к выбору доз каждого витамина, качественному составу поливитаминных комплексов, где должны быть учтены особенности межвитаминных вза​имоотношений, а витаминотерапия должна проводиться в условиях строгого контроля за степенью насыщения организма витаминами на основании использования на​дежных и специфических критериев.
X
ГЛАВА
ВОЗРАСТНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ОБМЕНА НЕКОТОРЫХ МЕТАЛЛОВ
Изучение возрастных особенностей обмена металлов интересно по многим причинам. Так, например, четкие представления об обеспеченности организма в различные возрастные периоды металлами, которые являются спе​цифическими или неспецифическими кофакторами мно​гих ферментативных реакций, могут дать дополнитель​ные сведения о характере изменений внутриклеточного метаболизма в процессе жизни, естественно, при усло​вии, если показана прямая корреляция между уровнем металла в организме и активностью специфического в отношении этого металла фермента и целого метаболиче​ского цикла или системы, в функционировании которых принимает участие металлофермент.
С другой стороны, регулируя поступление металлов в организм, можно целенаправленно воздействовать на интенсивность обменных процессов. Некоторые исследо​ватели рекомендуют использовать отдельные металлы (микроэлементы) в качестве эффективных геронтологи-ческих средств и зачастую включают их в состав поли​витаминных препаратов. В этой связи представляет интерес изучение возрастных особенностей чувствитель​ности биохимических систем к воздействию металлами.
Небезынтересен также и вопрос о последствиях избы​точного поступления или накопления металлов в орга​низме. Он детально обсужден в обзоре Т. Л. Дубиной и В. А. Леонова [63]. Авторы обобщили очень интересные данные, которые указывают на повышение в процессе старения общего баланса металлов в организме. Если учесть способность некоторых металлов    образовывать
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дополнительные неспецифические связи как внутримоле​кулярные, так и между отдельными макромолекулами, то вполне реально, что некоторые металлы, которые на​капливаются в организме в процессе, жизни, могут явить​ся одним из факторов, способствующих развитию про​цессов старения на молекулярном уровне. Бьеркстен [251, 252] в свою очередь относит ряд металлов к фак​торам старения. Некоторые авторы [351] при этом при​дают значение толь'ко отдельным элементам (меди, каль​цию). В этой связи большого внимания заслуживают факты, которые указывают на то, что дополнительное по​ступление некоторых металлов в организм животных (например, германия, олова, хрома, кадмия) ведет к снижению выживаемости и продолжительности жизни [513, 514]. С другой стороны, Т. Л. Дубиной [62] недав​но было показано, что внутрибрюшинное введение или добавление в пищу животных комплексона ЭДТА, веще​ства активно вмешивающегося в обмен металлов, сопро​вождаемся статистически достоверным увеличением сред​ней продолжительности жизни белых крыс.
Значение металлов в процессах жизнедеятельности
С целью выяснения значения металлов в процессах жизнедеятельности выполнено огромное количество исследований, в которых освещены самые разнообраз​ные стороны этой проблемы: распространение металлов в природе и их источники; содержание металлов в раз​личных органах и тканях человека и животных как в норме, так и при различных физиологических и патоло​гических состояниях; взаимоотношения между отдель​ными металлами; влияние различной обеспеченности ор​ганизма металлами на интенсивность обменных процес​сов; характер связи металлов с белками, нуклеиновыми кислотами и другими органическими молекулами; их участие в ферментативном катализе; применение метал​лов в качестве лечебных средств и т. д.
Все металлы, которые обнаружены в организме чело​века и животных, а их- более 50 [507], по количественно​му содержанию несколько условно делятся на макроэле​менты, содержание которых в образцах превышает 0,01 % (калий, натрий, кальций, магний и др.), и микроэлемен​ты (марганец, кобальт, медь, молибден и др.).
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По значению в процессах жизнедеятельности разли​чают металлы существенные (эссенциальные) и несуще​ственные (неэссенциальные). Отнести тот или иной ме​талл к одной из этих групп элементов — дело не из лег​ких. Присутствие в организме большого числа элементов периодической системы вовсе не означает, что все они наделены специфическими функциями. Некоторые авто​ры считают существенными те микроэлементы, которые обеспечивают нормальный рост и развитие организма, другие основываются на наблюдениях, поддерживается или нет постоянство содержания металла в организме, его гомеостазис.
Нельзя не согласиться с замечаниями Грина и Гольд-бергера [335] о том, что из сотни химических элементов только шесть были выбраны Природой для построения подавляющего большинства молекул живых систем (углерод, водород, азот, кислород, фосфор и сера). Изве​стно еще 12 элементов, наличие которых имеет сущест​венное значение для жизни: кальций, хлор, кобальт, медь, йод, железо, магний, марганец, молибден, калий, натрий и цинк.
Значение в обменных процессах остальных элементов, присутствующих в организме человека и животных, тре​бует еще убедительного экспериментального подтверж​дения.
Химическая природа и биологическая активность со​единений металлов с биополимерами отличается значи​тельным многообразием. Последнее обусловлено срав​нительно большим представительством металлов в живых организмах и их способностью вступать во вза​имодействие по меньшей мере с двумя принципиально различными классами органических молекул — белками и нуклеиновыми кислотами. Тем не менее тщательные экспериментальные исследования позволили выявить не​которые общие закономерности механизмов образова​ния комплексных соединений.
Отметим, что вещество, с которым металл образует комплекс, называется лигандом. Комплексы металла с лигандом могут быть простыми или хелатными. В пер​вом случае металл взаимодействует с одной группой ли-ганда. Если же две или больше координационные связи иона металла заняты донорными группами одного ли-ганда, образуется хелатное соединение.
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При образовании хелатных комплексов могут возни​кать пяти-, шести- и даже семичленные гетероциклы. Считается, однако, что пятичленные кольца возникают чаще, они более устойчивы, и такой механизм хелатиро-вания, вероятно, имеет основное значение в биологиче​ских системах [480, 436].
Ионы металлов могут образовывать несколько (две, четыре, шесть) координационных связей с лигандами. Большинство металлов с переходными свойствами, о ко​торых фактически и будет идти речь ниже, обладают спо​собностью образовывать не менее четырех таких связей.
Из большого числа металлов , присутствующих в тка​нях животных, непосредственное отношение к окисли​тельно-восстановительным реакциям имеют, пожалуй, лишь цинк, железо и медь. Известно более 10 цинковых металлоферментов, следующие из которых принадлежат к классу окислительных: алкогольдегидрогеназа, дегидро-геназы глютамата, лактата, малата и глицерофосфата. Из других ферментов, специфически требующих присут​ствия цинка, можно отметить карбоангидразу, карбокси-пептидазу и щелочную фосфатазу. Кроме того, известна еще большая группа ферментов, где цинк наряду с дру​гими металлами выступает в роли неспецифического ак​тиватора   (аргиназа, дегидропептидаза, энолаза  и др.).
На основании этого можно констатировать, что специ​фическая функция цинка в окислительных процессах ча​ще всего проявляется на уровне никотинамидных фер​ментов. Выяснению интимных механизмов участия цинка в этих реакциях и были посвящены основные исследо​вания.
Изучение количественных соотношений между апо-ферментом, коферментом и металлом показало, что эти соотношения не являются величиной постоянной и зна​чительно варьируют в зависимости от специфичности фер​мента и источника его получения. Так, в алкогольдегид-рогеназе из пивных дрожжей на одну молекулу белка приходится четыре молекулы НАД и четыре атома цин​ка. Аналогичный фермент из лошадиной печени содер​жит, по-видимому, по две молекулы НАД и атомов ме​талла, хотя более поздними исследованиями установ​лено, что в этом препарате присутствуют 4 атома цинка [224]. В дегидрогеназе трифосфоглицеринового альдегида, выделенной из мышц крупного рогатого ско-
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та и пекарских дрожжей, находится два атома цинка, а в ферменте из мышц речного рака — один атом метал​ла [383].
Существует мнение, что цинк входит в состав актив​ного центра не всех НАД-содержащих окислительных ферментов [559]. Такое заключение сделано для лактат-дегидрогеназы из печени крыс при исследовании особен​ностей влияния фенантролина на ее активность, хотя цинк, наряду с магнием и кальцием, постоянно присут​ствует в ферментных препаратах. Вполне возможно, что в лактатдегидрогеназе цинк выполняет роль стабилиза​тора белковой молекулы,, как это предполагалось ранее [554].
Исследования, проведенные В. П. Скулачевым и В. В. Чистяковым [213, 214, 185], позволили выявить еще един возможный механизм регулирующего влияния цин​ка на окислительные процессы в клетке. Было показано, что ионы цинка в низких концентрациях специфически ингибируют транспорт электронов в фосфорилирующей дыхательной цепи между цитохромами Ь и С\. Повыше​ние концентрации металла сопровождалось ингибирова-нием НАД—Н2- и сукцинатдегидрогеназных участков дыхательной цепи. Предполагается, что ингибирующее действие цинка обусловлено его конкуренцией с неге-минным железом за места, связывания в дыхательной цепи.
К группе самых распространенных элементов в жи​вотных и растительных тканях, несомненно, должно быть отнесено железо, где оно, как правило, обнаруживается в прочно связанной форме. В животных тканях железо находится в виде ферритина, гемосидерина и других соединений.
Прямое отношение к биоэнергетическим процессам в клетке имеют две формы связанного металла: 1) железо в составе гема окислительных ферментов типа цитохро-мов и 2) негеминное железо. Представления о количест​венных соотношениях этих форм металла можно соста​вить на основании исследований Кинга и сотрудников [388], которые определили их содержание в некоторых препаратах, выделенных из ткани сердца. Результаты показали, что примерно три четверти железа, содержа​щегося в митохондриях, приходится на долю его неге-минных соединений.
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Различными авторами было показано, -что железо, не связанное со структурой гема, обнаруживается в очи​щенных препаратах флавопротеинов [527, 579, 448, 3551, а также в комплексе III дыхательной цепи [337, 491]. Таким образом, железо содержится в первых трех функ​циональных комплексах дыхательной цепи митохондрий, причем в количестве, всегда превышающем содержание других компонентов системы транспорта электронов.
Вначале предполагалось, что негеминное железо яв​ляется неотъемлемой частью флавопротеинового фермен​тативного комплекса и выполняет в нем функцию пере​носчика электронов [245, 246, 333] либо осуществляет связь субстрата с ферментом, либо стабилизирует тре​тичную структуру фермента [526, 438].
Дальнейшие опыты по изучению организации дыха​тельной цепи показали, что железопротеид является са​мостоятельным переносчиком электронов [491, 492], хо​тя он и связан тесным образом сцитохромом С\ в комп​лексе III и флавопротеином в комплексах I и II [245, 492]. Считается, что негеминное железо взаимодействует с белком посредством атома серы цистеиновых остат​ков [268, 578].
