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ВВЕДЕНИЕ В ГЕПАРИНОЛОГИЮ

История гепарина началась в первой четверти 20 в., когда в 1916 г. Мак-Леан в лаборатории Хоуэлла впервые обнаружил гепарин в печени собаки. Через двадцать лет он был применен в чистом виде в клинической медицине.
Такой несколько необычно длинный период «инкубации» для лекарственного препарата объясняется сложностью и своеобразием его химической структуры, до конца не ясной даже в настоящее время. Хорошо известно, что гепарин относится к группе мукополисахаридов, а именно эта группа веществ представляет большие трудности для получения гомогенных препаратов и их очистки. Достаточно сказать, что метод его получения был разработан спустя 17 лет после его открытия.
Историческая справедливость требует указать, что еще в 1884 г., работая с сердечно-легочным препаратом, И.П. Павлов указал на то, что свертывание крови, оттекающей из легких, замедлено. В 1892 г. Шмидт сделал попытку выделить из печени противосвертывающее вещество, названное им цитоглобином (Маркосян, 1969). 
А.А. Маркосян в своей книге «Физиология свёртывания крови» рассматривает вопросы, связанные с регуляцией свёртывания крови, обращая особое внимание на влияние нервной системы на процесс гемокоагуляции. Экспериментальные данные автора свидетельствуют о регуляторном влиянии вегетативной нервной системы, ретикулярной формации, мозжечка, гипоталамуса, коры больших полушарий как на процесс свёртывания крови вообще, так и на уровень эндогенного гепарина в частности.
Накоплен огромный экспериментальный материал об изменениях процессов свёртывания крови при раздражении рецепторов сосудистых рефлексогенных зон физиологически активными веществами: адреналином, ацетилхолином, инсулином или повышением кровяного давления, т.е. факторами, являющимися не специфическими для свёртывания крови, не вызывающими наряду с другими вегетативными реакциями изменения в свёртывании крови. Для изучения действия специфического для процессов свёртывания крови вещества и для раскрытия механизма саморегуляции системы свёртывания крови, если они связаны со специфическим для свёртывания веществом, должно быть изучено действие такого физиологического раздражителя, который непрерывно образуется в организме и является непременным участником процессов свёртывания крови. Только при этих условиях в процессе эволюции могли возникнуть хеморецепторы, улавливающие концентрацию указанного веществ или подобных веществ. Таким веществом является гепарин (Маркосян, 1966). 
Многочисленные исследования, проведённые разными авторами показывают, что внутривенное введение животным массивных доз тромбина или тромбопластина, вызывающего эндогенный тромбиногенез, приводит или к образованию массивных сгустков в сосудах, или к диссеминированному свёртыванию крови. При этом отмечается развитие состояния гипокоагуляции, иногда приводящее к геморрагическим осложнениям.
 Симптомокомплекс, возникающий вследствие появления в кровотоке относительного избытка тромбина, большинством авторов объясняется использованием фибриногена и ряда других факторов на осуществление внутрисосудистого свёртывания крови. Было предложено специальное название «коагулопатия потребления»  для подобного характера наблюдаемых геморрагических осложнений. Не подлежит сомнению факт, установленный разными авторами, что при избытке появляющегося в кровотоке тромбина могут образовываться сгустки крови. Однако установлено, что сгустки крови в здоровом организме чрезвычайно быстро подвергаются лизису (Кудряшов, 1975). 
 Однако следует иметь в виду, что проблема сводится не к констатации или отрицанию появления макроскопических или микроскопических отложений  фибрина в сосудистом русле вследствие введения в кровоток или образования в кровотоке тромбина, а к необходимости вопроса: возбуждается или не возбуждается в этих условиях активная физиологическая реакция организма, противодействующая возникновению и распространению тромбоза? Во всех случаях явления «дефибринации» или «коагулопатии потребления» независимо от того, имело ли место массивное или внутрисосудистое тромбообразование, всегда наблюдалась гипокоагуляция, часто сопровождающаяся понижением концентрации фибриногена и некоторых других свёртывающих факторов. Анализ указанной проблемы свидетельствует о том, что этот сложный симптомокомплекс является следствием активной реакции организма и что эта реакция обеспечивается физиологической системой, названной «противосвёртывающей системой» (Кудряшов, 1975). 
Первая физиологическая противосвёртывающая система (ППС) осуществляет функцию нейтрализации тромбина в циркулирующей крови при условии его медленного образования и когда его концентрация не достигает высокого уровня. Блокада процесса тромбиногенеза происходит через посредство взаимной инактивации тромбина и фактора VIII. Тромбин также подвергается разрушению непосредственным действием плазменного антитромбина и удаляется из плазмы путём поглощения ретикулоэндотелиальной системой. Таким образом, в представлениях о первой противосвёртывающей системе имелись в виду постоянный фон прямого действия  естественных антикоагулянтов, присутствующих в кровотоке, и клеточные механизмы инактивации или связывания тромбина, или производных фибриногена и других свёртывающих белков без участия рефлекторной гуморальной системы.
В случае лавинообразно нарастающего возникновения тромбина в кровотоке, угрожающего организму тромбообразованием, ППС не может осуществлять полноценную защитную реакцию. Последняя обеспечивается рефлекторно-гуморальной реакцией второй противосвёртывающей системой (ВПС). Принцип действия ВПС заключается в том, что при достижении в циркулирующей крови пороговой концентрации тромбина хеморецепторный аппарат кровеносного русла подвергается возбуждению. Хеморецепторы посылают импульс по рефлекторной дуге. В результате чего возникает эффекторный акт, характеризующийся выбросом в циркулирующую кровь гепарина и активаторов фибринолитического процесса. В результате появления в крови относительного избытка гепарина блокируется активность тромбина, а также активируется липопротеидная липаза крови, обеспечивающая «просветление» плазмы при пищевой липемии, способствующей тромбиногенезу (Кудряшов, 1975; Кудряшов и др., 1992).

В организме человека и животных гепарин содержится и синтезируется в основном в тучных клетках. Гепарин – наиболее часто применяемый в клинической практике антикоагулянт, в основном получают из тканей животных. Физиологические функции гепарина, в конечном счете, определяются свойствами и физиологическими функциями тучных клеток, а также природой веществ, с которыми гепарин «соседствует» в гранулах тучных клеток. При патологии любого генеза наблюдается снижение числа тучных клеток, их дегрануляция, а в тяжелых случаях – замещение нормальной популяции тучных клеток незрелыми тучными клетками с совершенно другими цитофизиологическими признаками. Основной причиной изменения фенотипа и функции популяции тучных клеток может быть истощение пула гепарина в гранулах. Главным фактором, определяющим центральные и периферические эффекты действия гепарина, является способность этого медиатора тучных клеток образовывать комплексные соединения с различными активными сигнальными веществами, выполняя роль организующей или даже оптимизирующей среды – матрикса, функционирующей физически и химически (Кондашевская, 2011).
Определяющее значение при комплексообразовании гепарина с различными веществами имеет наличие ионной связи, и от реакции среды зависит взаимодействие гепарина с различными агентами (Ляпина и др., 1979). Важную роль играют также и водородные связи. На основании рентгеноструктурных исследований установлено, что сильнополярные карбоксильная и сульфоновая группы гепарина ответственны за реализацию как физико-химических, так и макромолекулярных свойств гепарина.
Реакция комплексообразования следует простому закону соотношения масс: имеет место более или менее выраженная диссоциация, и при равновесии в растворе всегда присутствуют свободные вещества. Константа диссоциации комплекса понижается при денатурации, кислой рН, в присутствии липидов. 
Гепарин способен образовывать комплексы с положительно заряженными ионами металлов (Ляпина и др., 1989; Кудряшов, Ляпина, 1982) и с органическими катионами. Гепарин образует комплексы с природными аминокислотами, с их производными, а также с синтетическими аминокислотами. Аминокислоты могут быть в D-, L- или DL-формах. Комплексы гепарина с аминокислотами довольно стабильно сохраняют антикоагулянтный и антилипемический эффект при прохождении таких комплексов через слизистые оболочки тела.
Гепарин образует комплексы с различными аминами: серотонином, норадреналином, адреналином, гистамином (Кудряшов и др., 1978; Кудряшов и др., 1985; Кудряшов и др., 1990).
 Комплексы адреналин—гепарин и норадреналин—гепарин были получены in vitro при соотношении гепарин:амин, равном 3:1. Комплексообразование гепарина с адреналином обусловлено в основном образованием водородных связей между аминогруппами адреналина и гидроксильными и карбоксильными группами гепарина. Взаимодействие адреналина с гепарином приводит к образованию высокомолекулярного комплекса, не только имеющего более высокий молекулярный вес, чем исходные соединения, но и отличающегося тем, что входящие в него молекулы составных веществ, очевидно, изменяют свою конформацию. Вступая в комплекс с гепарином, адреналин теряет присущие ему физиологические свойства: перфузия переживающего изолированного сердца лягушки раствором комплекса адреналин-гепарин не вызывала никакого эффекта, в то время как перфузия эквивалентным по концентрации раствором адреналина (10-6 М) давала обычный, хорошо выраженный инотропный эффект. Антикоагулянтные и фибринолитические свойства гепарина сохраняются (Кудряшов и др., 1986).
Показано, что присутствие гепарина и гистамина в крови в физиологических условиях приводит к их взаимодействию, результатом чего является изменение скорости свертывания крови. При разрушении гранул тучных клеток и базофилов, распадается белковый комплекс, связывавший гепарин в клетке, и освобождающиеся гепарин и гистамин взаимодействуют между собой. Ряд исследователей считают, что гепарин и гистамин образуют солеобразный комплекс, и указывают на ионное взаимодействие между гепарином и гистамином (Ерзинкян и др., 1977). На способности гепарина локализовать гистаминазу и  гистамин  основаны его противовоспалительные и антиаллергические свойства. Комплексы гепарина с гистамином также проявляют антикоагулянтные и фибринолитические свойства (Кудряшов и др., 1990).
Сродство гепарина и серотонина выражено в значительно меньшей степени (в 4 раза), чем сродство гепарина и гистамина, но имеет немаловажное значение для организма (Ляпина и др., 1989). Экспериментально показано, что при определенных условиях гепарин и серотонин соединяются друг с другом; оптимум взаимодействия в водных растворах при рН 5,0—5,5. Установлено, что для связи 1 мг серотонина необходимо 15 мг гепарина. В экспериментах на животных удалось показать, что основное количество серотонина, выделяющееся из тромбоцитов при введении в кровоток животных тромбина, связывается с гепарином, образуя с ним комплекс. Комплекс гепарин—серотонин был получен в относительно чистой системе in vitro и выделен in vivo из крови при осуществлении защитной реакции противосвертывающей системы в ответ на появившийся в кровотоке тромбин. Данный комплекс обладает высокой антикоагулянтной и неферментативной фибринолитической активностью на нестабилизированный фибрин (Кудряшов и др., 1978).
В живом организме гепарин обнаруживается в крови в виде молекулярных комплексов с различными белками плазмы. Наличие в структуре молекулы гепарина большого количества анионных группировок, расположенных через короткие интервалы, создает электроотрицательную оболочку с различной плотностью заряда. Вследствие этого молекула гепарина способна присоединять к себе не только положительные, но и менее чем гепарин, заряженные отрицательно белки (Ульянов, Ляпина, 1977).  
Особенность комплексообразования гепарина с белками зависит от структуры и гепарина, и белков. Фибриллярные белки чаще образуют комплексы, чем глобулярные. Взаимодействие гепарина с белками зависит от концентрации белков, концентрации гепарина, неорганических и органических электролитов, ионов водорода. Хотя гликозаминогликаны имеют гетерогенный состав, уникальные структурные детерминанты в пределах полисахаридной цепочки, они взаимодействуют со строго определенными белками. 
При комплексообразовании гепарина с белком обнаружено электростатическое взаимодействие. Гепарин соединяется с белками при значениях рН, находящихся между изоэлектрическими точками компонентов комплекса. При рН ниже изоэлектрической точки белка гепарин соединяется с его катионными группами и вызывает осаждение белка (Ляпина и др., 1979). Гепарин как одноосновная кислота образует с белками соли, которые прочны в кислой среде в том случае, если изоэлектрическая точка белков находится в кислой среде. С белками же основного характера, такими, как гистоны или протамины, гепарин образует прочные комплексы в щелочной среде. При наличии в растворе нескольких белков гепарин распределяется между ними согласно их относительной концентрации и констант диссоциации образующихся соединений, что, вероятно, имеет биологическое значение. В результате связывания гепарином белков их физиологическая активность обычно изменяется (Чазов, Лакин, 1977; Хомутов, Орлов, 1987)
Комплексообразование с гепарином может индуцировать структурные изменения комплексующейся молекулы, например, изменения конформации полипептидов. На примере сополимеров L-лизин:L-фенилаланин (1,4:1) с L-лизин:L-тирозин было установлено, что гепарин способствует вторичным структурным изменениям в сополимерах лизина. Конформационные изменения приводили при этом к появлению - или -спирали, причем природа взаимодействия определялась аминокислотами, расположенными рядом с катионным остатком. При наличии в растворе нескольких белков гепарин распределяется между ними согласно их относительной концентрации и констант диссоциации образующихся соединений, что, вероятно, имеет биологическое значение. В результате связывания гепарином белков их физиологическая активность обычно изменяется (Chen, Van der Meer, 1994; Liang et al., 2008).