Несмотря на несколько противоречивые взгляды на функцию негеминного железа в митохондриях, вероятно, можно согласиться с мнением о том, что железопротеид является переносчиком электронов в дыхательной цепи.
К настоящему времени известно более 10 медьсодер​жащих белков, обладающих ферментативной активно​стью [324]. Наиболее четко функция меди проявляется в концевых оксидазах типа цитохромоксидазы, аскор-батоксидазы и тирозиназы.
Сравнительно давно было установлено, что недоста​точность меди приводит к снижению цитохромоксидаз-ной активности [288, 575, 515].
При исследовании количественного содержания меди было отмечено, что она в больших количествах обнару​живается в митохондриях и сердечных препаратах, опи​санных Кейлином^ и Хартри [381, 388]. Из четырех функциональных комплексов дыхательной цепи медь об​наруживается только в комплексе IV [337], а также в пре​паратах цитохромоксидазы, выделенных различными ме​тодами [307, 333]. Очищенные препараты цитохромокси​дазы  еодержат два  типа меди:   1)   свободносвязанную
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медь, которая может хелатироваться дисульфонатом ба-токупреина и 2) прочносвязанную медь, которая не мо​жет хелатироваться, если фермент предварительно не денатурирован [454]. Удаление свободносвязанной меди не влияет на активность фермента.
О функции меди в цитохромоксидазной реакции су​ществует два мнения. Ряд авторов считает, что медь при​нимает участие в синтезе фермента. В опытах in vitro медь была необходима для синтеза гема гемоглобина крови животных, страдающих недостаточностью меди [229]. Отсутствие металла в диете поросят сопровожда​ется резким снижением содержания гема а в сердечной мышце [413]. В связи с этим авторы предполагают, что медь может участвовать в последних стадиях биосинте​за гема либо этот синтез сопряжен с включением меди в апофермент.
С использованием нового специфического для меди комплексообразователя было показано, что большая "часть меди или по крайней мере энзиматически восста​навливаемая медь не принимает непосредственного уча​стия в цитохромоксидазной реакции, хотя металл, без​условно, может восстанавливаться различными агента​ми [367]. Автор подверг сомнению возможность участия меди в переносе электронов по дыхательной цепи, так как ему удалось связать медь в виде клешневидного комплекса в одновалентной форме без нарушения актив​ности цитохромоксидазы.
Однако эти результаты не были подтверждены дру​гими исследователями [333]. Им не удалось продемон​стрировать взаимодействия меди с комплексообразова-телем, с которым работал Йонетани [367], ни в одном препарате цитохромоксидазы. Последние результаты пе​рекликаются с другим мнением на счет участия меди в цитохромоксидазной реакции. Ряд авторов считает, что медь принимает непосредственное участие в транспорте электронов [333, 340, 244].
Что касается характера связи меди с белками, то этот вопрос, как отмечает Фриден [324], еще ждет своего экспериментального решения. Такое положение обусловлено главным образом трудностями получения медьсодержащих ферментов в гомогенном или кристал​лическом виде. Можно лишь констатировать, что медь образует  чрезвычайно   прочные   комплексы   с   белками
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и отдельными аминокислотами, взаимодействуя при этом с их различными функциональными группами. Имеется много данных, указывающих на взаимодействие меди с ' тиоловыми группами белков, однако показано наличие связи типа медь — азот.
На основании исследований связывания меди церуло-плазмином Фриден-предполагает, что атомы меди в мо​лекуле этого белка связаны по меньшей мере с азотом аминогрупп и с ионизированными карбоксильными группами.
Ряд металлов проявляет свою функциональную ак​тивность в реакциях фосфорилирования. Практически любой перенос фосфатной группы с одного вещества на другое, ее присоединение или отщепление, как правило, происходит в присутствии ионов металлов. Чаще всего процессы фосфорилирования и дефосфорилирования тре​буют наличия ионов магния, кальция, по-видимому, мар​ганца и реже других металлов. Комплексы этих метал​лов с органическими молекулами менее прочны, чем со​единения цинка, железа и меди. Относительная слабость связи магния, марганца, кальция с белковыми молекула​ми, вероятно, и обусловливает то обстоятельство, что эти металлы в ферментативном катализе физически и функционально взаимозаменяемы, во всяком случае, в опытах in vitro, проявляя при этом лишь более или ме​нее высокое сродство к ферменту. В условиях целостно​го организма их биологические эффекты, вероятно, бо​лее специфичны.
Имеется достаточное количество исследований, ре​зультаты которых указывают на важное значение ионов магния в реакциях окислительного фосфорилирования. Для обеспечения высокой эффективности этой системы при окислении митохондриями печени субстратов необ​ходимо присутствие магния [238]. Недостаточность маг​ния в диете крыс вызывает снижение отношения Р : О в митохондриях печени и сердца, при этом одновремен​но имеет место быстрое набухание митохондрий [458]. Необходимость магния была продемонстрирована и дру​гими исследователями [461], причем, как показано в последней работе, магний не может быть заменен дру​гими ионами двухвалентных металлов в условиях, когда митохондрии функционировали за счет окисления эндо​генных субстратов.
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Магний оказался необходимым для активации ряда парциальных реакций окислительного фосфорилирова-ния [410]. Установлено, что обменная реакция АТФ — АДФ протекает с большой скоростью в интактных мито​хондриях и значительно активируется ионами магния. При длительном диализе изолированного фермента, ка​тализирующего эту реакцию, его активность снижалась, но могла быть восстановлена добавлением ионов маг​ния и марганца.
В опытах на изолированных факторах системы со​пряжения также было показано, что они функционируют только в присутствии ионов магния [484]. Активность фактора I, который катализировал расщепление АТФГ проявлялась только после добавления магния. Другие двухвалентные катионы могли заменить магний, но ди-нитрофенол стимулировал реакцию только в присутствии магния.
Активация ионами магния АТФ-азной реакции мито​хондрий убедительно продемонстрирована А. Д. Вино​градовым [32]. Олигомицин тормозил вызванную маг​нием активацию дыхания митохондрий в состоянии IV вследствие блокирования АТФ-азы.
Специфичность магния в катализе промежуточных реакций окислительного фосфорилирования была пока​зана также в опытах с гуанидином [281, 478]. Гуанидин оказывает ингибирующий эффект на систему переноса электронов между НАД—Н2 и флавопротеином, вза​имодействуя при этом с промежуточным макроэргиче-ским соединением. Добавление магния тормозило свя​зывание гуанидина митохондриями. Аналогичное дейст​вие оказывал и гуанидин на связывание металла. Эти данные позволили сделать заключение, что гуанидин и: загний могут конкурировать за общие места связывания их в митохондриях.
Магний оказался необходимым и для сокращения на​бухших митохондрий. В таких условиях сжатие митохон​дрий под влиянием АТФ сопровождалось исчезновением: фактора липидной природы, вызывающего набухание митохондрий [570].
Считается, что магний взаимодействует с нуклеоти-дами, образуя комплекс, конформация которого создает благоприятные условия для взаимодействия субстрата с ферментом   [287, 574], причем по данным определения
12. Зак. 578
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констант стабильности металл-нуклеотидных комплексов можно убедиться, что наибольшим сродством к АТФ об​ладает ион магния по сравнению с другими металлами [465], что, собственно, и определяет его специфичность в реакциях, где принимают участие адениловые произ​водные.
Так же, как и магний, марганец обладает широким спектром биологического действия. В обменных процес​сах марганец оказался эффективным по отношению к ря​ду ферментативных систем [291]: дезоксирибонуклеазе, фосфатазе, экзопептидазе, энолазе, карнозиназе, к систе​ме синтеза жирных кислот и холестерина, окислительно​му фосфорилированию и др.
Уже только эти сведения позволяют сделать вывод, что биологическая активность марганца может прояв​ляться по меньшей мере на уровне белкового, жирового и энергетического обменов. Имеющиеся в литературе многочисленные экспериментальные данные могут слу​жить убедительным подтверждением этому.
Впервые на участие марганца в окислительном фос-форилировании указали Линдберг и Эрнстер [421]. Они обнаружили, что марганец может предотвращать остановку процесса окисления глютамата митохондрия​ми печени, которая наступает в присутствии кальция и гексокиназы.
Известно также, что марганец преимущественно (до 60% общетканевой концентрации) локализован в мито-хондриальной фракции клетки [439, 364]. Он способен сохранять митохондрии от набухания путем стабилиза​ции мембраны [240, 320]. Недостаточность марганца со​провождается угнетением системы окислительного фос-форилирования.
Из вышеизложенного видно, что такие изменения в митохондриях могут в какой-то степени ставить в один ряд марганец и магний. Однако следует подчеркнуть еще раз, что имеется не меньшее количество фактов, которые указывают скорее на значительные различия их биологи​ческого действия, чем на сходство [291], хотя, естествен​но, не исключено, что в условиях целостного организма между ними может существовать значительная функ​циональная взаимосвязь.
В подтверждейие различий между марганцем и маг​нием можно привести несколько более поздних данных.
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Во-первых, для марганца установлена тесная связь с ли-пидным обменом, которая является специфической для данного металла [35 и др.]. Это удалось подтвердить и в опытах на изолированных ферментах. Так, при изуче​нии влияния марганца и магния на активность ацетил-КоА-карбоксилазы оказалось, что скорость биосинтеза жирных кислот в присутствии ионов марганца была в 10 раз выше, чем с ионами магния [517]. Марганец был бо​лее эффективным и в опытах с дрожжевой пируваткар-боксилазой.
На примере других ферментов показано, что марга​нец вступает во взаимодействие с ферментом и субстра​том реакции, образуя при этом тройной комплекс: фер​мент — металл — субстрат и выполняет роль мостика [410, 447, 464]. Это особенно наглядно было продемон​стрировано при изучении ферментов, участвующих в об​мене пирувата.
Анализ взаимодействия пирувата, марганца и пиру-ваткарбоксилазы позволил установить, что субстрат на​ходится в прямой координации со связанным металлом через карбоксильные и карбонильные лиганды. Иссле​дование уровня релаксации протонов показало [464], что прямого взаимодействия между марганцем и аде-нилаткиназой практически не бывает. Его можно заре​гистрировать лишь в присутствии АТФ (субстрата реак​ции), причем в большей степени, если марганец был свя​зан в комплексе металл — фермент — АТФ.
Возрастные изменения содержания некоторых металлов
Медь. В. И. Каменцева [77] определяла содержа​ние меди в печени и сердце крыс трех возрастных групп ' (1, 12 и 24 месяца). Кроме того, из гомогенатов этих тканей путем дифференциального центрифугирования были выделены ядра, митохондрии и растворимая фрак​ция, в которых также было определено содержание ме​ди. Результаты этих опытов представлены в табл. 33, из которой видно, что уровень меди в печени и сердце крыс подвержен существенным возрастным изменениям. В цельной ткани печени можно отметить двукратное сни​жение меди от молодого к зрелому возрасту. К старости количество этого металла опять отчетливо возрастает примерно на такую же величину. Что касается клеточ-
12*
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Таблица  33
Содержание меди (мкг/г сухого веса) в печени и сердце крыс  различного  возраста
Фракция

Возраст, мес.
8—10

24-26
Цельная ткань Ядра
Митохондрии Супернатант
Цельная ткань Ядра
Митохондрии Супернатант

Печень
64,3±6,0 53,3±6,0 83,7±2,2 39,8±2,9
Сердце
58,0±3,8 36,0±1,2 82,1±2,2 30,4 ±2,6

29,7±3,6 28,0±1,6 48,2±4,9 30,3±3,4
22,3±2,3 22,2±2,0 44,0±4,1 13,3±1,4

60,1± 2,1
51,2±3,1 82,9*2,6 37,7±1,3
75,9±6,6 36,4±2,1 84,7±4,1 33,8±3,1
ных фракций, то по содержанию меди они в основном по​казывают такую же возрастную динамику, как в цель​ной ткани. Самый высокий уровень меди обнаружен в митохондриях. Процент меди в митохондриях от ее суммы во всех трех клеточных фракциях составлял у мо​лодых животных 47,4, у Зрелых — 45,2, у старых — 48,2.
Эти результаты свидетельствуют о том, что измене​ние количества меди в печени с возрастом происходит равномерно во всех клеточных фракциях, поскольку не​значительные колебания процентного соотношения вряд ли могут указывать на какое-либо внутриклеточное пе​рераспределение этого элемента в онтогенезе животных. Следует также отметить, что возрастные особенности со​держания меди в митохондриях печени крыс хорошо со​гласуются с данными других авторов, полученными, правда, только на молодых и взрослых животных [474, 331] и людях [473].
Уровень меди в сердце и отдельных клеточных эле​ментах изменяется с возрастом так же, как и в ткани и клеточных фракциях печени: снижается к зрелому воз​расту и повышается у старых животных. Пожалуй, толь​ко в миокарде возрастные различия были более резко выражены, особенно в   цельной   ткани и   растворимой
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фракции. Митохондрии сердца содержат несколько больше меди в отличие от печени (примерно 55% всей тканевой меди), причем эта величина была практически постоянной у животных всех трех возрастных групп.
Литературные сведения о возрастных изменениях со​держания меди весьма противоречивы. Одни авторы указывают на повышение ее количества с возрастом [536], другие не отметили заметных   изменений ' [510,
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Рис. 25. Возрастная динамика уровня меди (1) и цин​ка (2)  в крови людей
548]. Имеются также сведения о снижении с возрастом уровня меди [6, 67].
Медь в крови людей в возрастном аспекте изучена более полно. Мы предприняли попытку на основании дан​ных литературы [35, 142, 153, 351] и полученных в на​шей лаборатории М. М. Коробенковой [83] составить единое представление о динамике меди в крови челове​ка в постнатальном онтогенезе. Если не принимать во внимание некоторые различия в абсолютных цифрах, ко​торые вполне закономерны в силу методических и других особенностей постановки экспериментов, то усредненная кривая, построенная на основании обобщенных данных, показывает весьма любопытную картину (рис. 25): высо​кий уровень меди во время развития и созревания орга​низма сменяется снижением содержания этого металла в зрелом возрасте, в пожилом возрасте можно наблюдать повторный подъем концентрации меди в крови, правда, он несколько менее выражен, чем в молодом возрасте. У лиц преклонного возраста наблюдается повторное сни​жение количества меди.
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Если отбросить крайние возрастные группы (особен​но преклонный возраст), то возрастная динамика уровня меди в крови человека напомнила бы изменения уровня меди* в тканях и клеточных фракциях печени и сердца белых крыс (см. табл. 33).
Надо думать, что такая возрастная динамика содер​жания меди может в определенной мере отражать на​правленность возрастных сдвигов активности внутрикле​точных ферментативных процессов, в функционировании
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Рис. 26. Возрастные изменения содержания
меди (1)    и   активности   цитохромоксидазы
(2)   в митохондриях печени крыс
которых принимает участие медь. Подтверждением это​му могут служить следующие наблюдения.
В отдельной серии исследований [96] мы определяли содержание меди и активность цитохромоксидазы в од​них и тех же образцах митохондрий печени крыс различ​ного возраста. Оказалось (рис. 26), что оба эти показа​теля в процессе жизни изменяются совершенно одинако​во. Расчет коэффициентов корреляции показал, что у молодых животных между активностью цитохромокси​дазы и содержанием меди существует достоверная поло​жительная коррелятивная зависимость (r=+0,55, t = = 2,5). У животных зрелого возраста удалось установить возможную взаимосвязь между этими показателями (г = = +0,38, ^=1,6). У старых животных какой-либо зависи​мости не найдено. Поэтому значительное накопление меди в старом возрасте может быть объяснено не толь​ко повышением  содержания  кофактора  биохимической
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реакции с тем, чтобы обеспечить высокий уровень актив​ности специфического металлофермента (например, ци-тохромоксидазы) в данный возрастной период, но обу​словлено, вероятно, и другими причинами. Например, не исключено, что высокий уровень меди в старости обуслов​лен способностью меди легко вступать в неспецифические реакции с белками и образовывать прочные металлобел-ковые комплексы. Во всяком случае, известно, что при избыточном поступлении меди в организм ее содержание te отдельных тканях может увеличиваться в 30 раз и бо​лее [501]. Такие неспецифические комплексы меди с бел​ками обнаружены при болезни Вильсона [473]. Хромато​графия белков печени и мозга на ДЭАЭ-целлюлозе пока​зала, что медь связывается не только с медьспецифи-ческими белками, но содержится в ряде белков, в которых в обычных условиях меди нет.
Неблагоприятные последствия избыточного накопле​ния меди в организме могут быть поняты исходя из пред​ставлений Бьеркстена, а.именно возможным участием металлов, обладающих переходными свойствами, в пе​рекрестном связываний. И далее. Одной из распростра​ненных концепций старения является свободно-радикаль​ная теория, выдвинутая Харманом. Он считает, что од​ним из факторов, способствующих увеличению скорости свободнорадикальных процессов, является медь, содер​жание которой, по его данным, в сыворотке крови людей от 25 до 70 лет увеличивается параллельно возрасту. Плазменная гиперкупремия сопровождается снижением в крови концентрации быстроокисляющихся веществ (аскорбиновая кислота, меркаптаны), что может вызы​вать повышенное образование перекисных соединений в крови, способствуя тем самым легкому отложению ли-пидных компонентов в стенках сосудов, то есть развитию атеросклероза. Представления Хармана, несомненно, заслуживают большого внимания. Пожалуй, лишь в стройную последовательность рассуждений Хармана не укладываются наблюдения некоторых авторов [83], ука​зывающих на снижение содержания меди в крови людей после 70 лет. Кроме того, индуктором повышенного уров​ня свободных радикалов в старом возрасте может быть не только медь.
Цинк. Содержание цинка в возрастном аспекте изу​чено достаточно полно.    Онтогенетические   особенности
*
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Таблица  34 Содержание цинка (мкг/г сырой ткани) в некоторых тканях человека
	Возраст, лет
	Почки
	Печень
	Миокард
	Аорта