Методами электрофоретического анализа, спектрофотометрии, седиментационного ультрацентрифугирования доказано образование комплексов гепарина с белками in vitro. В условиях in vitro получены комплексные соединения гепарина с очищенными белковыми компонентами плазмы крови: фибриногеном (Ерзинкян и др., 1979); тромбином; протромбином (Ляпина и др., 1979); тромбопластином (Кудряшов и др., 1978); антитромбином III (Кудряшов и др.,1982); плазмином (Кудряшов и др., 1982); антиплазминами; тканевым активизатором плазминогена, альбуминами, - и -глобулинами, -липопротеинами.
Гепарин может значительно изменять проницаемость мембран для различных ионов и соединений. Его введение вызывает накопление калия в клетках, блокирует электростимулируемый кальциевый ток мышечных клеток. В физиологических концентрациях гепарин активирует перекисное окисление липидов эритроцитов, что также может изменять проницаемость мембраны (Куликов и др., 1976). Однако есть данные, что гепарин стабилизирует пероксидазу лейкоцитов, ингибирует перекисное окисление липидов и активность лизосомальных ферментов в печени, особенно у старых животных (Макарова, 1977). Показано, что гепарин способен ингибировать перекисное окисление липидов и снижать уровень малонового диальдегида в крови крыс, подвергшихся воздействию сигаретного дыма (Guyton, Hall, 2006; Freitas et al., 2010). 
Гепарин стабилизирует мембраны лизосом и митохондрий (Дубинина, Надирова, 1973). Кроме того, он усиливает процессы пиноцитоза (Tarnawski, Wajdavicz, 1970). Связывание гепарина с мембранами может происходить по типу лиганд-рецепторного взаимодействия. Гепарин способен взаимодействовать с различными рецепторами гликозаминогликанов. На мембранах нейронов мозга имеется своеобразный HB-GAM-белок (Heparin-Binding Growth-Associated Molecule), который связывает гепарин и гепарансульфат и участвует в росте нейритов перинатальных нейронов мозга in vitro (Kinnunen et al., 1998).
Практически все комплексные соединения гепарина с белками и аминами обладают антикоагулянтным действием, растворяют нестабилизированный фибрин в присутствии больших количеств ингибиторов ферментативного фибринолиза, а также препятствуют  начальным стадиям тромбообразования, то есть проявляют антитромботический эффект благодаря ингибированию фактора XIII, усилению нейтрализации тромбина в кровотоке, задержке агрегации тромбоцитов, устранению действия антиплазмина.
Комплексообразование гепарина с находящимся в плазме белковым ингибитором сериновых протеиназ – антитромбином III – способствует проявлению его антикоагулянтной активности. В составе этого комплекса гепарин каталитически ускоряет нейтрализацию антитромбином III тромбина и некоторых факторов свертывающего каскада IXa, XIa, Xa и др. Связывание гепарина с антитромбином III cпособствует возникновению переходного активированного комплекса, увеличивающего активность фактора в во много сотен раз. При этом активный центр гепарина (олигосахаридный фрагмент, состоящий из 12 моносахаридных единиц с N-сульфатированными D-глюкозаминовыми остатками), связываясь с лизиновыми остатками антитромбина III, стимулирует конформационную перестройку молекулы ингибитора, делая его активный центр более благоприятным для комплементарного взаимодействия с активированным фактором свертывания. Таким образом, активированный гепарином антитромбин III, взаимодействуя с активным центром фактора свертывания, предотвращает его участие в процессе гемокоагуляции. Взаимодействие гепарина и антитромбина III строго специфично, и ни один из протеогликанов не может заменить его. Исключение составляет гепарансульфат, действующий как антикоагулянт, но только в исключительно высоких концентрациях. Специфическая активность гепарина монотонно снижается с уменьшением его молекулярной массы (Кудряшов и др., 1990).
Гепарин способен образовывать комплексы с проколлагеном и коллагеном. При этом увеличивается степень фибриллообразования, по-видимому, за счет электростатического взаимодействия  гепарина с коллагеном.
Комплексы гепарина с белками и аминами - эффективные средства, обеспечивающие организм реактивным гепарином и вызывающие более сильные регуляторные физиологические реакции, чем гепарин в эквивалентных дозах (Ляпина и др., 1989).
Комплексы гепарина с молекулами могут выполнять своего рода депо как гепарина так комплексующихся физиологически активных соединений и in vivo, и in vitro. Например, сродство гепарина к фибриногену выше, чем к адреналину, при диссоциации комплекса адреналин-гепарин гепарин может переходить на фибриноген с образованием комплекса фибриноген-гепарин, поэтому последний может выполнять роль своеобразного депо гепарина (Ульянов, Ляпина, 1977).
Глюкозаминогликаны, в том числе и гепарин, могут входить в состав гликокаликса клеток и влиять тем самым на электрический заряд, рН и активность ферментов. Оболочка, состоящая из глюкозаминогликанов, может участвовать в регуляции многих клеточных процессов: адсорбции, транспорте веществ, электрическом заряде клетки, иммунологических реакциях и др. При связывании с поверхностью мембран структура и подвижность молекулы гепарина слабо изменяется, сохраняются в полной мере его антикоагулянтные и другие свойства (Chen, Van der Meer, 1994). Глюкозаминогликаны являются составной частью некоторых видов рецепторов. Например, гепаран-сульфат входит в структуру встроенного в мембрану протеогликана синдекана, определяющего эффективность взаимодействия клеточного рецептора с фактором роста фибробластов в культуре клеток (Yayon et al., 1991). Связывание гепарина с мембранами может происходить по типу лиганд-рецепторного взаимодействия. Гепарин способен взаимодействовать с различными рецепторами глюкозаминогликанов, например, с гликопротеином CD44 (как с очищенным, так и с мембраносвязанным), с которым могут связываться также гепарана сульфат, хондроитин сульфат (Sleeman et al., 1997). На поверхности клеток имеется так называемый A27L-белок, который обеспечивает закрепление на поверхности клеток гепарина и гепарина сульфата, благодаря чему глюкозаминогликаны предохраняют клетки от инфекции вируса вакцинии BSC40 (Hsiao et al., 1998).
Гепарин может влиять на различные внутриклеточные системы в результате прямого взаимодействия. В ограниченных количествах (до 10%) он способен проникать через мембраны эритроцитов, путем диффузии, что, вероятно, связано с особым состоянием мембраны клеток. Проникновение увеличивается при повышении кислотности среды. Установлено, что гепарин, как свободный, так и иммобилизованный, может активировать рецепторы прогестерона, нарушая электростатическое взаимодействие связывающих субъединиц в молекуле рецептора. Показано также, что гепарин вызывает дозозависимую инактивацию свободных и трансформацию связанных со стероидом рецепторов глюкокортикоидов (Шапиро и др., 1995; Шапиро и др., 1998). 
Гепарин образует комплексы с различными ферментами. Это может быть причиной, как торможения, так и активирования большого числа ферментных систем. Таким образом, гепарин влияет на обмен азотистых соединений, в том числе белковой природы. Он способен тормозить активность аденил-дезаминазы, -аминазы, трипсина и химотрипсина и др., но может активировать различные трансаминазы, глютаминазу, стимулирует связывание аммиака, в том числе синтез мочевины, но тормозит дезаминирование АМФ. Гепарин в 12 раз повышал активность нейтральной протеазы в цельном гомогенате полиморфноядерных лейкоцитов, практически не влияя на лизосомальную фракцию. В то же время гепарин угнетал кислую протеазу и -глюкуронидазу как в цельном гомогенате, так и во фракции лизосом. В целом гепарин стимулирует протеосинтез, но может и угнетать. Впрочем, влияние гепарина на активность большинства ферментов неоднозначно и зависит от многих факторов. При одних концентрациях гепарин может активировать, а при других - ингибировать реакцию. Это связано с комплексообразованием гепарина с более чем одним местом связывания энзима, или с разной аффинностью различных участков как гепарина, так и белка (Elbein, 1974).
Гепарин взаимодействует со многими ферментами плазмы крови. Значение гепарина как гуморального регулятора состояния крови - одно из самых важных его свойств (Кудряшов и др., 1978). Воздействуя на кровь, гепарин прежде всего устраняет гиперкоагуляцию (Hiebert, Ping, 1997). С одной стороны он считается быстродействующим антикоагулянтом прямого действия, а с другой – он опосредованно влияет на свертывание крови при участии рецепторов сосудистого русла, то есть рефлекторно (Ляпина и др., 1989). 
Влияние пептидов на проявление эффектов гепарина, а также возможности гепарина влиять на проявление свойств регуляторных белков и пептидов практически не изучено. Сложность проблемы усиливается тем, что в организме человека насчитывается 50-60 семейств регуляторных пептидов (РП), которые включают несколько тысяч пептидных соединений (Ашмарин Ляпина, Пасторова, 1996). Данные литературы о взаимодействии гепарина и физиологически активных пептидов носят фрагментарный характер. 
Гепарин влияет на обмен белков. Он способен тормозить активность аденил-дезаминазы, -аминазы, трипсина, химотрипсина и др. (Грицюк, 1981; Jaques, 1980), но может активировать различные трансаминазы, глютаминазу, стимулирует связывание аммиака, в том числе синтез мочевины, но тормозит дезаминирование АМФ (Фролькис и др., 1973). В то же время гепарин угнетал кислую протеазу и -глюкуронидазу как в цельном гомогенате, так и во фракции лизосом. По данным Макаровой (1972), гепарин усиливает синтез белка в митохондриях и супернатанте миокарда, окислительные и пластические процессы.
Данные по влиянию гепарина на углеводный и энергетический обмен противоречивы. С.П. Шурин (1965) и  Ю.А. Григорьев (1965) предполагают, что гепарин выступает как агент, разобщающий сопряженность процессов гликолиза и окислительного фосфорилирования. По данным Маслакова и др. (1978), гепарин  (1000 МЕ/кг) угнетает активность сукцинатдегидрогеназы, уменьшает количество восстановленного НАДН2 как у интактных, так и у адреналэктомированных животных.
По мнению других авторов, гепарин может активировать цитохромоксидазу и ряд НАД-зависимых дегидрогеназ, а также глютаминазу в сердце и печени, но угнетает активность флавиновых дегидрогеназ (Фролькис и др., 1973). Кроме того, гепарин способен тормозить активность амилазы, эластазы, -глюкуронидазы, гепариназы, катепсина, лизоцима, фосфомоноэстеразы, каталазы, пируваткиназы, алкогольдегидрогеназы, глутаматдегидрогеназы, глутатионредуктазы, гидроксилазы, ренина и др. (Грицюк, 1981; Jaques, 1980; Gandhi, Mancera, 2009).
Наряду с белковыми компонентами плазмы крови гепарин вступает в комплексные соединения с различными гормонами: инсулином (Ульянов, Ляпина, 1977), липокаином, АКТГ (Коршунов и др., 1973), вазопрессином, окситоцином. Гепарин значительно усиливает влияние паратиреоидного гормона на развитие костной ткани и ее резорбцию. Сам гепарин не оказывает эффекта на состояние костной ткани, однако присутствие гепарина или тучных клеток необходимо для реализации этого эффекта паратиреоидного гормона (Осипов, Вахрушева, 1975).
При комплексообразовании гепарина с пептидами и белками какие-то его свойства могут блокироваться или изменяться, а какие-то - нет. Например, антагонист гепарина, поликатионный белок протамина сульфат, блокатор антикоагулянтных и фибринолитических реакций, не влияет на другие эффекты гепарина. Как гепарин (1000 ЕД/кг), так и гепарин-протаминовая смесь (1:1) угнетают развитие экспериментальных резерпиновых язв у крыс, снижают объем желудочного секрета и активность пепсина, не влияя на продукцию соляной кислоты, увеличивают длительность гексеналового сна, повышают резистентность эритроцитов к кислотному гемолизу. Раздельное введение протамина сульфата не влияло на данные показатели (Маслаков и др., 1980).