	17—25 26—44 45—59 60 и старше
	48,9 48,5 48,6 48,9
	63,4 60,3 53,4 55.2
	28,1 37,2 36,1 29,4
	21,6 26,7 47,0 31,3


изменений уровня цинка в некоторых тканях человека были исследованы В. В. Гулько [55]  (табл. 34).
Анализ возрастных изменений концентрации этого металла в печени, почках, миокарде и ткани аорты не позволил выявить какой-либо общей закономерности. Так, в печени и особенно в почках уровень цинка был примерно одинаковым во всех возрастных периодах. В миокарде и аорте намечается некоторый подъем со​держания металла, сменяющийся в более старом возра--сте снижением. Примерно такая же картина возрастной динамики уровня цинка наблюдается в крови человека в постнатальном онтогенезе (рис. 25). Эти данные поза​имствованы из работ Т. Л. Дубиной [58] и М. М. Коро-бенковой[83].
Не наблюдается выраженного снижения цинка в кро​ви людей зрелого возраста. Это, вероятно, связано с тем, что цинк в отличие от меди, кроме участия в функциони​ровании ряда ферментов энергетического обмена, игра​ет важное значение в других функциональных системах организма. Т. Л. Дубина [59, 60] на основании анализа изменений содержания цинка в крови детей и подрост​ков отметила прямую зависимость между концентрацией цинка в крови, степенью физического развития и пе​риодом полового созревания.
Интересно, что в поджелудочной железе, относящей​ся к органам с высоким содержанием цинка, количество этого металла было примерно одинаковым у зрелых и старых крыс, причем у женских особей в старом возра​сте оно было даже несколько повышенным [94]. Однако имеются указания на снижение концентрации цинка в поджелудочной железе в процессе старения  [215].
184
Таблица  35
Содержание негеминного железа в некоторых органах крыс различного  возраста
	
	Возраст, мес.

	Орган
	
	
	

	
	1-1,5
	10-20
	24

	Печень
	126,1±7,Ю
	146,0±8,95
	185,0±13,4

	р
	<0
	,1                 <0
	,02

	Сердце
	46,0±2,5
	54,5±2,4
	50,0±2,6

	Р
	=0,
	05               >0
	Л

	Мышца
	3,90±0,66
	7,41±1,7
	5,30 ±0,50

	р
	<о,
	02                >0
	,1

	Митохондрии печени
	8,21±0,6
	7,72±0,7
	•6,80±0,8

	р
	>о,
	1                  >0
	,1

	Митохондрии мышц
	1,20±0,25
	0,57±0,16
	0,67±0,1

	р
	=0,
	05                >0
	,1


Примечание.  В тканях содержание железа выражено в мкг/г сырого веса, в митохондриях —мкг/\0мг белка.
Негеминное железо. Содержание железа, не входящего в геминовые ферменты, мы определяли в тка​нях сердца,, печени и скелетных мышцах, а также в мито​хондриях из двух последних тканей крыс различного возраста [95]. Выявить четких возрастных различий уровня данного металла нам не удалось (табл. 35). Если судить по абсолютным цифрам, то можно конста​тировать хорошо выраженную тенденцию к увеличению количества железа во всех трех исследованных тканях к зрелому возрасту. К старости в ткани печени уровень же​леза продолжает увеличиваться, в сердце и мышцах как будто снижается, но недостоверно. По данным литера​туры можно составить достаточно определенную карти​ну возрастной динамики железа. Результаты большин​ства авторов (см. подробнее [47, 29]) показывают, что в процессе жизни происходит постепенное накопление это​го металла в различных органах и тканях людей и экспе​риментальных животных.
В наших опытах не удалось продемонстрировать уве​личения уровня железа в старом возрасте в сердце и мышцах, что, вероятно» обусловлено формой определяе​мого железа. В отличие от других авторов мы определя​ли фактически только часть тканевого железа, его неге-минную форму.
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Что касается митохондрий, то в этой клеточной фрак​ции содержание негеминного железа либо существенным образом не изменялось с возрастом, либо показывало определенную тенденцию к снижению.
Неодинаковая направленность возрастных изменений железа в цельной ткани и митохондриальной фракции клетки позволяет предположить, что в процессе жизни происходит внутриклеточное перераспределение этого металла: тенденция к снижению количества металла, за​нятого в функционировании окислительных процессов, сопровождается накоплением его в других структурных элементах клетки. В работах Б. И. Гольдштейна и со​трудников [48] сообщается о том, что одной из клеточ​ных структур, где может накапливаться с возрастом же​лезо, является клеточное ядро, а точнее генетический ап​парат клетки.
Марганец и магний. Определение этих метал​лов мы проводили [160] только в цельной ткани печени и скелетных мышцах крыс трех возрастных групп (табл. 36). Как и в случае с железом, резких возрастных раз​личий в содержании магния и марганца отметить не уда-Таблица  36
Содержание магния и марганца в печени и мышцах крыс различного возраста
	Металл
	Возраст, мес.
	
	

	
	1
	6-8
	18—20
	

	
	Печень
	
	

	Магний
Р Марганец
Р
	3,50±0,13 <0 220±33,7 >
	2,67±0,13 ,001                 >С 202±18,2 0,1                    >С
	2,90±0, > 1 184±18 >,1
	15 ,0

	
	Мышца
	
	

	Магний
Р Марганец
Р
	3,0±0,33 <0 60,7±10,7
	1,96±0,20 ,02                  >( 42,0±6,7 ,1                     >(
	1,90±0
),1 39,0±7
),1
	,26 ,3