Характер модуляции гепарином эффектов регуляторных пептидов может быть различным(Weiler et al., 1992; Weisz et al., 1997; Wohns, 1981; Wyon, 1996; Yayon et al., 1991; Young, 1995; Yu, De Petris, Biancani 1994; Yun et al., 1997; Zheng, Chen, Hu, 1992; Zucker, 1977; Zlokovic, Segal, Begley, 1985). Он оказывает влияние на проявление эффектов некоторых пептидных биорегуляторов (Rosenberg, 1997; Rusnati et al., 1994; Sleeman, Kondo, Moll, 1997; Sperr, Bankl, Mundigler, 1994; Vives, Pye, Salmivirta, 1999; Vyas, Pan, Patel, 1997; Vyas et al., 1998). Полагают, что гепарин может способствовать или, наоборот, препятствовать взаимодействию пептидов с рецепторами (Шапиро и др., 1998). Например, при блокаде свободного гепарина протамин сульфатом не проявляется действие лютенизирующего гормона на увеличение массы яичников, эффект гормона проявляется только при наличии в циркуляции активного гепарина (Шапиро и др., 1995). Это же характерно для некоторых эффектов АКТГ, инсулина, факторов роста (Кудряшов и др.,1990; Шапиро и др., 1998; Schumacher et al., 1998). Гепарин как ингибитор рецепторов инозитол-трисфосфата подавлял неконкурентным способом связывание с сигма-рецептором опиоидов 3Н+-N-аллилнорметазоцина в микросомальной фракции мозга и мембран печени крыс (Tsao, Su, 1996). 
Гепарин уменьшает фосфорилирование дельта-опиоидных рецепторов, соединенных с G-белком, и, как следствие, снижает гипосенсибилизацию, вызванную специфическим опиоидным агонистом эторфином и D-Ala2,-D-Leu5-энкефалином  (DADLE) (Hasbi et al., 1998; Morikawa et al., 1998).
Гепарин может участвовать в структурно-функциональном объединении различных биологически активных веществ пептидной природы с образованием сложных регуляторных комплексов(Actin, Meng, 1965; Adler, Eng 1990; Aboagye, 1996; Alkhunaizi, 1996; Appenzeller, 1996; Azzarelli et. al, 1996). 
Бета-эндорфин (1-31) способен связываться с различными компонентами плазмы и сыворотки крови человека в присутствии гепарина, например с S-белком плазмы, с обоими его структурными формами (65 и 75 кД). Взаимодействие не происходит в присутствии других противосвертывающих средств, типа оксалата или цитрата натрия. Взаимодействие не запрещается морфием, налоксоном или различными опиоидными пептидами, и не происходит при модификации СООН - конца, например при присоединении  дипептида Gly-Glu. S-белок участвует в активации комплемента и коагуляции крови. Взаимодействие -эндорфина с S-белком имеет характеристики лиганд-рецепторного взаимодействия: временную зависимость, высокий аффинитет, насыщаемость, структурную специфичность и происходит не за счет СООН-группировки конца молекулы опиоида. Взаимодействие происходит в физиологических значениях рН и катионных концентраций. Не исключено, что S-белок через такое взаимодействие принимает участие в некоторых эффектах эндорфина - действии на иммунокомпетентные клетки, на процессы воспаления и заживления раны.
Влияние гепарина на те или иные эффекты пептидов, а также влияние пептидов на эффекты гепарина зависит от соотношения гепарин : пептид (Мотин, Яснецов, 1987; Брагин, Яснецов, 1991; Ашмарин и др., 1991; Ашмарин, Ляпина, Пасторова, 1996; Baamonde et al., 1992; Bourdgoin et al., 1994; Broccardo, Improta, 1992). 
Например, гепарин в зависимости от дозы дает эффекты как ингибирования, так и потенцирования действия брадикинина на сократительную активность изолированных гладкомышечных клеток. При низких концентрациях (0,01 - 0,05 ЕД/мл) гепарина наблюдается усиление гепарином эффектов пептида, а при высоких концентрациях (1,0 ЕД/мл и выше) – угнетение. Возможно, что сложный характер действия пептидов в организме в немалой степени является результатом их взаимодействия с гепарином и другими комплексообразователями. 
В экспериментальных условиях показано (Шурин и др., 1965), что гепарин как при длительном введении, так и при однократном вливании больших доз сравнительно хорошо переносится животными и не вызывает каких-либо существенных изменений в их функциональном состоянии. Значительный интерес представляет выявленный факт повышенной толерантности крови здоровых кроликов к антикоагулянтному действию гепарина. По данным (Шурин и др., 1965), факторы толерантности могут иметь различную природу. Во-первых, это могут быть ферментативные вещества типа гепариназы, во-вторых, вещества полипептидного или белкового типа с основными свойствами. 
Гепариназа (КФ 4.2.2.7; гепаринлиаза) была получена из Fl. heparinum. Она специфично разрушала и гепарин, и гепаран-сульфат эндотелия при взаимодействии нейтрофилов человека с субэндотелиальными внеклеточными матрицами (Shaya D., Tocilj A., 2006). Установлено, что у млекопитающих гепариназа синтезируется в печени и селезенке. Деградация гепаран-сульфата, а также гепарина усиливается в присутствии сериновых протеаз (Хомутов, Орлов, 1987). Гепариназа разрушает гепарин с образованием δ-2-сульфонил-2-дезокси-2-сульфамидо-D-глюкозо-6-о-сульфата, выход которого достигает 80%. Его считают структурной единицей гепарина (Хомутов, Орлов, 1987). 
Период полураспада гепарина в организме кроликов 17,5±6,5 минут, собак - 34±13,5 минут. Через 5 часов у животных этих видов в крови удалось обнаружить лишь следовые количества гепарина (Башков и др., 1993).  Снижение биологической активности гепарина в крови является не результатом его инактивации, а следствием удаления из кровеносного русла. Выведение гепарина из кровотока осуществляется посредством двух механизмов – насыщаемого (клеточного) и ненасыщаемого (почечного). Ненасыщаемый механизм связан с почечной экскрецией и начинает играть важную роль лишь при введении больших доз гепарина. Насыщаемый механизм имеет более сложный характер и, вероятно, обусловлен как десульфатированием гепарина в клетках ретикулоэндотелиальной системы, так и связыванием его с эндотелием сосудов (Башков и др., 1993). 
После частичного разрушения почками из организма выделяется с мочой 25 – 50% гепарина в деполимеризованном виде – урогепарин. Урогепарин и гепарин содержат одинаковое количество серы, однако молекулярная масса первого ниже, у урогепарина более слабый противосвертывающий эффект: всего 1/2 антикоагулянтной активности исходного гепарина (Ульянов, Ляпина, 1977). 
В природе существуют антагонисты гепарина – вещества, блокирующие или препятствующие проявлению его антикоагулянтного действия. Эти вещества важны при гепариновой терапии. Естественные ингибиторы гепарина классифицируются в зависимости от их природного источника (Ляпина, Азиева, 1989).
Несмотря на то, что в настоящее время известно много веществ, в силу своей химической структуры связывающихся с гепарином, тем самым нейтрализуя его биологическую активность, лишь очень ограниченное их число находит применение в клинической практике и эксперименте. Это объясняется тем, что большинство из них обладают побочным действием на организм (Лакин, Овнатанова, 1977). В медицине широкое применение нашли такие ингибиторы гепарина, как протамины. Их получают из молок рыб, и их названия зависят от вида рыбы: труттин – из молок форели, клупеин – сельди, сальмин – лосося. Протамины характеризуются значительным содержанием в молекуле аргинина (60 – 85%). Молекула протамина включает 30 аминокислотных остатков, которые представляют собой белковый компонент в структуре нуклеопротеидов (Березов, Коровкин, 1983). Различают моно-, ди- и трипротамины. Монопротамины состоят в основном из аргинина. В дипротаминах помимо аргинина содержатся еще гистидин и лизин. Трипротамины построены из аргинина, лизина, гиститдина. Протамины гетерогенны, и их молекулярная масса колеблется от 2 до 12 тыс. дальтон (Ляпина, Азиева, 1989). 
В медицинской практике в качестве антагониста гепарина широко применяется протамин сульфат. Очищенный протамин из спермы лососевых (сальмин) и осетровых (стурин) рыб используют в виде 1% раствора протамин сульфата для внутривенных инъекций (Ляпина, Азиева, 1989). Кроме того, в результате ферментативного переваривания нативного протамина был получен низкомолекулярный протамин (НМП). В опытах in vivo и in vitro было показано, что низкомолекулярный протамин полностью сохранял способность протамина нейтрализовать гепарин при значительно более низкой иммуногенности и антигенности. По всей вероятности, НМП можно использовать как заменитель протамина при создании нового поколения нетоксичных антагонистов гепарина (Лианг и др., 2003).   
Поскольку протамин сульфат является носителем свободных аминогрупп, а гепарин активно взаимодействует с основными веществами, возможно предположить электростатическое взаимодействие сульфогрупп гепарина и свободных аминогрупп протамин сульфата. 1 мг гомогенного протамин сульфата нейтрализует 100 ЕД гепарина (Исаева и др., 1989). Экспериментально было показано, что протамин сульфат не только in vitro, но in vivo блокирует неферментативный фибринолиз путем связывания гепарина и вызывает диссоциацию его комплексных соединений. При этом вновь образующийся комплекс гепарин – протамин сульфат, в отличие от многих других комплексов гепарина с белками, не обладает антикоагулянтными и другими литическими свойствами (Ляпина, Азиева, 1989). 
Влияние гепарина на жировой обмен связан прежде всего с активацией in vivo и in vitro липопротеидлипазы (Грицюк, 1981), вследствие чего гепарин оказывает просветляющее действие на липемическую плазму крови (Кудряшов, 1975). 
Гепарин вызывает преципитацию сывороточных липопротеидов и изменяет их электрофоретическую подвижность. Его взаимодействие с липопротеидами высокой и низкой плотности происходит с образованием ионных связей (Ляпина, 1987).
Под влиянием гепарина существенно изменяется обмен белков в сердце, печени, почках и стенке аорты. Гепарин оказывает чаще стимулирующее действие, нежели угнетающее на метаболизм неповрежденных тканей. В последних из ферментов азотистого обмена гепарин активирует трансаминазы, глютаминазу, стимулирует связывание аммиака, в том числе синтез мочевины и тормозит дезаминирлвание АМФ (Фетисова и др., 1973).
Гепарин способен тормозить активность аденилдезаминазы, бета-аминазы, трипсина и химотрипсина и др. (Миргородская и др., 1978; Грицюк, 1981). Гепарин вызывает быстрые конформационные изменения трипсина, сопровождающиеся необратимой денатурацией и деградацией протеиназы. Исследователи предположили, что гепарин катализирует окислительную деградацию трипсина, обусловленную высвобождением кислородных радикалов, которые отвечают за временное увеличение каталитических функций трипсина, наблюдаемую в начальный период. В дальнейшем теми же авторами было показано, что окислительное действие гепарина на трипсин может модифицироваться в присутствии других восстанавливающих агентов. Например, низкие концентрации гепарина повышали окислительный потенциал глюкозы по отношению к трипсину, а высокие концентрации, напротив, понижали его. Гепарин подавляет активность пепсина. Действие гепарина является результатом его связывания с субстратом (Мосолов, 1971).
Еще один фермент в организме человека и животных также непосредственно связан с гепарином – протеаза 1 тучных клеток (химаза). Химаза представляет собой сериновую протеазу, близкую по ряду свойств к химотрипсину и секретируемую исключительно тучными клетками соединительной ткани. Химаза хранится в секреторных гранулах клеток в виде комплекса с гепарин-протеогликаном и при активации тучных клеток выходит в таком виде из клетки. Найдено, что эндогенный гепарин-протеогликан защищает химазу от действия протеазных ингибиторов. Кроме того, гепарин может изменять скорость деградации химазой субстрата (например, анафилатоксина), который в обычных условиях устойчив к действию фермента. Инактивирующее действие химазы на тромбин также значительно усиливается при оптимальной концентрации гепарина. В случае нарушения гепарин-связывающего сайта тромбина (при исследовании мутантной молекулы тромбина или после инкубации тромбина с олигонуклеотидами) стимулирующий эффект гепарин-протеогликана на инактивацию тромбина химазой был менее выражен. Предполагают, что механизм, посредством которого гепарин может стимулировать активность химазы, заключается в одновременном связывании химазы и субстрата, поскольку гепарин блокирует положительно заряженные участки на химазе и таким образом снижает уровень электростатического отталкивания между химазой и положительно заряженными субстратами. 
D.E. Humphries et al. (1999) изучали трансгенных мышей с поврежденным геном  N-деацетилазы/N-сульфотрансферазы, которые не могли синтезировать полностью сульфатированный гепарин, и выяснили, что гепарин контролирует через посттрансляционные механизмы уровень положительно заряженных трансфераз в гранулах тучных клеток (протеаз 4 и 5 тучных клеток и карбоксипептидазы А).
Гепарин специфически ингибирует казеинкиназу-2, независимую от циклических нуклеотидов протеинкиназу, но в то же время не оказывает влияния и на другие протеинкиназы, включая казеинкиназу-1, цАМФ-зависимые  протеинкиназы типа I и II протеаза-активируемую киназу-1. Более подробные исследования позволили выяснить, что гепарин действует на конкурентный выбор по отношению к субстрату – казеину. F. O´Farrel et al. (1999) показали, что сила ингибирования казеинкиназы-2 зависит от длины молекулы гепарина. Так, фрагмент гепарина из 24 моносахаридных остатков был наиболее активным (константа ингибирования была как у коммерческого нефракционированного гепарина). Сокращение молекулы гепарина до 8 – 12 моносахаридных остатков значительно ослабляло ингибирующий эффект.
В целом гепарин стимулирует протеосинтез (Фетисова и др., 1973; Фетисова, Фролькис, 1976), но может и угнетать (Goldstein et al., 1974). По данным Макаровой (1972), гепарин усиливает синтез белка в митохондриях и супернатанте миокарда, окислительные и пластические процессы.
Гепарин может включаться в ядра клеток и, связываясь с нуклеопротеидным комплексом уменьшать полимеразную активность, изменяет термостабильность, а также конформационные свойства ДНК (Осняч и др., 1973).Он способен тормозить активность дезоксирибонуклеазы, щелочной и кислой РНК-азы, ДНК-азы, РНК-полимеразы, обратной транскриптазы. Гепарин непосредственно взаимодействует с РНК-полимеразой, а не с матричной ДНК. Он предотвращает присоединение фермента к матрице.
Данные по влиянию гепарина на углеводный и энергетический обмен противоречивы. С.П. Шурин (1965) и Ю.А. Григорьев (1965) показали, что гепарин в культурах различных тканей и при перфузии изолированной почки в концентрациях 6 – 13 МЕ/мл ингибирует дыхательные ферменты - цитохромоксидазу и сукцинатдегидрогеназу, а также кислую и щелочную фосфатазы, аденозинтрифосфатазу, щелочную фосфомоноэстеразу, повышает активность пероксидазы. Авторы предполагают, что гепарин выступает как агент, разобщающий сопряженность процессов гликолиза и окислительного фосфорилирования. По данным Маслакова и др. (1978) гепарин (1000 МЕ/кг) угнетает активность сукцинатдегидрогеназы, уменьшает количество восстановленного НАДН как у интактных, так и адреналэктомированных животных.
По мнению других авторов, гепарин может активировать цитохромоксидазу и ряд НАД-зависимых дегидрогеназ, а также глютаминазу, в сердце и печени, но угнетает активность флавиновых дегидрогеназ (Фетисова и др., 1973; Фролькис, 1973).
Гепарин имеет значение для функционирования муколитической системы (система гиалуроновая кислота-гиалуронидаза). Гиалуроновая кислота – мукополисахарид, важнейший компонент основного вещества соединительной ткани, играющий важную роль цементирующего агента, «склеивая» отдельные тканевые элементы и клетки. В нормальных условиях гиалуроновая кислота находится в плотном состоянии, под влиянием специфического фермента гиалуронидазы (тканевой или бактериальной) деполимеризуется и переходит в жидкое состояние. От состояния гиалуроновой кислоты зависит проницаемость тканей, сосудов, а также транспорт и распределение воды, различных ионов в организме. С гиалуроновой кислотой связан процесс мукоидного набухания – ранняя стадия дезорганизации соединительной ткани при коллагеновых болезнях. Накопление гиалуроновой кислоты и других мукополисахаридов в участках поражения влечет за собой повышение гидратации тканей, усиливает сосудистую и тканевую проницаемость, особенно при действии гиалуронидазы.
Гепарин как ингибитор гиалуронидазы может оказывать влияние на состояние гиалуроновой кислоты и процессы проницаемости, гидратации тканей, транспорта воды и ионов, функции соединительной ткани; он может и непосредственно взаимодействовать с коллагеном, участвуя в регуляции трофической функции и восстановлении соединительной ткани. 
Инактивация гепарином гиалуронидазы, кроме общего воздействия на обмен воды в организме, вследствие вторичного изменения гиалуроновой кислоты, обуславливает непроницаемость дистального канальца и собирательных трубок нефрона для воды, вследствие чего уменьшается реабсорбция и увеличивается диурез. Одновременно с этим увеличивается выделение натрия и уменьшается выделение калия, что может быть связано с антагонизмом гепарина и альдостерона (Tarnawski, Wajdavicz, 1970). 
Кроме того, гепарин способен тормозить активность амилазы, эластазы, фумаразы, бета-глюкуронидазы, катепсина, лецитазы А, лизоцима, фосфомоноэстеразы, каталазы, пируваткиназы, гидроксилазы, ренина и др.  (Грицюк, 1981).
Гепарин способен взаимодействовать со всеми сериновыми протеиназами системы свертывания крови с образованием комплексов, в которых активность протеиназ блокируется либо непосредственно, либо на такие протеиназы более эффективно действует их ингибитор – антитромбин (Ляпина, 1980).
Гепарин ингибирует реакции свертывания крови и формирование сгустков фибрина in vivo и in vitro. Антитромботическое действие гепарина требует присутствия в плазме одного из альфа-глобулинов – антитромбина III (кофактор гепарина). Антитромбин III синтезируется печенью. Его присутствие в плазме предотвращает самопроизвольную внутрисосудистую коагуляцию крови, но только в присутствии гепарина эффект гораздо более значителен. Небольшие количества гепарина в комплексе с антитромбином III могут ингибировать тромбоз, инактивируя активированные факторы IX, X, XI, XII и ингибируя преобразование протромбина в тромбин. При развитии тромбоза большие количества гепарина могут ингибировать дальнейшую коагуляцию, инактивируя тромбин и предотвращая преобразование фибриногена в фибрин. Гепарин также предотвращает формирование стабильного сгустка фибрина, ингибируя активацию фибриназы. Вероятно гепарин взаимодействует с лизиновыми группировками антитромбина III, в результате чего более реакционноспособной становится группа аргинина, которая инактивирует сериновые протеазы (Ляпина, 1980).
Непосредственно гепарин слабо подавляет тромбин, требуется в 30 – 40 раз больше гепарина, чтобы ингибировать действие тромбина. Гепарин гораздо более эффективно предотвращает появление активного тромбина - требуется значительно меньшее количество гепарина для профилактики свертывания (чтобы предотвратить инициирование коагуляции), чем остановить активное формирование сгустка (Ляпина, 1980).
Большинство авторов считают, что гепарин ингибирует адгезию и агрегацию тромбоцитов (Мищенко, 1972; Ляпина, 1977; Орлова и др., 1978, Zucker, 1977). Механизм этого воздействия Г.М. Ельганинов (1971) объясняет повышением дзета-потенциала тромбоцитов. С.А. Павлищук (1977) при обследовании 175 больных гипертонической болезнью, получавших гепарин в терапевтических дозах, нашел активацию агрегационной способности тромбоцитов. Гепарин может образовывать комплекс с фибринстабилизирующим фактором, который обладает антикоагулянтной активностью, агрегационным действием на фибрин-мономер и неферментативной литической активностью. Препарат также ингибирует тромбин, воздействуя через XIII фактор свертывания. Гепарин как прямой антикоагулянт изменяет реологические свойства крови при многих экстремальных воздействиях (Ульянов, 1978).
Благодаря своим антикоагулянтным свойствам гепарин чрезвычайно широко применяется в медицине при лечении и профилактике многих заболеваний, профилактике послеоперационного тромбоза вен и легочной эмболии, при осложнениях после хирургических операций на венах, послеоперационном варикозном флебите, для приготовления образцов несвёртывающейся крови для лабораторных целей и переливания крови и т.д.
Сегодня активно изучается противоопухолевый потенциал гепарина, модификация свойств различных эндогенных веществ гепарином с целью применения их на практике. Имеются данные о наличии у гепарина иммуносупрессивных свойств, что дает основание для возможного его использования при некоторых аутоиммунных заболеваний (гломерулонефрит, гемолитическая анемия и др.), а также для предупреждения кризов отторжения при трансплантации почки у человека.
Разработан новый тип биоматериалов, инертных по отношению к крови. Инертность материалов обеспечена гепарином, входящим в их состав в качестве ингредиента или покрытия. Наноструктуры из таких материалов (нанотрубки, нановолокна и мембраны с нанопорами) могут быть использованы для изготовления различных приспособлений медицинского назначения. Например, ученые продемонстрировали способность такой совместимой с кровью мембраны с нанопорами фильтровать кровь и, таким образом, использоваться в составе искусственной почки или диализатора. Применение такой мембраны может полностью исключить необходимость системного введения гепарина пациентам, подвергающимся почечному диализу.
Недавно был разработан альтернативный метод производства гепарина, благодаря чему может быть обеспечена замена препарата, производимого с помощью традиционной методики (выделение из тканей животных), его синтетическим аналогом, обладающим сходным уровнем эффективности. Предполагается, что с помощью нового метода можно также синтезировать другие гепариноподобные  структуры, регулирующие клеточное деление, которые могут быть использованы в заживлении ран и лечении рака (Jinghua, 2006). 
Большинство современных исследований посвящено изучению влияния гепарина in vitro и in vivo на процессы гемостаза, на активность прямых прокоагулянтов. В отечественной и иностранной литературе широко освещены вопросы эндогенных факторов, опосредованно влияющих на систему свёртывания крови. Однако исследований, посвящённых действию антикоагулянта на ряд экзогенных факторов, напрямую не связанных с системой гемокоагуляции, а скорее связанных с системой гомеостаза, адаптации и стресса в литературе не обнаружено. 
Ноотропное действие антикоагулянта изучалось на кафедре физиологии и биохимии человека и животных Горьковского государственного университета им. Н.И. Лобачевского.  В 1972 году. Б. Н. Орлов и Д. Б. Гелашвили показали, что предварительное введение кошкам больших доз гепарина предотвращало угнетение первичных ответов коры при прямой аппликации яда кобры на поверхность соматосенсорной зоны. Этот эффект авторы связывают с защитой гепарином деполяризующих синапсов коры, на которые в условиях прямой аппликации оказывает преимущественное влияние кобриный яд (Орлов, Гелашвили, 1972).
В течение последних пятидесяти лет на кафедре физиологии и биохимии под руководством автора ведутся исследования по влиянию гепарина на токсические, кардиотропные, нейротропные, антиноцицептивные, антигипоксические, антиишемические, этологические и др. свойства зоотоксинов, регуляторных пептидов и фармакологических средств, применяющихся при обезболивании и наркозе. В связи с этим данное учебное пособие можно считать первым изданием, охватывающим большой круг информации о нестандартных физиолого-биохимических свойствах гепарина. 




































ЧАСТЬ I.

ГЛАВА 1. СТРОЕНИЕ ГЕПАРИНА. ДЕГРАДАЦИЯ.
1.1. Строение гепарина
Гепарин относится к группе линейных анионных мукополисахаридов - полимеров называемых гликозаминогликанами. Наиболее общую структуру глюкозаминогликанов имеют хондроитин сульфат, дерматан сульфат, гепаран сульфат и кератан сульфат, гиалуроновая кислота и гепарин. Показано, что углеводный компонент гепарина - это сложная смесь сульфатированных и несульфатированных углеводов (рис. 1.1).

	

Рис. 1.1. Молекулярная структура гепарина  (Jaques, 1980). 

Коммерческий препарат гепарина может включать до 120 разных (хотя и родственных) химических соединений, различающихся длиной цепи, долей сульфатных остатков, присутствием различных сахаров; способностью образовывать специфические комплексы с определенными основаниями, белками, биологически активными веществами (Jaques, 1983). Главными сахарами, встречающимися в гепарине, являются (в порядке убывания):
1. 2-деокси-2-сульфамино--D-глюкоза (с 6 сульфатными группами максимально), 
1. -L-идуроновая кислота (с 2 сульфатными группами максимально),
1. 2-ацетамино-2-деокси--D-глюкоза,
1. -D-глюкуроновая кислота,
1. -L-идуроновая кислота.
Уроновые кислоты могут быть О-сульфатированы в положении 2, а -D-глюкозамин N-сульфатирован (реже N-ацетилирован) и также может быть О-сульфатирован (в положении 6). Доля той или иной уроновой кислоты, О- и N-сульфатированных моносахаридных остатков может значительно варьировать (Laurent, 1977; Simon, 1977).
Могут присутствовать и другие углеводы. Все мономеры соединены между собой гликозидными связями и формируют полимеры различных размеров. Гепарин имеет сильно отрицательный заряд из-за большого числа ковалентносвязанных сульфатных группировок и карбоксильных кислотных групп, которые делают гепарин очень сильной органической кислотой (Laurent, 1977; Simon, 1977). Высокий отрицательный заряд придает молекуле гепарина специфическую проводимость и высокую скорость электрофоретической подвижности. Введение гепарина сопровождается изменением физико-химических свойств крови, выражающимися в уменьшении электрического сопротивления и повышении ионной силы (Ермолаев, Маркосян, 1973). В натриевой соли гепарина кислые протоны сульфатных группировок частично заменены ионами натрия. 
Азот глюкозамина в молекуле гепарина не ацетилируется, а сульфируется. Благодаря этому гепарин отличается не только от мукоитинсерной кислоты, но и от всех других мукополисахаридов. В этом классе веществ гепарин занимает особое место. Как показали количественные исследования Wolfrom и соавт. (1943), в очищенном гепарине глюкуроновая кислота, глюкозамин и эфир серной кислоты имеют молярное соотношение 2:2:5.