Примечание.   Содержание   магния выражено   в   мг %,    мар​ганца—в мкг% на сырую ткань.
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лось. К зрелому возрасту в обоих органах наблюдалось-только падение уровня магния. У более старых живот​ных концентрация магния заметным образом не изменя​лась. Марганец показывал незначительную тенденцию к снижению по мере увеличения возраста животных.
Аналогичные изменения содержания марганца в за​висимости от возраста отмечены для костной и других тканей человека [7, 152], печени белых крыс [61].
Интересные данные получены Г. П. Калининой [76] при изучении содержания магния в крови людей пожи​лого и старческого возраста. Было показано, что в веноз​ной крови в седьмом десятилетии наблюдается отчетли​вая гипермагнеземия при выраженной тенденции к повы​шению концентрации магния в плазме артериальной крови. В эритроцитах как венозной, так и артериальной крови уровень магния не подвержен существенным воз​растным изменениям. Последнее свидетельствует о том, что в старом возрасте количество внутриклеточного (зритроцитарного) металла почти такое же, как в более молодом возрасте. Автор делает заключение, что воз​растная плазменная гипермагнеземия является резуль​татом сниженного поступления магния в ткани верхних конечностей (изучалась проницаемость капилляров верх​них конечностей). Не исключено, однако, что сниженное поступление магния является следствием уменьшения потребности в этом металле органов и тканей, например, в силу сниженной активности общетканевого уровня ме​таболизма.
Магний и марганец чаще всего рассматриваются как металлы с одинаковым биологическим эффектом, во вся​ком случае, в опытах in vitro, о чем речь шла выше.
Вполне возможно, что в организме существует опре​деленная функциональная взаимосвязь между магнием и марганцем, которая в свою очередь определяет соответ​ствующие количественные соотношения между этими металлами.
В этой связи казалось интересным проследить, как с возрастом происходит изменение соотношения между со​держанием магния и марганца. Мы использовали собст​венные данные, полученные для печени и мышц крыс различного возраста. В обоих органах это отношение бы​ло самым высоким у зрелых животных по сравнению с молодыми и старыми.
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Аналогично паре показателей медь — цитохромокси-даза, которые показывают одинаковую возрастную дина​мику, мы также сравнили возрастные изменения общей АТФ-азной активности печени и скелетных мышц, кото​рая определялась в среде, не содержащей экзогенных активаторов, с рассчитанным отношением марганец/маг​ний. Оказалось (рис. 27), что и отношение, и общая АТФ-
 ю
'J
Молодые
Зрелые
Старые
Рис. 27. Возрастные изменения активности АТФ-
азы (/, 2) и отношения марганец/магний (3, 4)  в
печени (/, 3) и мышцах (2, 4) кры.с
азная активность с возрастом показывают одинаковую зависимость. Это может указывать на то, что для под​держания на соответствующем уровне активности фер​мента важное значение имеет не только абсолютное со​держание металла или металлов, но и определенное их соотношение. В данном случае хотя с возрастом и про​исходит некоторая потеря обоих металлов, организм все же строго сохраняет их соотношение.
Общая оценка изменения уровня в организме ряда металлов в связи с возрастом не дает оснований утвер-
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ждать о существовании каких-либо общих закономерно​стей изменений всех металлов в процессе индивидуаль​ного развития. Возрастная динамика содержания каж​дого эссенциального металла, по-видимому, имеет только для него характерную закономерность. При вни​мательном рассмотрении ряда экспериментальных фак​тов можно убедиться, что увеличение общего количества металлов в теле человека обусловлено главным образом элементами, не играющими существенной роли в процес​сах жизнедеятельности.
Содержание большинства существенных металлов, на​оборот, чаще имеет тенденцию к снижению с возрастом.. Но именно эти металлы и являются специфическими ко​факторами или активаторами внутриклеточных биохи​мических процессов. Исключение могут в этом отношении составить лишь железо, кальций и, по-видимому, медь,, содержание которых с возрастом увеличивается. Однако, что касается кальция, то его накопление происходит глав​ным образом в опорном аппарате организма (костная ткань, сосудистая стенка), т. е. в медленно обновляю​щихся элементах, которые притом не обладают высоким уровнем тканевого метаболизма. Что касается внутрен​них органов, то, например, по данным [360], содержание кальция в печени и селезенке человека в возрасте от 0 до 90 лет колеблется незначительно и увеличивается к старости лишь в почках, что может скорее указывать на повышенное выведение кальция из организма, чем на его. накопление. Это становится более понятным, если учесть, что для важных в биологическом отношении металлов организм располагает гомеостатическими механизмами, регулирующими баланс эссенциальных металлов, в та время как для несущественных элементов таковых ме​ханизмов нет. Именно последнее обстоятельство и созда​ет предпосылку для избыточного поступления различных металлов в организм из внешней среды. Задержка же их в организме и избыточное накопление обеспечиваются хорошо известным высоким сродством белков к неспе-. цифическому взаимодействию с металлами.
Поступление и содержание эссенциальных металлов определяются в первую очередь, вероятно, потребностью, в них соответствующих ферментных систем, с тем чтобы обеспечить  соответствующий  данному  возрастному  пе​риоду уровень метаболизма.
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Таблица   37
Накопление марганца в печени зрелых крыс при внутрибрюшинном его введении
	Доза введенного металла, мг/кг веса
	Содержание марганца, мкг %
	р (относительно контроля)

	Контроль 0,03 0,3 3,0
	248,41± 12,53     . 403,60 ±26,91 399,14±28,36   ' 446,91 ±32,26
	<0,001 <0,001 <0,001


У нас был проведен такой опыт [206]. Белым крысам в течение 4 недель внутрибрюшинно вводился марганец в виде хлористой соли в дозах 0,03; 0,3 и ЗД мг/кг веса животного. Оказалось (табл. 37), что независимо от вво​димой дозы в печени крыс металл накапливался пример​но в одинаковой степени (около 160% от контроля). Из этого следует, что организм ограничен от чрезмерного насыщения данным эссенциальным металлом благодаря существованию специфических систем, регулирующих его уровень.
Совершенно другое можно видеть в случае несущест​венного элемента. В книге А. О. Войнара [35] приводят​ся данные о том, что в процессе жизни содержание крем​ния в легких человека может увеличиваться в десятки раз. В результате хронического отравления (промышлен​ные силикозы) содержание кремния в легких может воз​расти еще в большей степени. Естественно, что следстви​ем такого накопления будет прогрессивное снижение «функциональной активности легочной ткани.
Возрастные особенности влияния марганца и ванадия на содержание убихинона
С целью изучения возрастных особенностей чувстви​тельности некоторых звеньев энергетического обмена к воздействию металлов в опытах, проведенных совместно с В., А. Леоновым и Н. Ф. Хмарой, исследовано влияние марганца и ванадия на уровень убихинона в митохон​дриях печени и ткани сердца белых крыс трех возрастных групп. В качестве воздействующего агента был выбран марганец, так как он является одним из немногих метал-
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лов, обмен и функция которого тесным образом связаны с рядом этапов липидного обмена и системой окислитель​ного фосфорилирования [294].
Ванадий был использован в опытах как антагонист марганца. Опыты проведены на крысах 6—8 недель, 10— 12 и 24—26 месяцев. В течение четырех недель живот​ным внутрибрюшинно вводили марганец в дозах 0,03; 0,3 и 3,0 мг/кг веса в пересчете на металл в виде хлори​стой соли. Контрольным животным делались инъекции соответствующего объема физиологического раствора. Примененные нами дозы и сроки введения в целом соот​ветствовали тем, которые использовали другие авторы [430, 1, 36, 80].
Как видно из табл. 38, марганец вызывает увеличение содержания убихинона в митохондриях печени и ткани сердца животных всех возрастных групп, хотя в зависи​мости от возраста эффект металла заметным образом отличался. Так, увеличение уровня убихинона в мито​хондриях печени молодых крыс наблюдалось у всех опыт​ных животных, и различные дозы марганца оказывали примерно одинаковый эффект.
У зрелых крыс достоверное увеличение убихинона наблюдалось только при введении марганца в дозе 0,3 мг/кг веса. У старых животных эффективной была только минимальная доза марганца.
Для ткани сердца получены несколько отличные ре​зультаты (табл. 39). У молодых крыс эффективными оказались дозы металла 0,3 и 3,0 мг/кг, у зрелых живот-
Таблица   38
Влияние марганца на содержание убихинона (мкг/г белка) в митохондриях печени крыс различного возраста
	
	
	
	Возраст, мес.
	

	Доза марганца,
	
	
	
	

	мг/ кг" веса
	1,5—2
	
	10—12
	24—26

	Контроль
	772,3±110
	,8
	1045,0±  70,3
	813,2± 59,4

	0,03
	1069,9± 89
	,7
	1237,7±П4,2
	1207,6± 120,3

	р
	<0,05
	
	>0,1
	<0,01

	0,3
	1163,7±90
	,6
	1448,1 ±159,8
	836,6±115,6

	р
	<0,01
	
	<0,05
	>0 1

	3,0
	1090,0± 83
	.9
	1265,6± 103,2
	782,8±  70,1

	Р
	<0,05
	
	>0,05
	>0,1
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Таблица 39
Влияние марганца на  содержание  убихинона (мкг/г белка) в ткани сердца крыс различного возраста
	Доза
	
	Возраст, мес.
	
	

	марганца,
	
	
	
	