Азот глюкозамина в молекуле гепарина не ацетилируется, а сульфируется. Благодаря этому гепарин отличается не только от мукоитинсерной кислоты, но и от всех других мукополисахаридов. В этом классе веществ гепарин занимает особое место. Как показали количественные исследования Wolfrom и соавт. (1943), в очищенном гепарине глюкуроновая кислота, глюкозамин и эфир серной кислоты имеют молярное соотношение 2:2:5.
Cульфатированные глюкозаминогликаны чаще существуют в форме протеогликанов, это характерно и для гепарина (Бычков, 1981). Молекулярная масса фармакологических препаратов гепарина колеблется от 5 000 до 30 000 дальтон. Гепарин, выделенный из животной ткани и обработанный протеиназами и эндоглюкуронидазами, состоит на 90% из глюкозаминогликановой компоненты и на 10% из пептидогликана (Liu et al., 1995). Протеогликаны располагаются на поверхности клеток и во внеклеточной матрице. Они играют важную роль в рецепции, биологическом узнавании, транспорте молекул, иммунологических реакциях, клеточном росте и др. процессах (Guerrini et al., 2002). Продуктом биосинтеза пептидной части гепарина является стержень, построенный из чередующихся остатков глицина и серина. Приблизительно две трети сериновых остатков соединены с полисахаридными цепями (Марри и др., 1993). Связь осуществляется посредством трисахарида, состоящего из двух остатков галактозы и одного остатка ксилозы (Hricovini et al., 1999). Галактоза соединена -связью с глюкуроновой кислотой молекулы гепарина, а ксилоза - с серином полипептида:	
						     полипептид
Гепарин-ГлкУК-Гал-Гал-Ксил-Сер 
						     полипептид
 В таком виде гепарин массой 90.000 выделен из кожи крыс (Rosenberg et al., 1997). Ввиду особенностей структуры такой белковый компонент недоступен для протеиназ. Появляющиеся в различных тканях менее крупные молекулы гепарина образуются в результате расщепления исходной макромолекулы под действием эндогликозидаз - так появляются физиологически активные фракции гепарина (Бычков, 1981).
Благодаря исключительно высокому отрицательному заряду глюкозаминогликаны обладают высокой реакционной способностью и могут взаимодействовать со многими субстанциями, начиная от катионов и кончая сложноорганизованными белками, изменяя конформацию и биологическую активность последних (Ердикян и др., 1988). Наиболее высокой активностью обладают гепарансульфат и гепарин, поскольку благодаря особенностям структуры  они имеют высокую плотность отрицательного заряда и лабильность конфигурации, обеспечиваемую наличием остатков идуроновой кислоты. (Харченко и др., 1996). Гепарансульфат, также действующий как антикоагулянт, не является фракцией гепарина, но относится к одному с ним семейству (Кондашевская, 2010; Kovanen, 2009).
Рентгеноструктурным анализом установлено, что молекулярная форма гепарина представляет собой двойную спираль, в которой каждый сгиб соответствует дисахаридной повторяющейся единице (Linhardt, 2003).
Следует отметить, что одним из доказательств существования гепарина в конформации вторичной спирализованной структуры явилось образование метахроматического комплекса с тиазиновыми красителями (толуидиновый голубой и его различные модификаты: азур А, метиленовый синий и др.), которые нашли широкое применение при решении теоретических и практических задач: в качестве аналитического реагента в гистологических исследованиях и разработке методов контроля состава полупродуктов и субстанций гепарина, для пришивки гепарина на поверхности полимерных матриц при создании искусственных кровеносных сосудов (протезов). Тиазиновые красители в интервале рН 7.0-1.0 существуют в виде однозарядного катиона (R+) с максимумом светопоглощения при 610 – 650 нм. Стабильность образовавшегося катиона обусловлена наличием в тиазиновом кольце электронодонорских гетероатомов азота и серы, проявляющих по отношению друг к другу отрицательный индуктивный эффект (определённый вклад в стабильность катиона вносят электронодонорные заместители).
Этот эффект усиливается под действием окислителей, осуществляемым в процессе их синтеза, и вследствие потери атомом цетрального азота (или серы) одного из  неподелённой пары электронов, в первой ступени сопровождается образованием катион-радикала (семихинона—S). Во второй ступени атом азота, быстро теряя ещё один электрон, приводит к возникновению катиона тиазония. Термодинамически образование однозарядного катиона красителя выгодно, так как энергия возбуждения ион-радикалов, составляющая около 1 эВ, значительно меньше, чем для нейтральной молекулы (около 4эВ). Это вытекает из того, что минимальная энергия возбуждения переноса электрона с высших занятых молекулярных орбиталей на низшие вакантные орбитали значительно больше, чем разность энергетических уровней, которая необходима для осуществления переноса электрона между связывающими или разрыхляющими орбиталями. Таким образом, механизм образования катиона тиазония включает двухэлектронный перенос, осуществляемый путём инициирования с помощью окислителей (Bararn et. at., 1997; Cavalcante et al.; 2002).
По структурным особенностям тиазиновые красители напоминают циклические пара-амино- или диалкиламинопроизводные индамины, в которых оба бензольных ядра связаны между собой с помощью атома серы. Это способствует образованию молекулами тиазиновых красителей хиноидной структуры, аналогичной структуре индаминов. По современным представлениям, парахиноидная структура тиазиновых красителей термодинамически считается более выгодной, чем ортохиноидная структура, хотя в обеих формулах гетероатом азота находится в состоянии sp2-гибридизации.
Гипсохромное смещение с одновременным гипохромным эффектом (метахроматический эффект или метахромазия) спектров поглощения красителей тиазинового ряда наблюдается в присутствии в растворе соответствующих хромотропов – полианионов высокой молекулярной массы, в том числе сильнейшего природного полиэлектролита гепарина. По современным представлениям метахромазию истолковывают как электростатическое взаимодействие карбкатионного центра димерных молекул красителя, например толуидинового голубого с отрицательно заряженными участками макромолекулы гепарина. Полимер в данном случае действует как центр ориентации молекул красителя, где их концентрирование способствует димеризации с положительным концевым зарядом. Максимальный выход комплекса основных красителей с гепарином со стехиометрическим соотношением 1:1 соответствует сильнокислому значению рН около 3.0. Аналитическую ценность представляет толуидиновый голубой и азур А. В химическом отношении толуидиновый голубой отличается от азура А наличием при С2 фенотиазинового ядра метильной группы.
Отклонения от этой идеальной конформации двойной спирали происходят вследствие перемещения боковых групп, в случае натриевой соли гепарина, и в зависимости от влажности препарата. Кроме того, этой структуре соответствует ориентация сульфатных и карбоксильных групп снаружи, что обеспечивает максимальную доступность этих групп для биологических рецепторов и образования межмолекулярных связей. Биологические свойства гепарина (например, антикоагуляционные) зависят от его структуры, в частности, от содержания серы, степени сульфатирования, количества и расположения О-сульфатных групп, размера скелета молекулы (Mikhailov et al., 1996; Mikhailov et al., 1997). В водных растворах макромолекулы гепарина могут быть удлиненной формы или в виде клубка - в зависимости от ионной силы и рН среды (Kakuta et al., 1999).
Первоначально Jorpes (1946) полагал, что на каждую единицу дисахарида приходится по 2.5 сульфатной группы. В более высокоочищенных образцах гепарина в форме соли бруцина автор обнаружил три сульфатные группы на единицу дисахарида. На основании этого автор полагает, что ранее приготовленные негомогенные образцы состояли из смеси гепарин – ди- и три-сернокислых эфиров. Одна сульфатная группа на единицу дисахарида у азота глюкозамина связана как свободная сульфаматная группа (N-сульфоновая кислота). Положение других сульфатных групп ещё не выяснено. По-видимому, они связаны через кислородный мостик гидроксильной группы (О-сульфоновая кислота) глюкозамина и глюкуроновой кислоты. Ацетильные группы глюкуроновой кислоты не эстерифицированы. Считают, что в молекуле гепарина имеется небольшое число внутримолекулярных сульфатных мостиков (=СН-NH-SO2-O-CH=) (рис.2).
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Рис. 1.2. Схема внутримолекулярных сульфатных мостиков
(Бычков, 1981)

Jorpes (1946) представил полную эмпирическую формулу гепарина. На основе исследования продуктов распада очищенной натриевой соли гепарина Wolfrom и соавт. (1950) предложили структурную формулу гепарина, которая соответствовала следующему составу: (C24H31O35N2S5Na7)х. По данным Jensen и соавт. (1948), число мономеров  должно быть около 13. Это означает, что полимерная молекула гепарина построена приблизительно из 52 единиц моносахарида, а молекулярная масса приблизительно равна 16000.
В статьях и даже фундаментальных руководствах встречаются некоторые отличия от написания структурной формулы гепарина. Физиологическая активность различных коммерческих препаратов антикоагулянта, их некоторые физико-химические свойства также имеют отклонения. Установлено, что в природе нет гепарина строго определённого состава, а существует смесь из гепарин – моно-ди и три- сернокислых эфиров. Гепарин, полученный от различных животных, имеет большие различия в биологической активности. Даже в организме одного и того же животного активность гепарина меняется в зависимости от ткани, из которой он изолирован. Не только содержание серы, но и степень полимеризации вносят большие различия в его состав. Для полного выяснения этого вопроса нужны специальные исследования.
По данным литературы, гепарин является термостабильным веществом, устойчивым к действию большинства ферментов (мальтаза, эмульсии, диастаза, протеаза) и многих химических агентов (Gastpar, 1965). Как и другие полисахариды, в водных растворах он не образует с солями металлов никаких осадков, за исключением основного ацетата. Он осаждается хлоридом и гидрохлоридом бария. Щелочные и аммонийные соли гепарина могут осаждаться алкоголем и ацетоном в присутствии электролитов (хлорид натрия и магния), легко растворимы в воде. Плохо растворимы бруцин гепарина, бензидингепаринат, кислый гепаринат бария и свинцовые соли гепарина. Растворимость бариевой соли гепарина снижается с увеличением степени сульфирования (Кудряшов и др., 1992; Кондашевская, Ляпина;,1998). 
 С увеличением гидролиза у гепарина возрастает устойчивость к кислому гидролизу. Сульфатные группы затрудняют кислотное расщепление цепочек мукополисахаридов. Самыми чувствительными к гидролизу являются сульфаматные группы гепарина. Они могут, по-видимому, отщепляться без заметной деполимеризации. Эфирные сульфатные группы гидролизуются несколько медленнее. Сульфаматные группы, напротив, стабильны к щелочам. Полное отщепление сульфатных групп не может происходить без укорочения цепи. В молекуле гепарина α-конфигурация гликозидного соединения может дополнительно способствовать стабилизации. Его гликозидные соединения в отличие от щелочных относительно устойчивы. Высокое содержание серы придаёт гепарину очень сильный электрический заряд. При содержании серной кислоты до 45% возникает соединение с наибольшей способностью к ионизации в организме. Несмотря на сильную диссоциацию реактивных групп, водные растворы гепарина имеют низкое осмотическое давление в противоположность цитратным и оксалатным растворам.
Гепарин имеет сильное сродство к определённым белкам крови. В кислой среде 1М гепарина образует с 2М бычьего альбумина стабильный комплекс. Гепарин может стабилизироваться в результате гидратации молекулы белка. Установлено, что гепарин имеет выраженное сродство к глобулинам. Электрофоретическая подвижность α- и β-глобулинов повышается, оставаясь неизменной у альбумина. Описанные сдвиги в меньшей степени были обусловлены изменениями глобулинов, а большей частью действием гепарина на находящиеся и двигающиеся с глобулинами липопротеины. Они показывают повышенную электрофоретическую подвижность. Под влиянием гепарина β-липопротеины движутся со скоростью α-глобулинов, в то время как α-липопротеины движутся перед альбумином как преальбуминовый компонент. Гепарин при определённых условиях образует комплексное соединение с β-липопротеинами.
При электрофорезе коммерческих препаратов гепарина многие авторы отмечали две фракции. Основная часть вещества двигалась с большей скоростью и соответствовала высокой фармакологической активности. Меньшая часть при электрофорезе двигалась медленнее и менее активно влияла на свёртывание крови. Вторая фракция нередко была негомогенной и включала несколько компонентов.
Химическим путём также было выделено несколько фракций коммерческих препаратов гепарина с различными физико-химическими свойствами, в частности оптической активностью. Большей оптической активности соответствовала большая антикоагулянтная активность (Gastpar, 1965).
Особенности химического состава препаратов гепарина, полученных из различных органов и от разных животных, были связаны с различной величиной полимеризации и сульфирования. Антикоагулянтная активность соответствовала способности к метахромазии толуидинового синего. У фракций с высокой антикоагулянтной активностью достаточно сильно была выражена и метахроматическая способность.
Молекулярная масса различных очищенных препаратов гепарина колеблется от 12000 до 20000Д.