	мг/кг веса
	1,5-2
	10—12
	24-26
	

	Контроль
	766,2 ±98,6
	1552,0±85,2
	1674,2±81,
	15

	0,03
	807,5 ±92,5
	1384,7 ±37,3
	1810,7±59,
	7

	р
	>0,1
	<0,001
	>0,1
	

	0,3
	1123,5±140,8
	2079,2 ±59,9
	1867,8±89,
	7

	р
	<0,05
	<0,001
	>0,1
	

	3,0
	1072,5±87,4
	1966,6±57,9
	1702,0± 131
	,2

	р
	<0,05
	<0,001
	>0,1
	


ных марганец достоверно увеличивал уровень убихинона во всех трех дозах. Содержание убихинона в сердце ста​рых крыс при введении марганца практически не изме​нялось.
Результаты показывают, что для каждой возрастной группы существует определенная индивидуальная зави​симость эффекта от количества применяемого вещества (фактор дозы). Понятие фактор дозы может отражать возрастную чувствительность к биологически активным веществам, в том числе и к металлам.
Изменение митохондриальнаго убихинона у молодых крыс под влиянием всех трех доз марганца позволяет предположить существенную биологическую активность марганца в молодом возрасте. Это находится в соответ​ствии с данными о более высокой потребности в марган​це детей,.чем взрослых [531, 551, 7]. Снижение чувстви​тельности у зрелых животных к минимальной дозе марганца объясняется, по-видимому, высокой устойчи​востью механизмов, регулирующих обмен убихинона. Эффект более высокой дозы металла (0,3 мг/кг), вероят​но, у половозрелых животных является лроявлением уже фармакологических свойств относительно больших доз марганца и не отражает биологической функции этого элемента в естественных условиях. Старые животные оказались наиболее чувствительными к минимальной до​зе металла.
Доза марганца 0,03 мг/кг веса, следовательно, может отражать возрастную чувствительность к металлу и од-
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новременно выступает в качестве биотического фактора. А. И. Венчиков [28] определяет биотическую дозу, как «концентрацию микроэлемента, не возбуждающую за​щитных функций физиологических барьеров».
Контролируя рост животных, мы наблюдали, что до​за марганца 0,03 мг/кг обеспечивала оптимальный рост животных, в то время как 0,3 мг/кг уже задерживала раз​витие молодых крыс [161].
В связи с этим изменения убихинона в ткани сердца в наших опытах вряд ли могут отражать особенности чувствительности к марганцу животных различного воз​раста, тем более, что при данном способе введения мар​ганец преимущественно концентрируется в печени [512] vl особенно в митохондриальной фракции   этого органа.
Для выяснения возрастных особенностей влияния ва​надия на уровень убихинона был поставлен опыт на бе​лых крысах 6—8 недель, 6 и 24—26 месяцев. Этим живот​ным в течение различного периода времени внутрибрю-шинно вводился ванадий в дозе 0,3 мг/кг веса в «виде ортованадиевокислого натрия. В описываемых здесь экспериментах варьировали только сроки введения вана​дия. Большинство исследователей применяли его в дозах 0,25—0,5 мг/кг веса [511, 84]. Доза 0,3 мг/кг рекомен​дуется в качестве терапевтической при лечении экспери​ментального атеросклероза [84]. Убихинон определяли через 1 и 4 недели после начала опыта в митохондриях печени и ткани сердца (табл. 40).
Прежде чем переходить к анализу возрастных особен​ностей влияния ванадия на уровень убихинона, следует отметить, что в течение всего опыта каких-либо призна​ков токсичности ванадия или задержки роста молодых животных не наблюдалось.
В зависимости от длительности введения ванадия (фактор времени) уровень убихинона у животных раз​личного возраста изменялся неодинаково. После недель​ного введения содержание убихинона в митохондриях пе​чени снижалось только у молодых и старых животных. У зрелых крыс отмечалось ^несущественное уменьшение его. Через 4 недели у зрелых животных содержание уби​хинона по-прежнему не менялось, у молодых проявля​лась тенденция к нормализации уровня убихинона, у ста​рых степень снижения его оставалась такой же, как и после недельного введения ванадия.
13. Зак. 578
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Т а б л и ц а   40
Влияние ванадия на содержание убихинона (мкг/г белка) в сердце и митохондриях печени крыс
различного возраста
	Вариант опыта
	
	
	
	
	Возраст, мес.
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	1,1
	)-2
	
	(
	>
	
	
	
	
	
	24—26
	

	
	
	
	
	
	длительность опыта.
	недель
	
	
	
	
	
	

	
	
	1
	
	4
	1
	
	4
	
	
	1
	
	
	4
	

	
	
	
	
	
	Митохондрии печени
	
	
	
	
	
	
	

	Контроль Опыт Р
	796,5 ±73,2 520,8±28,8 <0,01
	910
752
	,5±94,8 ,3±67,4
	1145,9± 103,6 927,3 ±43,0 >0,05
	1006,3±77, 810,4±67, >0,05
	5 6
	725,9 ±52 469,2 ±52 -   <0,001
	,4 ,2
	
	800,2 ±65 522,4±51 <0,001
	,8 ,2

	
	
	
	
	
	Ткань сердца
	
	
	
	
	
	
	
	

	Контроль Опыт
р
	1412,2±92,5 1146,5±76,8 >0,05
	1300,0± 110,0 1227,5 ±99,8 >0,5
	2269,5 ±144,4 2047,8±119,7
	2049 1914
	,7±122 ,1±99, >0,1
	,3 8
	1856,1 ±58 1628,6±97 >0,05
	,9 ,8
	