Гликозидные соединения гепарина имеют α-конфигурацию. Они являются правовращающими. Высокоочищенная натриевая соль гепарина, полученная из лёгких быка, показывает оптическую активность, равную +65°, содержание серы 13.8% и активность 130 ед/мг. Коммерческие препараты с меньшим содержанием серы и более низкой актикоагулянтной активностью обладают более слабой правовращающей оптической способностью (+50°).
Изучение структуры гепарина методом ЯМР показало, что гексуроновые остатки находятся в молекуле в конформации С-1. В содержании и составе гексуроновых кислот в гепаринах и гепариновых фракциях различных млекопитающих обнаружены значительные различия. D-глюкуроновая кислота - основная уроновая кислота, входящая в состав гепарина. В гепарине также отмечено наличие кетуроновой и L-идуроновой кислот и найдено, что их соотношение равно 2,6:1. Для ге парина характерно присутствие относительно большого количества ( до1/3) L- идопираносилуровых остатков. Определение уровня уроновых кислот ( идуроновой и D- глюкуроновой), входящих в различные гепарины и гепарансульфаты, показало, что содержание идуроновой кислоты не зависит от источника гепарина или гепарансульфатов и составляет соответственно 50-90 и 30-55 %. В исследуемых мукополисахаридах увеличивалась величина соотношения N- к О- сульфатам по мере возрастания в них уровня идуроновой кислоты. Величины отношений N- сульфата к глюкозамину в гепарине и гепарансульфатах составляют 0,7-1,0 и 0,3- 0,6. Отношение S- сульфата к глюкозамину изменяется в пределах 0,9- 1,5 для гепарина и 0,2- 0,8 для гепарансульфата. Видимо, это свидетельствует в пользу того, что гепарансульфаты представляют собой предшественников гепарина при его биосинтезе.
Изучение продуктов деградации гепарина под действием ферментов, выделяемых из среды бактерий Flavobacterium heparinum, позволило сделать вывод, что его молекула состоит из ряда последовательно расположенных структурных элементов, которые могут быть представлены как
1 - 4 связанные биозные остатки 2- сульфата 4-О-(- L- идопираносульфуроновой кислоты) и 2-(дезокси- 2 - сульфамино-(-D- глюкопираносил-6- сульфата). Повторяющиеся тетрасахаридные единицы, включающие в себя два уроновых и идуроновых остатка, - такова структура молекулы гепарина по представлениям Хелтинг и Линдал.
Данные о способе связей между повторяющимися единицами гепарина весьма разноречивы. По ширине рентгеновских отражений установлено, что молекула гепарина содержит 10 тетрасахаридных поаторяющихся единиц.
При выделении гепарина из печени быка были получены три фракции, две из которых гомогенны. Биологическая активность этих фракций росла пропорционально молекулярному весу. Так, максимальная активность бы- ла у фракции с молекулярным весом 16200, а минимальная - у фракции
7600. Установлено, что во фракциях с молекулярными весами 16200 и
15500 белковых примесей больше, чем во фракции 7600. Во всех фракциях был обнаружен глюкозамин, галактозамин, гексуронат, сульфат, галактоза и ксилоза в разных количествах. Некоторые незначительные отличия, наблюдаемые в структуре гепарина, видимо объясняются тем, что исследуемые препараты получены из различных тканевых источников и могут быть обусловлены стабильными комплексами гепарина с белками, а также наличием примесей . По разным данным , молекулярный вес гепарина составляет от 4800 до 20000 . Метод низкого угла рассеяния Х-лучей дает значение молекулярного веса в 12900 , что хорошо согласуется с результатами, полученными с помощью равновесной седиментации и внутренней вязкости : 12500 и 12600 соответственно . Методом гельфильтрации на сефадексе G-200 показано, что молекулярные веса гепарина, полученного из мукозы собаки и быка , а также из легких быка , равны 11000 - 12000.
Как известно в ряду моносахарид→ олигосахарид → полисахарид ИК-
- спектры поглощения упрощаются в связи с перекрыванием многих полос.
И хотя в настоящее время интерпретация ИК-спектров ВМС подобной слож ной структуры крайне затруднена и точный метод анализа еще не разработан, полученный А.М.Ульяновым и др. ИК-спектр гепарина фирмы “СПОФА” (ЧССР) позволил идентифицировать наличие максимумов поглощения, соответствующих валентным колебаниям следующих групп : SO(N ,SO3 ,COO-, а также группировки С—С , ОН - и ряд других , присущих структуре молекулы гепарина .В спектре поглощения гепарина в УФ-области области слабый максимум при 267 нм . возможно это обусловлено незначительными примесями белка или аминокислот . Так , А.Ф.Алекперов (1972) пришел к выводу , что чистые образцы гепарина не дают полос поглощения в УФ-области спектра. Однако при исследовании водных растворов ряда коммерческих препаратов гепарина удалось выявить максимум поглощения при 258 нм. Автор отмечает ,что указанную полосу поглощения дает фенилаланин. С помощью фотометрии и хроматографии на бумаге показано , что в препаратах гепарина в небольших количествах присутствует белок: минимум в гепарине фирм “ПОЛЬФА” и “РИХТЕР” (0,0026 и 0,0035 г) и максимум в гепарине фирмы “СПОФА “ и Бакинского завода (0,0045 и 0,006 г ). А.Ф. Алекперов отмечает ,что полученные данные могут служить критерием чистоты этих препаратов. Седиментационный анализ гепарина дал коэффициент седиментации для 1% - ного водного раствора фирмы “СПОФА” 2,65 S. 
Антикоагулянтная активность гепарина связана с особенностями строения его молекулы. Так, антикоагулянтная активность зависит от содержания серы,  степени сульфатированния, количества и расположения О-сульфатных групп, а также от размера скелета молекулы этого полисахарида . Активность выше в препаратах с большим содержанием эфиросвязанной серы . С.В. Бычков и В.Н. Харламова (1975) показали, что активность фракции, в которой на дисахаридную структурную единицу приходится четыре остатка серной кислоты, в 1,4 раза превышает активность фракции гепарина с тремя остатками. Таким образом, антикоагулянтная активность гепарина растет по мере увеличения содержания в молекуле остатков серной кислоты. Видимо, данная активность зависит от положения остатков серной кислоты в молекуле гепарина, а также от длины цепи молекулы. В экспериментах с плазмой крови кроликов получено, что максимальная антикоагулянтная активность гепарина проявляется при рН плазмы 7,3—7,5, а минимальная при рН 6,1—6,5.
Высказано утверждение, что биологическая активность гепарина определяется степенью сульфатации, карбоксилации, а также размером, формой молекулы и молекулярным весом . В частности показано, что десульфирование, происходящее в результате мягкого гидролиза, сопровождается уменьшением биологической активности . При сильной щелочной реакции среды гепарин разрушается, что выражается в быстрой потере им в первую очередь антилипемической активности . С другой стороны, даже низкая кислотность вызывает потерю гепарином антикоагулянтной активности. Причем степень этой потери прямо пропорциональна степени появления в молекуле гепарина свободных аминогрупп. Полная инактивация происходит когда более половины азота присутствуют в форме свободных NH2-групп. Под действием горячей уксусной кислоты гепарин теряет значительную часть антикоагулянтной активности при одновременном сохранении молекулярного веса и содержания глюкозамина . При этом наблюдается увеличение константы седиментации и степени полидисперсности параллельно с уменьшением фрикционного соотношения . Предполагается, что аминный азот, который первым отщепляется в процессе рекристаллизации гепарина после его обработки кислотой, играет важную роль в проявлении антикоагулянтной активности. При рН среды 1—2, в течение 25 часов изменения биологической активности гепарина не происходит . Изменение активности наблюдается после воздействия в течение 60 часов рН 4,4. Видимо под влиянием кислоты в молекуле гепарина образуются внутренние эфиры, что объясняет наблюдаемые изменения молекулярного веса, внутренней вязкости и состава молекулы.
Многочасовое воздействие на бычий гепарин 40%-ной уксусной кислотой при 37°С сопровождалось потерей этими веществами 7—8% сульфатных групп и почти 100% антикоагулянтных свойств.
Гепарин не изменяет своих нативных свойств, в частности антикоагу- лянтной активности, в процессе обработки его паром при 100°С в течение часа при рН 7 . Следовательно, гепарин можно стерилизовать. Отмечена корреляция между антикоагулянтной активностью фракций гепарина и его молекулярным весом. Так даже при незначительном уровне сульфата (2,0—2,8 сульфатных групп на остаток глюкозы) у препаратов гепарина с низким молекулярным весом (степень полимеризации равна 9) отмечалась слабая активность. Интересно, что сульфатированные декстраны с высоким молекулярным весом также проявляют весьма высокую антикоагулянтную активность . Активность низкомолекулярных фракций гепарина мала . Антикоагулянтная активность гепарина с молекулярным весом от 2500 до 15500 увеличивается по мере возрастания молекулярного веса до 10000 ( но дальнейшее возрастание не вызывает заметных сдвигов. Уменьшение молекулярного веса гепарина при гидролизе в большей мере обусловлено степенью десульфатации молекулы, чем ее деполимеризации. 
При частичном гидролизе отмечено также падение молекулярного веса и соотношения осей молекулы гепарина, а также снижение вязкости в воде. С помощью дисперсии оптического вращения показано, что N-десульфатация гепарина не изменяет его естественной структуры, но полная десульфатация вызывает исчезновение нативной конформации, УФ-облучение вызывало деполимеризацию гепарина, но десульфатация при этом не наблюдалась. Воздействие УФ - излучения снижало антикоагулянтную активность и уменьшало потенциальную возможность связывания их катионных красителей. Поток же электронов обусловливал деполиремизацию гепарина.
В настоящее время нет полной ясности относительно механизмов биосинтеза гепарина . Исходные вещества необходимые организму для образования гепарина - глюкоза и неорганический фосфат. Сульфатация происходит в тучных клетках сразу же вслед за полимеризацией. Напротив Райс и соавторы (Rice et al., 1967) считают, что перенос сульфата происходит на низкомолекулярные предшественники. Предполагают также, что способность управлять переходом сульфата в N-десульфированный гепарин проявляет микросомальная фракция из гомогената мастоцитов опухоли и что свободные аминогруппы необходимы для энзиматической N-сульфатации глюкозаминогликанов.
На основании экспериментов, проводимых на ткани мастоцитомы мы – ши, по изучению биосинтеза специфического остатка глюкуроновой кислоты была предложена схема реакций биосинтеза в области связи гепарин - полипептид. Высказано предположение, что в процессе синтеза происходит ряд специфических гликозилтрансферазных реакций. При этом продукт каждого предыдущего этапа служит субстратом для следующей реакции. Для каждой реакции переноса необходим отдельный фермент, наличие одного из таких ферментов - глюкуронозилтрансферазы обнаружено в мембране тучных клеток.
Вопрос о точной локализации структур, связанных с биосинтезом гепарина, до сих пор окончательно не решен. Однако есть многочисленные указания на то, что непосредственное отношение к синтезу имеют тучные клетки соединительной ткани, а также генетически родственные и функциональ- но близкие им базофильные клетки крови, в связи с чем и те и другие получили название “гепариноциты”. Доказано, что содержащие гепарин гранулы тучных клеток выделяют это вещество в межклетники и кровь.
Также базофилы служат источником гепарина, выделяя в плазму крови небольшие порции этого антикоагулянта. Но отмечая несоответствие между общим количеством гепарина в организме и его содержанием в тучных клетках, предполагает возможность существования и других источиков гепарина.
В пользу того, что гепарин синтезируется в тучных клетках, говорит факт обнаружения в них ряда ферментов, обеспечиваюших образование сульфатированных мукополисахаридов. Весьма важным доказательством служит и то, что меченые предшественники включаются в гепарин гранул тучных клеток, сам же предварительно меченый гепарин в них не обнаруживается. Кроме гепарина в гранулах тучных клеток разных видов млекопитающих содержатся нейтральные мукополисахариды (гепарин-моносульфат). Основу гранул представляет комплекс белок-гепарин. Гепарин существует преимущественно в жесткой валентной комбинации с белками и практически не обнаруживается в заметных количествах как экстрацеллулярный компонент соединительной ткани. Прочная связь гепарина и белка при этом обусловлена соединением сульфатных и карбоксильных групп полисахарида с NH-группами аргинина белка. Менее прочно с этим комплексом посредством свободных СОО - групп белка связан гистамин. Относительно происхождения гранул тучных клеток существует и другая точка зрения,  согласно которой они являются производными аппарата Гольджи. С другой стороны считается, что они представляют собой специфические структуры, дифференцировавшиеся из митохондрий.
Гепарин содержится во всех тканях млекопитающих имеющих клеточные элементы, в печени, легких, селезенке, в стенках кровеносных сосудов, в пищеварительном тракте, коже и др. Есть он и в муцине свиньи, в крови, печени и мышцах рыб, в тканях ряда морских моллюсков. Наиболее богаты гепарином легкие и печень млекопитающих. Гепарин обнаружен также в потовой жидкости. Важнейшим источником для получения гепарина в фармакологических целях является ткань легких и капсула печени быка. Гепарин обнаружен в эритроцитах и лейкоцитах. Около 90% гепарина крови связано с форменными элементами. Известно большое количество других источников гепарина и гепариноподобных веществ. Так ткани многих морских животных содержат вешества с высокой антикоагулянтной активностью. Гепарин также выделен из кожи крыс. Показано, что выделенное вещество представляет собой высокомолекулярное соединение с разветвленной структурой, имеющей молекулярную массу 110 кД. 
Препарат гепарина в 16 раз более вязок, чем гепарин из муцина свиньи.
Китовый гепарин впервые был выделен из легких и кишечника кита - полосатика. Отличительная особенность его структуры заключается в том, что он содержит N-ацетилглюкозамин, к которому присоединены другие группы гепарина . Молекулярный вес китового гепарина близок к весу гепарина, полученного из тканей крупного рогатого скота .
1.2. Деградация гепарина
Внимание исследователей привлекает судьба гепарина, введённого в организм, так как знание механизмов клиренса гепарина важно для клинической практики. Однако в настоящее время чётких представлений о путях клиренса эндо- и экзогенного гепарина нет (Ульянов, Ляпина, 1977).
Детальное изучение метаболизма гепарина в организме человека и животных стало возможным благодаря препаратам гепарина, меченым радиоактивными изотопами. Описан ряд методов получения радиоактивного гепарина 35S с помощью N- десульфатации и N-ресульфатации (Lalich, 1962), изотопами 135I и  3H (Keck, 1972), 3Н или 35S (Ferrante, Popenloe, 1966).
Опыты с гепарином 35S позволили сделать вывод, что гепарин, вводимый животным перорально, практически не попадает в кровь и не оказывает никакого действия на её свёртывание (Eiber et al., 1964). Однако определение изменения времени свёртывания крови в воротной вене кошки после внутридуоденального введения гепарина показало, что он всасывается в тонком кишечнике (Kokot, 1973). Тем самым опровергается положение, что гепарин не проникает в кровь из кишечника. Но тот факт, что в периферической крови не наблюдается антикоагулянтного действия гепарина при одновременном противосвёртывающем эффекте в воротной вене свидетельствует в пользу существования специфического гепаринового блока, вероятно, во всех тканях, но особенно в лёгких (Kokot, 1973). Гепарин всасывается кожей и поступает в кровеносную и пищеварительную систему. Это подтверждается опытами, в которых после нанесения на кожу крыс 35S в масляной эмульсии обнаруживали выделение радиоактивной метки с мочой и калом (Schraven et al., 1973).
При внутривенном введении гепарина радиоактивность крови возрастает пропорционально увеличению времени свёртывания крови и антилипемическому эффекту. Зависимость между концентрацией гепарина в плазме крови и периодом полураспада обычно выражается уравнением первого порядка. Варга и соавт. (Varga et al, 1971) предложили новый удобный метод радиоактивного мечения гепарина 51Cr. При внутривенном введении животным данный препарат прежде всего накапливается в печени, а затем, распадаясь, выделяется почками с мочой.
После абсорбции гепарина в организме животного с ним происходят метаболические процессы вследствие действия ряда ферментов. Из Flavobacterium heparinum, грамотрицательных почвенных бактерий, был выделен фермент гепариназа, расщепляющий гепарин и гепаритин-сульфат до олигосахаридов, имеющих в качестве редуцирующей группы глюкозамин или N-ацетилглюкозамин (Walker, 1961). При фракционировании неочищенной гепариназы были получены две активные фракции этого фермента (Linker, Hovingh, 1965). Первая фракция обладает свойствами элиминазы, которая негидролитически разрушает гепарин и гепаритин-сульфат до ди- и олигосахаридов, содержащих α-, β-ненасыщенную глюкуроновую кислоту, а вторая – свойствами глюкуронидазы, гидролизующей ненасыщенные урониды до моносахаров. Здесь же можно указать, что для проявления активности гепариназы необходимо присутствие в субстрате сульфамидных групп и О-сульфата. Этот фермент неактивен в отношении производных гепарина, содержащих свободные NН2- или Н-ацетильную группы (Hovingh, Linker, 1970). Продукты бактериальной деградации гепарина были идентифицированы как глюкозамин-2,6-дисульфат, насыщенные дисахариды, уроновая кислота, а также тетра- и гексасахариды с теми же дисахаридными единицами (Dietrich, 1968). Из этих данных автор заключает, что положения 2 и 6 в десульфатированной молекуле глюкозамина являются соответственно положениями для N- и О-сульфата.
Было показано, что пять ферментов (гепариназа, дисахарид-сульфоэстераза, гликуронидаза, сульфамидаза, сульфоэстераза) из Fl. heparinum, действуя совместно, способны разрушить гепарин до его моносахаридов (Dietrich, 1969). Свойства этих пяти ферментов и стадии последовательного разрушения гепарина были изучены Дитрихом и соавт. (Hutt, Kingdon, 1972; Dietrich et al., 1973).
Установлено, что очищенная гепариназа разрушает гепарин с образованием дельта-2-сульфоуронил-2-дезокси-2-сульфамидо-D-глюкозо-6-О-сульфата, выход которого достигает 80%. Авторы считают его структурной единицей гепарина. Гепариназа не разрушает гепарии-сульфаты А и В и хондроитинсульфаты А, В, С, но гепарин-сульфаты С и D могли бы быть для неё субстратом и при разрушении давать дисульфатированный дисахарид, идентичный по хроматографическим свойствам дельта-уронил-2-дезокси-2-сульфамидо-D-глюкозо-6-О-сульфату. Гепариназа активируется ионами магния, марганца и натрия, и инактивируется ионами кальция, кобальта, и меди (Dietrich, 1973).
Деградацию гепарина из мастоцитомы мышей вызывает также текстикулярная гиалуронидаза, так что гепарин, выделенный in vivo из мастоцитов, очевидно, уже частично деградирован (Ogren, Landahl, 1971). Фермент, катализирующий гидролиз N-сульфатированного гепарина, обнаружен преимущественно в микросомальной фракции селезёнки крысы (Friedman, Arsenis, 1974).
Активность гепарина в крови ниже его активности в плазме, так как значительная часть абсорбируется на поверхности эритроцитов (Kaula, 1953). Продолжительность действия гепарина всего 3 – 5 часов, так как происходит быстрая его нейтрализация вследствие расщепления гепариназой, присутствующей в печени и почках (Jurgens, 1954). Кроме того, гепарин нейтрализуется серотонином (Ярошевский, Жаворонкова, 1972), а также вступает в комплексные соединения с белками плазмы крови (Кудряшов, 1975). После частичного разрушения почками из организма выделяется с мочой 25 – 50% гепарина в деполимеризованном виде – урогепарин (Best, Jaques, 1948). Урогепарин и гепарин содержит одинаковое количество серы, однако молекулярный вес первого ниже, у урогепарина более слабый противосвёртывающий эффект: всего ½ антикоагулянтной активности исходного гепарина. Количество молей сульфата, приходящихся на повторяющуюся тетрасахаридную единицу, составляет для урогепарина 3.94 (для гепарина – 5.6) (VfcFllister, Dennis, 1966).
Период полураспада гепарина в организме кроликов 17.5±6.5 мин, собак - 34±13.5 мин. Через 5 часов у животных этих видов в крови удавалось обнаружить лишь следовые количества гепарина (Magalhaes, 1969). Автор приходит к заключению, что снижение биологической активности гепарина в крови является не результатом его инактивации, а следствием удаления из кровеносного русла. Для гепарина 51Cr значение полураспада составляет 109 мин (Alant et al., 1973). Авторы установили, что наибольшее накопление меченого гепарина (до 37%) происходит в ткани печени. Фармакокинетические исследования показали, что время полураспада гепарина в плазме крови человека, собаки и кролика составляет соответственно 1.4, 0.9, 0.6 часа. Антикоагулянтный эффект не зависит от дозы гепарина и снижается вдвое через 1.5 часа (Estes, Poulin, 1975). Данишефски и Эйбер (Danishefsky, Eiber, 1957), инфузия в кровяное русло собак гепарин- 35S, уже через 30 мин после инъекции наблюдали резкое уменьшение его количества. По мнению авторов, возвращение уровня гепарина к норме связано не с его инактивацией, а быстрым выведением через почки. Действительно, эксперименты с меченым гепарином доказали, что почки принимают активное участие в обмене гепарина (Ferrante, Popenloe, 1966). Выведение с мочой – основной путь освобождения организма от избыточных концентраций экзо- и эндогепарина (Шурин и др., 1965). Исследование поведения гепарина- 35S привело к выводу, что в результате метаболической деградации отщепляется связанный с ним сульфат. При малых дозах внутривенно вводимого гепарина весь радиоактивный сульфат мочи находится в форме неорганического сульфата, тогда как большие дозы гепарина ведут к появлению в моче некоторого количества гепарина- 35S. Полученные данные, возможно, могут рассматриваться как иллюстрация того, что организм не в силах метаболировать высокие дозы гепарина. Это находит подтверждение в работах Олссона (Olsson, 1963), установившего, между дозой вводимого гепарина и способностью организма к его выделению существует обратная зависимость.
Важный путь клиренса гепарина – абсорбция его комплексов с белками крови в клетках печени, вслед за чем, вероятно, происходит его деградация и выведение из организма (Шурин и др., 1965; Кудряшов и др., 1974).









































ГЛАВА 2. ТУЧНОКЛЕТОЧНЫЙ АППАРАТ

Тучные клетки (гепариноциты, лаброциты, мастоциты) – одна из основных клеточных форм соединительной ткани; характеризуется наличием в цитоплазме обильной метахроматической зернистости и способностью вырабатывать, хранить и выделять биологически активные вещества (Шурин, 1965; Юрина, Гущин, 1985; Шапиро и др., 1998; Наумова, Сергеева, 2004; Бабик, 2005; Ахалая и др., 2006; Кондашевская, 2010;  Никитина, Минеева, 2011; Яглова, Яглов, 2013).).
Описанные впервые Паулем Эрлихом еще в 1877 г., тучные клетки и по сей день продолжают привлекать внимание исследователей. Эти клетки называют «загадочными элементами». Несмотря на обилие работ «тайна мастоцитов» до сих пор остается нераскрытой. Поэтому вполне понятен все возрастающий интерес к тучным клеткам. Этому есть ряд объяснений. 
Во-первых, мастоциты широко распространены в животном мире. Клеточные элементы с базофильными, метахроматическими гранулами встречаются в тканях морских звезд, ежей, моллюсков, ракообразных и насекомых (Виноградов, Воробьева, 1973).
Во-вторых, до сих пор не установлена роль тучных клеток в системе соединительной ткани. Едва ли можно назвать другую клетку, которая могла бы сравниться с мастоцитом по числу гипотез, предлагаемых для объяснения их функциональной роли. Тучные клетки наделяются такой широтой функций, что могут рассматриваться как своеобразные чемпионы по своей полифункциональности среди всех клеток системы тканей внутренней среды. Два обстоятельства дают широкий простор исследователям для построения множества гипотез о роли гепариноцитов. 
Первое – реакция тучных клеток весьма распространенное явление и наблюдается при самых разных физиологических и патологических процессах (воспаление, регенерация, опухолевый рост, иммунологические реакции, лучевые поражения и др.) (Хрущов, 1969). Участие тучных клеток в иммунных реакциях объясняется их способностью связывать Ig E и выделять свои медиаторы в ответ на воздействие антигена, поэтому они играют ключевую роль в анафилактических реакциях и реакциях гиперчувствительности замедленного типа (Юрина, Радостина, 1990).
Второе – тучные клетки выделяются среди других элементов соединительной ткани высоким содержанием биологически важных и в то же время разных по физиологическому действию веществ (гепарин, гистамин, серотонин, ряд ферментов). Особое внимание привлекает проблема участия мастоцитов в регуляции морфогенеза клеток и тканей, а также гуморальных регуляторных механизмов. За счет периваскулярного расположения и функционального антагонизма медиаторов мастоциты могут регулировать проницаемость и кровоснабжение, влиять на размножение, миграцию, обмен и функции других клеток (Серов, Шехтер, 1981).
В-третьих, вопрос о происхождении тучных клеток все еще не решен, несмотря на более чем вековое изучение этой проблемы и обилие гипотез.
2.1. Морфология и локализация тучных клеток
Количество, распределение и структура мастоцитов имеют видовые, индивидуальные и возрастные особенности.
Число тучных клеток колеблется у различных особей одного и того же вида и меняется с возрастом. У крыс в первые дни постнатального развития количество мастоцитов нарастает и происходят заметные изменения в их распределении по слоям дермы. В последующие сроки постнатального развития количество клеток в коже снижается (Виноградов, Воробьева, 1973; Радостина, 1986).