	1701,5±73 1509,8 ±79
	,5 ,9


Снижение уровня убихинона в ткани сердца было ме​нее выраженным. Отчетливая тенденция к снижению на​блюдалась только у молодых животных после недель​ного введения ванадия. Во всех остальных вариантах опыта снижение убихинона находилось в пределах 10% и было недостоверным, хотя общая тенденция сдвигов напоминает таковую для митохондрий печени.
Экспериментальные факты, полученные в опытах с марганцем и ванадием, дают возможность обсуждать возрастные особенности чувствительности биохимических систем к воздействию металлов, а также их реактив​ность.
О чувствительности в наших опытах можно судить по эффекту минимальной дозы марганца или в случае при​менения ванадия по изменению убихинона к концу пер​вой недели опыта. Результаты указывают на высокую чувствительность к марганцу и ванадию старых и моло​дых животных по сравнению со зрелыми.
О реактивности как способности организма развивать максимальную реакцию или выдерживать действие силь​ного раздражителя на основании наших опытов можно судить по изменению содержания убихинона при дейст​вий более высоких доз марганца или при 4-недельном введении ванадия. У старых крыс от применяемых высо​ких доз марганца не было стимулирующего эффекта, что свидетельствует об их низкой реактивности.
Еще один момент, на который хотелось бы обратить внимание. Это отмеченная тенденция к нормализации уровня убихинона к 4-й неделе опыта после введения ва​надия у молодых крыс и отсутствие такого эффекта у старых. Такой характер изменений может указывать на онтогенетические особенности адаптационных механиз​мов. Оказывается, несмотря на одинаковую высокую чув​ствительность у молодых животных наблюдается более совершенная адаптация к воздействию раздражителя, чем у старых.
Аналогичные результаты получены А. А. Чиркиным [212] при изучении адаптационных механизмов у крыс различного возраста при содержании их на атерогенной диете.
Проблема возрастной чувствительности и реактивно​сти достаточно подробно изучена В. В. Фролькисом и со​трудниками  [191]. Чувствительность в этих исследова-
J3*
.
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ниях оценивалась по минимальному количеству вещест​ва, вызывающего пороговые изменения обмена и функ​ции организма, реакционная способность — по макси​мальному изменению функции, возникающему при нара​стании концентрации вещества. Установлен ряд общих закономерностей, характеризующих чувствительность и реактивность в возрастном аспекте. Обоснованы следую​щие положения: по мере старения, как правило, проис​ходят повышение чувствительности и снижение реактив​ности физиолого-биохимических систем при воздействии активного начала, хотя имеются и некоторые исключе​ния; чувствительность организма по мере старения к раз​личным агентам изменяется неравномерно.
Приведенные здесь результаты практически полно​стью укладываются в эти представления.
Повышение чувствительности и снижение реактивно​сти в старом возрасте мы склонны объяснить «концен​трационным эффектом». Из классической энзимологии известно, что в зависимости от концентрации ингибитора или активатора биохимической реакции можно получить различный по знаку окончательный эффект. Имеют ме​сто случаи, когда по мере увеличения концентрации ак​тиватора начальное повышение скорости реакции сменя​ется ее угнетением и, наоборот, снижение концентрации ингибитора в некоторых случаях приводит к повышению ферментативного процесса.
Снижение по мере старения числа активных функци​ональных единиц, наступающее в силу разрушительно​сти процесса старения, естественно, приводит к относи​тельному повышению количества действующего агента на каждую оставшуюся функциональную единицу. В ре​зультате этого при одной и той же концентрации (мини​мальной) вещества старый организм ответит более силь​ной реакцией. Такой результат оценивается как повыше​ние чувствительности. При дальнейшем увеличении концентрации активного вещества может наступить мо​мент, когда у старого животного будут уже исчерпаны все потенциальные возможности той или иной системы или отдельной биохимической реакции/Изменение вели​чины исследуемого показателя у старого организма пос​ле этого момента может прекратиться, либо процесс пой​дет даже в обратном направлении. В более молодом воз​расте эффект будет нарастать.    Такая ситуация будет
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расцениваться как снижение реактивности в старом воз​расте. Необходимо учитывать также, что в условиях целостного организма в зависимости от химической при​роды исследуемого вещества, его сродства к конкретной биологической системе, специфичности показателя, по которому производится оценка эффективности активно​го агента, в конечном счете можно получить самый не​ожиданный результат как по степени сдвига активности изучаемого процесса, так и по знаку. Дело может услож​ниться еще в большей степени, если изучаемое вещество, обладает широким спектром биологической активности.
Итак, возрастная динамика уровня каждого эссенци-ального металла в организме имеет сложный, только данному металлу свойственный характер, что определя​ется, вероятно, особенностями течения и изменения ак​тивности биохимических процессов, в функционировании которых принимает непосредственное участие тот или иной металл. Во всяком случае, нет оснований утвер​ждать, что существуют какие-то общие закономерности возрастных изменений содержания всех металлов в сто​рону их возрастного снижения или увеличения. В этом отношении исключение могут составить только железо, уровень которого в процессе жизни постепенно увеличи​вается и, по-видимому, медь и кальций, содержание ко​торых также повышается с возрастом в отдельных тканях.
Что касается неэссенциальных металлов, то отсутст​вие гомеостатических механизмов, регулирующих их уро​вень, создает предпосылку для неограниченного их по​ступления в организм, а высокая способность к неспеци​фическому связыванию органическими макромолекула​ми — к избыточному накоплению со всеми вытекающими из этого неблагоприятными последствиями.
Результаты опытов по изучению влияния некоторых металлов на содержание убихинона свидетельствуют о повышении чувствительности и снижении реактивности и адаптационных возможностей в стареющем организме.
197
XI
ГЛАВА
НАПРЯЖЕНИЕ МЕТАБОЛИЗМА КЛЕТКИ —
ОСНОВНОЙ МЕХАНИЗМ ПРИСПОСОБЛЯЕМОСТИ
СТАРЕЮЩЕГО ОРГАНИЗМА
(Вместо заключения)
Таким образом, . разрушительность, неравномерность, приспособляемость — три основных обстоятельства, кото​рые предопределяют перестройку энергетики клетки при старении целостного организма.
Хотя нам и неизвестны причины, постепенно приво​дящие к гибели различные клетки организма, но, к сча​стью, процесс возрастного снижения клеточного баланса происходит неравномерно. Такое любопытное явление пока также не находит удовлетворительного объяснения. Возможно, гетерохронность гибели однородных клеток в условиях старения целостного организма является слу​чайным, вероятностным процессом. Не исключено также, что орган или ткань располагает каким-то резервом кле​ток, которые постепенно вовлекаются в выполнение основных системных или органных функций и поэтому неодновременно изнашиваются. Однако в любом случае логично предположить, что к оставшимся клеткам предъ​являются гораздо большие нагрузки с целью обеспече​ния и пластическим материалом, и энергией функции органа или физиологической системы. Какими же путя​ми это происходит? Через какие механизмы реализуется повышение работоспособности клеток стареющего орга​низма?
По-видимому, существует по меньшей мере два мо​мента, которые должны учитываться при обосновании идеи о напряжении метаболизма клетки в процессе ста​рения.
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Во-первых, многими исследователями было замечено увеличение числа ядер в тканях старых особей, увеличе​ние доли полиплоидных клеток. Такие факты, отмечен​ные первоначально морфологами, нашли в дальнейшем удовлетворительное подтверждение в биохимических ис​следованиях. Оказалось, что одно ядро, выделенное из тканей старых животных, содержит большее количество нуклеиновых кислот, чем ядра более молодых животных. Не противоречит этим наблюдениям и факт повышения в старом возрасте окислительных реакций пентозофос-фатного пути обмена углеводов, в результате чего дол​жен увеличиваться выход пентозофосфатов — предшест​венников синтеза нуклеиновых кислот.
Обнаруживаемые сдвиги в генетическом аппарате клетки при старении некоторые исследователи рассмат​ривают как благоприятное явление, в основе которого лежит адаптационно-приспособительный механизм, на​правленный на повышение трофики этих клеток.
С другой стороны, вполне возможно, что старческая полиплоидия является следствием «попытки» клеток ста​рых особей к делению с целью восполнения снижающе​гося по мере старения клеточного баланса органов и тка​ней. Такому делению, однако, может препятствовать вы​сокий уровень дифференцированности и специализации отдельных типов клеток. Если это действительно так, то изменения в генетическом аппарате клетки могут ока​заться для нее роковыми, являясь одним из пусковых механизмов всей дальнейшей перестройки внутриклеточ​ного метаболизма. Кроме того, неблагоприятные послед​ствия активации в старом возрасте окислительных реак​ций пентозофосфатного пути могут заключаться в том, что одновременно происходит увеличение в тканях уров​ня НАДФ — Нг, способного повышать скорость синтеза липидов.
Второй момент в обосновании идеи напряжения ме​таболизма клетки при старении относится к ее энергети​ческому обмену. Обсуждаемые в предыдущих главах экспериментальные факты с определенностью убеждают в том, что в процессе старения значительно интенсифи​цируется гликолитическая фаза энергетического обмена (активация системы гликогенолиза). При оценке возраст​ных изменений системы окислительного фосфорилирова-ния,  несмотря  на  некоторую противоречивость фактов,
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которая скорее всего обусловлена методическими особен​ностями постановки экспериментов, у нас нет оснований утверждать, что в процессе старения происходит сниже​ние энергообразовательной функции митохондрий. Толь​ко «сверхсопряжение» дыхания и фосфорилирования, ко​торое отмечали все исследователи, даже при неизменной скорости этих процессов позволяет утверждать, что в ста​рости существуют реальные условия для повышенного образования энергии в клетке за счет повышения степе​ни сопряженности дыхания и фосфорилирования в ми​тохондриях, хотя не исключено, что эти условия только потенциальные, и они могут быть реализованы не луч​шим образом.
В плане оценки функции энергообразования в старо​сти несомненный интерес представляют сведения об осо​бенностях изменений активности и направленности от​дельных звеньев цикла трикарбоновых кислот, который является конечным этапом в подготовке субстратов энергетического обмена для непосредственного их ис​пользования в системе окислительного фосфорилирова​ния. Изучение пируватдегидрогеназы и отдельных окис​лительных ферментов цикла Кребса показало, что по ме​ре старения их активность, как правило, возрастает. Сле​дует отметить при этом, что увеличивается активность только митохондриальных изоферментов цикла Кребса, естественно, если они в клетке локализованы гетероген-но. Активность цитоплазматических изоферментов ма-лат- и изоцитратдегидрогеназ, обеспечивающих в основ​ном синтетические процессы, в старости была снижена. Хотелось бы также отметить высокую степень активации а-кетоглютаратдегидрогеназной реакции, на уровне ко​торой совершается один акт субстратного фосфорилиро​вания.
В опытах с митохондриями печени крыс было обнару​жено повышение в старости активности глютаматдегид-рогеназы при сниженной активности реакций переамини-рования. Этот факт может указывать на повышенное ис​пользование в старом возрасте аминокислот в качестве субстратов энергообразующих систем.
Здесь уместно более подробно остановиться на воз​растных особенностях содержания и использования ис​ходных субстратов энергетического обмена. Данные не​которых авторов    могут    указывать на    существование
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определенного дефицита субстратов (или, возможно, по​вышенного их расходования) в старом возрасте. Напри​мер, Л. Н. Богацкая и А. А. Пашкова установили сниже​ние в миокарде старых животных содержания гликогена и эндогенных углеводов, что хорошо согласуется с акти​вацией гликогенолиза у этих же животных. В нашем распоряжении нет сведений о содержании в тканях ста​рых животных субстратов цикла трикарбоновых кислот, однако различия в скорости поглощения кислорода не​которыми тканями при окислении эндогенных и экзоген​ных субстратов позволяют предположить, что их уровень в старости снижен. Не противоречит такому заключению и снижение в сердечной мышце уровня пирувата при одновременном возрастании содержания молочной кис​лоты.
В какой-то мере дискуссионным остается вопрос о возрастных особенностях использования жирных кислот для покрытия энергетических нужд клетки. А. А. Пашко​вой было показано довольно глубокое падение интенсив​ности окисления каприловой кислоты миокардом старых животных, правда, по сравнению с этим показателем у молодых одномесячных крыс. Скорость окисления аце​тата была примерно одинаковой у зрелых и старых жи​вотных. Стрелер и сотрудники также не отметили отчет​ливых изменений в окислении (3-оксибутирата митохон​дриями некоторых тканей. В связи с этим можно согласиться с предположением о том, что скорее всего с возрастом происходит снижение использования жирных кислот за счет нарушения начальных этапов их обмена, тогда как непосредственное окисление конечных продук​тов распада жирных кислот в цикле трикарбоновых кис​лот при старении организма не претерпевает заметных изменений.
Таким образом, большинство экспериментальных дан​ных не позволяет утверждать о снижении по мере ста​рения организма функции основных энергообразующих систем клетки. Чаще всего в опытах наблюдается либо повышение их эффективности, либо она с возрастом су​щественным образом не изменяется. Однако, несмотря на это повышение, запас энергии в тканях при ста​рении снижен. Безусловно, такое положение в первую очередь обусловлено снижением числа энергообразую​щих единиц в тканях при старении. Тем не менее особен-
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ности изменения концентрации в тканях отдельных ком​понентов, определяющих величину фосфатного потен​циала, и в частности значительное повышение продуктов реакций дефосфорилирования (АДФ и неорганического фосфата), позволяют предположить, что в старом возра​сте имеет место повышение расходования энергии в энд-эргонических реакциях. Следует сразу оговориться, что такое предположение не подразумевает нарушения сте​хиометрии биохимических реакций. Под этим имеется в виду либо повышение скорости реакции, либо увеличение количества фермента, катализируемого данную реакцию.
К сожалению, для обоснования последнего предполо​жения имеется значительно меньше экспериментальных фактов, чем, например, в отношении оценки возрастных изменений функции систем, генерирующих энергию. К таким данным могут быть отнесены результаты, ука​зывающие на повышение, дефосфорилирующей активно​сти некоторых структурных элементов клетки и изоли​рованных белков (мышечного миозина и митохондриаль-ного контрактильного белка).
В. В. Фролькис и сотрудники на основании опытов с радиоактивным фосфором высказывали, например, мне​ние о повышении его проницаемости в клетки старых жи​вотных. На увеличение скорости процессов активного мембранного транспорта могут указывать данные о по​вышении скорости всасывания меченого метионина в ки​шечнике старых крыс и т. д.
Необходимо заметить, что идея о повышении в ста-, рости расходования энергии может быть и не так убеди​тельно обоснована экспериментальными фактами, но ду​мается, что даже немногочисленные сведения, которые здесь-обсуждались, должны послужить предпосылкой для углубленного изучения состояния эндэргонических процессов в старом возрасте и особенно процессов мем​бранного транспорта, биосинтеза отдельных белков, ну​клеиновых кислот и т. д.
С учетом изложенного выше была предпринята по​пытка составить хотя бы примерную схему перестройки внутриклеточного метаболизма, которая происходит в процессе старения организма. Эта схема приведена на рис. 28, где сплошными линиями показаны те звенья об​менных процессов, активность которых в старом возра​сте повышена, пунктирными линиями обозначены этапы,
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Рис. 28. Примерная схема изменений   внутриклеточного   энергетического обмена при   старении организма
активность которых в старости снижается либо не изме​няется. Автор отдает себе отчет, что данная схема далека от совершенства. Естественно, что здесь должны быть учтены органная специфичность биохимических процес​сов, степень дифференцированности тканей, их функци​ональная специализация, гетерогенность популяционно-го состава тканей, способность их к регенерации и т. д.
В определенной мере несовершенство этой схемы обу​словлено недостаточной изученностью отдельных этапов внутриклеточного метаболизма.
Это в первую очередь относится к исследованиям, на​правленным на выяснение обменных сдвигов в изолиро​ванных клетках, которые стареют в условиях целостного организма. Необходимость проведения такого рода ис​следований видна хотя бы из результатов, которые были получены в опытах на эритроцитах различного возраста, хотя красные клетки крови и не являются идеальным объектом для такого рода наблюдений. Тем не менее даже в опытах на эритроцитах удалось показать разно​направленный характер изменений одного и того же по​казателя при старении клетки и целостного орга​низма.
Основные представления о природе функциональной взаимосвязи отдельных этапов энергетического обмена клетки, его регуляции и имеющийся фактический мате​риал по возрастным особенностям изменений этих этапов позволяют совершенно по-новому подойти к оценке со​стояния энергетики клетки при старении организма. В наиболее общей форме основные сдвиги в энергети​ческом обмене могут быть охарактеризованы следующим образом.
Старение организма сопровождается значительной интенсификацией энергетических процессов в клетке, причем как занятых в сфере энергопродукции, так и про​цессов, протекающих с затратой энергии, то есть ста​реющая клетка находится в состоянии активной работы. Такое положение может быть оценено как состояние мак​симального напряжения энергетического обмена клетки, состояние полного исчерпания его потенциальных и ре​зервных возможностей. Вполне возможно, что клетка погибает именно в состоянии максимального напряже​ния функции энергообразующих систем и полного исто​щения ее энергетических ресурсов.
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По этому поводу В. Н. Никитин в личном сообщении отмечал, что изменения отдельных звеньев энергетическо​го обмена, хотя и характеризуются наиболее общей на​правленностью снижения полноценности в старом возра​сте, выявляют в разных органах различные адаптацион​ные приспособления к «судорожному» поддержанию нормального уровня метаболизма в стареющих тканях. В старости клеткам и тканям приходится решать гораз-
1
Возраст
Рис. 29. Двухфазный характер течения метаболических процес​сов в онтогенезе
до с большим напряжением и при менее благоприятных условиях ферментативного обеспечения трудные задачи обслуживания энергетических затрат на поддержание прежнего жизненного тонуса и функциональных на​пряжений.
В свете представлений о постепенном напряжении метаболизма в отдельных группах клеток по мере старе​ния целостного организма интересно, как изменяется ин​тенсивность обменных процессов на тканевом уровне. В процессе изложения фактического материала неодно​кратно приводились экспериментальные факты, указы​вающие на повышение интенсивности того или иного по​казателя в различных тканях по мере старения. Нагляд​ным примером этому может служить значительное повышение активности гликогенолиза. Даже скорость потребления кислорода некоторыми тканями (например, скелетными мышцами) в процессе старения возрастает. Правда, такое повышение можно было наблюдать толь-
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ко в тканях некоторых возрастных групп животных, от​носящихся к «предстарческому» возрасту. В процессе дальнейшей жизни активность тканевого дыхания не​уклонно снижалась. Не исключено поэтому, что на опре​деленном этапе старения происходит некоторое повыше​ние общетканевой активности метаболических процес​сов, которая затем уже постепенно снижается до какой-то минимальной, критической величины, несовместимой с жизнью организма.
Такой возможный «всплеск» общетканевой активно​сти метаболических процессов на ранних этапах старения показан на рис. 29 (сплошная линия). Пунктирными ли​ниями обозначены вероятные изменения интенсивности процессов жизнедеятельности в отдельных группах кле​ток стареющего организма.
Таким образом, изменения активности метаболизма тканей в процессе индивидуального развития носят, по-видимому, двухфазный характер с выраженным подъе​мом в период роста и развития организма и на начальных этапах старения. Несомненно, что природа и механизмы повышения активности обменных процессов на ранних и более поздних этапах онтогенеза различны. В последнем случае повышение интенсивности любого показателя ука​зывает на включение резервных, приспособительных ме​ханизмов и, возможно, является первым признаком на​двигающегося для организма неблагополучия.
К сожалению, отсутствие параллельных и динамич​ных наблюдений, проведенных на большом количестве возрастных групп, относящихся к поздним периодам он​тогенеза, а также исследований функции изолированных клеток с различной степенью выраженности возрастных изменений не дают возможности установить, на каких этапах старения 'наступают изменения основных пара​метров метаболизма клетки и в первую очередь в систе​мах энергоснабжения и генетической программе.
Такие исследования позволили бы определить первич​ные, пусковые механизмы старения, они ответили бы на вопрос, наступают ли вначале сдвиги в генетическом аппарате клетки, а напряжение энергетического обмена уже является следствием этих нарушений или же, наобо​рот, только после исчерпания резервных возможностей энергетики клетки происходят уже изменения в ядерном аппарате.
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Не ясна также последовательность развивающихся событий в собственно энергетическом обмене клетки при старении: снижается ли вначале энергетический потен​циал, а затем уже происходит повышение скорости гли-колитической и аэробной фаз энергетического обмена или же на начальных этапах старения происходит посте​пенное включение резервных возможностей энергообра​зующих систем и лишь после полного исчерпания этих возможностей снижаются запасы энергии. На эти и мно​гие другие вопросы можно будет ответить после даль​нейших тщательных исследований.
В свете представлений о напряжении метаболизма клетки по мере старения несколько по-иному вырисовы​вается проблема стимулирующего воздействия на старе​ющий организм. Как уже отмечалось выше, для таких це​лей часто используются различные поливитаминные пре​параты, содержащие иногда в своем составе некоторые металлы. Благоприятный эффект витаминотерапии в ста​рости связывается с восполнением поливитаминной не​достаточности. Однако, если под полигиповитаминозом подразумевать дефицит кофакторов биохимических реак​ций, то анализ результатов многих экспериментальных исследований не всегда позволяет согласиться с таким заключением. Создается впечатление, что в основе дейст​вия витаминов на стареющий организм скорее всего ле​жит неспецифический эффект, в результате чего, вероят​но, повышается общий уровень метаболических процес​сов. В этой связи возникает ряд вопросов: есть ли смысл повышать и без того напряженную деятельность кле​ток старого организма? И если да, то до какого пре​дела?
Хотелось бы быть правильно понятым. Автор этих строк не отрицает возможности использования витами​нов пожилыми и старыми людьми, особенно если данно​му возрасту сопутствуют различные хронические заболе​вания. Однако в равной степени у него нет оснований ратовать за повальное и бесконтрольное их применение в гериатрической практике.
Для выяснения целесообразности использования ви​таминов и оценки эффективности витаминотерапии дол​жен быть разработан комплекс надежных и специфичес​ких критериев оценки степени обеспеченности организма каждым витамином.
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Аналогичные рассуждения можно провести и в отно​шении возможности использования некоторых металлов (микроэлементов) в качестве стимулирующих факторов. В случае с металлами, однако, дело еще осложняется тем, что некоторые из них способны накапливаться в з«а-чительных количествах в организме, вступать в неспеци​фическое взаимодействие с белками и нуклеиновыми кислотами, образовывая труднообмениваемые не свойст​венные для нормального метаболизма  макрокомплексы.
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В свете трех основных представлений о природе процесса
/
старения — разрушительности, неравномерности, приспособляв-
/
мости — рассмотрены возрастные особенности перестройки энер-
V.
гетического обмена клетки. Выдвинуто положение, что по мере
старения организма происходит постепенное повышение актив​
ности клеточных биоэнергетических процессов.    Обсуждаются
/"
также особенности обеспеченности стареющего организма вита-
^
минами и металлами.— Библиогр.: с. 209—227.
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