Тучные клетки отличаются значительным полиморфизмом. Они могут быть круглыми, овальными, веретеновидными, а иногда имеют отросчатый вид. Прижизненное изучение показало, что исходной является округлая или овальная форма, а все остальные могут рассматриваться как следствие амебоидной подвижности и приспособления тучных клеток к очертаниям окружающих тканей (Виноградов, Воробьева, 1973; Никитина, 2011).
Тучные клетки описаны в большинстве органов, однако наиболее часто они локализуются в рыхлой волокнистой соединительной ткани около мелких сосудов, под эпителием и вблизи желез кожи, слизистых и серозных оболочках, в лимфоидных органах и перитонеальной жидкости (Поликар, Колле, 1966). Значительное количество мастоцитов находится в костной ткани, сердце и печени (Majeed, 1994).
С локализацией тучных клеток связана их морфологическая неоднородность. У крыс и мышей выделяют две сублинии мастоцитов:
1. тучные клетки слизистой оболочки кишечника – атипичные;
2. типичные тучные клетки, распространенные в большинстве органов, в том числе и в серозной оболочке кишечника (Юрина, Радостина, 1990).
Атипичные мастоциты характеризуются рядом особенностей: они не сохраняются в водных фиксаторах; не окрашиваются толуидиновым синим после воздействия альдегидных фиксаторов, что, вероятно, связано с другой пространственной организацией гликозаминогликанов и белков в протеогликанах гранул; не выделяют гистамин; одни авторы говорят об отсутствии гепарина и существовании неидентифицируемого сульфатированного гликозаминогликана, другие – о наличии хондроитинсульфатов. Атипичные клетки – тимус-независимы (Лопунова, 1991).
Размеры тучных клеток варьируют у различных видов. У человека их диаметр составляет 3,5 – 14 мкм, у грызунов – 15 – 25 мкм (Виноградов, Воробьева, 1973).
В цитохимическом отношении тучные клетки представляют гетерогенную популяцию клеток, находящихся на разных стадиях развития и функционирования. Обычно выделяют следующие типы клеток (Серов, Шехтер, 1981; Lindner, 1967):
1 - относительно мелкие с ортохроматической и ШИК-позитивной зернистостью;
2 - более крупные с обильной метахроматической ШИК-негативной зернистостью;
3 - клетки с выраженной дегрануляцией (гранулы находятся в межклеточном пространстве);
4 - опустошенные в результате секреции клетки, почти не содержащие гранул и дающие лишь легкую метахромазию.
В зависимости от гистохимических свойств выделяют две разновидности тучных клеток: 1) дают положительную реакцию только на гепарин; 2) дают положительную реакцию на гепарин, белок и / или сиалосодержащий углеводный компонент (Лопунова, 1981; Лопунова, Гордон, 1986).
Ряд авторов классифицируют мастоциты по степени их зрелости: 1) «юные»; 2) зрелые; 3) созревающие формы, занимающие промежуточное положение между зрелыми и юными тучными клетками (Виноградов, Воробьева, 1973).
Общей чертой, характерной для тучных клеток человека и всех млекопитающих, является обязательное присутствие в цитоплпзме этих клеток сульфогрупп гепарина (Лопунова, 1973). Однако сами сульфогруппы гепарина обнаруживают весьма разнообразную гистохимическую характеристику. Прежде всего, они разнятся по реакционной способности: в одних клетках сульфогруппы находятся преимущественно в ионизированном состоянии (тучные клетки кожи крысы), в других – блокированы тканевыми катионами (тучные клетки кишечника человека и крысы и кожи человека). Наблюдаемая разница в интенсивности окрашивания сульфогрупп и уровнях рН, при которых они обнаруживаются, может быть связана либо со степенью сульфатирования цитоплазматического гепарина ионизацией его сульфогрупп, либо со степенью полимеризации молекулы гепарина. Цитоплазматический гепарин может быть водорастворимым (тучные клетки желудка собаки и кролика) и водорезистентным (тучные клетки желудка человека и кошки).
Тучноклеточный аппарат обнаруживает вариабельность по результатам ШИК-реакции. Прежде всего, интенсивность и характер ШИК-реакции не зависит от характера окрашивания тучных клеток основными красителями и их способности давать метахромазию. Далее, обращает на себя внимание разнообразие результатов, когда ШИК-реакция сочетается с рядом аналитических процедур. Чаще всего положительная ШИК-реакция обусловлена присутствием в цитоплазме тучных клеток сиалосодержащих углеводов (тучные клетки кожи и подслизистой оболочки желудка крысы) или нейтральным углеводным компонентом (тучные клетки подслизистой желудка человека).
Выявить в цитоплазме тучных клеток белковый компонент в целом ряде случаев не удается (тучные клетки кожи, твердого неба, слизистой оболочки желудка и кишечника человека; слизистой оболочки желудка кролика и морской свинки). Однако другие тучные клетки богаты белком, их белки обнаруживают довольно сложный аминокислотный состав (у человека – это тучные клетки мягкого неба, губы, щеки, пищевода, подслизистой оболочки желудка; у свиньи и собаки – слизистой и подслизистой желудка).
Из вышеизложенного следует, что тучные клетки наряду со своим основным качеством – содержать гепарин, обнаруживают значительную мозаичность гистохимических свойств, что, безусловно, связано с органной спецификой рыхлой соединительной ткани. Такая гетерогенность цитохимической характеристики тучных клеток может быть объяснена с позиций участия этих клеток и их цитоплазматических компонентов в регуляции состава и свойств межклеточного вещества соединительной ткани, которое должно быть всегда максимально приспособлено к выполнению функций данного конкретного органа (Лопунова, 1973).
Ультраструктурные особенности мастоцитов изучены достаточно подробно. Субмикроскопическое строение популяции тучных клеток характеризуется неоднородностью. В литературе обсуждается несколько причин данного явления. Одни исследователи считают, что полиморфизм связан с неодинаковым уровнем дифференцировки, различным функциональным состоянием, нахождением в разных фазах жизненного цикла клетки (Потапова, Виноградов, 1968), другие полагают, что имеет место генетическая неоднородность популяции (Цибулевский, Елецкий, 1991).
Возможно, что правомерны обе точки зрения. Гетерогенность тучных клеток одной локализации может быть следствием неодинокового состояния, степени дифференцировки и специфического микровооружения, влияющего на фенотип (de Paulis et al., 1996), тогда как органные различия состава гранул, вероятно, являются следствием генетической неоднородности.
Учитывая вышесказанное, представляется возможным рассмотреть ультраструктуру «юных», зрелых и эмбриональных тучных клеток.
Юные тучные клетки обычно имеют вытянутую форму. Поверхность клетки неровная из-за многочисленных выпячиваний цитоплазмы, которые образуют выступы, либо пальцеобразные выросты. Ядро занимает относительно большую часть клетки. Мелкогранулярный хроматин располагается равномерно по ядру. Выявляется ядрышко. Цитоплазма имеет тонкогранулярное или гранулярно-нитчатое строение. Типичная эндоплазматическая сеть отсутствует, аппарат Гольджи не выявляется. Митохондрии округлой формы со светлым матриксом и небольшим количеством крист. Количество гранул невелико. Их размеры не превышают 0,3 – 0,5 мкм в диаметре, располагаются преимущественно по периферии клетки. Значительная часть гранул имеет выраженную внутреннюю структуру в виде двухконтурных нитей. У части гранул отчетливо видна связь с нитчатыми образованиями цитоплазмы (Потапова, Виноградов, 1968).
Зрелые тучные клетки имеют большие размеры. Форма клеток овальная, реже удлиненная. Ядро относительно небольших размеров, пикнотическое. Видна деструкция ядерной оболочки. Ядрышко отсутствует. Цитоплазма содержит многочисленные гранулы, величина которых достигает 1 мкм в диаметре. Строение гранул неодинаковое. Некоторые из них имеют мелкоячеистый рисунок. У других гранул крупнопетлистый рисунок: крупные вакуоли сообщаются между собой и с цитоплазмой. У некоторых видов наблюдается слияние гранул и формирование конгломератов (Виноградов, Воробьева, 1973). 
Межгранулярная цитоплазма очень бедна какими-либо структурами: слабо развит пластинчатый комплекс и гладкий эндоплазматический ретикулум, малочисленны митохондрии и рибосомы, видны элементы аппарата Гольджи. Кроме того, вблизи центриолей, в перинуклеарных областях и под плазматической мембраной описаны микротубулы. Предполагается, что они участвуют в секреторной деятельности клетки (Серов, Шехтер, 1981).
Под плазматической мембраной обнаружены также микрофиламенты, которые являются нитями актина. Вероятно, они участвуют в процессе экзоцитоза гранул (Юрина, Радостина, 1990). Ряд авторов описали в регранулирующих клетках своеобразные включения: 1) слоистые образования, состоящие из канальцев шириной 15 – 35 нм, отделенных друг от друга рядами гранул; 2) палочковидные или изогнутые структуры с поперечной исчерченностью с периодом 13 нм и диаметром 45 – 65 нм (Kobaysi, Asboe-Hansen, 1972). На поверхности тучных клеток цитоплазма образует складки и микроворсинки.
Эмбриональные мастоциты по ряду признаков сравнимы с юными, однако есть и существенные различия. Контуры ядра ровнее. Для гранул характерна не всегда правильная форма и неодинаковое строение. Четко выражено перигранулярное пространство. Митохондрии могут быть вытянутой и неправильной формы, содержат много крист. В околоядерной зоне наблюдаются элементы аппарата Гольджи. На поверхности клетки цитоплазматические выросты не видны (Потапов, Виноградова, 1968).
Характерной особенностью созревающих форм является изменение тинкториальных свойств гранул вследствие накопления гистамина и присоединения его к комплексу гепарин-белок. У созревающих форм появляются картины дегрануляции, что отличает их от юных тучных клеток Виноградов, Воробьева, 1973). Авторы обращают внимание, что в коже тучные клетки различаются по морфологическим и гистохимическим особенностям, причем зрелость клеток определяется глубиной их залегания, и на основании этого делают вывод о существовании юных и зрелых форм как единого процесса дифференцировки тучных клеток.
2.1.1. Грануляция тучных клеток
Наиболее характерной чертой мастоцитов является наличие в их цитоплазме крупных (0,3 – 0,7 мкм, а в зрелых клетках крысы до 1 мкм) гранул, окрашивающихся метахроматическими тиазиновыми красителями. Резкая базофилия обусловлена содержанием в них различных мукополисахаридов – гиалуроновой и хондроитонсерной кислот, а также гепарина (Браун, Рахишев, 1975).
Выделяют два типа гранул (Хрущов, Чернышова, 1977):
1 - гранулы ретикулярно-зернистого типа – у большинства грызунов;
2 - гранулы с характерным пластинчатым строением – в тучных клетках морской свинки, кожи человека.
Предполагают, что фибриллярная и пластинчатая структура гранул – это нити макромолекул гепарин-белкового комплекса, электростатически связанного с основными компонентами белкового матрикса – белками, гистамином, серотонином, входящими в состав межклеточного вещества. Виноградов В.В. и Воробьева Н.В. (1973) предлагают следующую схему формирования гранул:
1 - образование белкового остова гранул с участием гладкого эндоплазматического ретикулума; 
2 - синтез гепарина и образование его комплекса с белком; 
3 - окончательное формирование гранул с образованием комплекса белок-гепарин-гистамин.
В формировании гранул тучных клеток участвует эндоплазматический ретикулум, а также комплекс Гольджи, где образуются гликозаминогликаны и их комплексы с белками. Вначале в области комплекса Гольджи появляются небольшие, покрытые мембраной, програнулы. Затем расположенные внутри мембраны програнулы сливаются, образуя рыхлую структуру. В процессе созревания гранулы происходит уплотнение ее содержимого, что определяет полиморфизм структуры гранул в зависимости от степени их зрелости. Зрелые гранулы отличаются от незрелых большей электронной плотностью и гомогенностью (Юрина, Гущин, 1985).
Обычно в цитоплазме тучных клеток наблюдается некоторое количество светлых, оптически пустых вакуолей, представляющих собой опорожненные гранулы, а также некоторое число разрушенных гранул. Механизм высвобождения гранул – нецитотоксический (физиологический) – состоит в том, что гранулы должны высвобождать свое содержимое во внеклеточное пространство (Чернух, 1979).
Одним из способов секреции является дегрануляция, которая происходит путем пиноцитоза, являющегося переходной формой к апокриновому типу секреции. Секреция может быть также голокринной, сопровождающейся разрушением мастоцитов. Усиленная дегрануляция является показателем повышенной активности клетки и наблюдается при действии многих физических, химических и биологических факторов.
Морфология дегрануляции зависит от вида животного, типа тучных клеток и характера воздействия. Различают реакции медленной дегрануляции, совершающейся в течение нескольких дней и проявляющейся в прогрессирующей потере материала, и реакции быстрой (анафилактической) дегрануляции, при которой гранулы сливаются с плазматической мембраной и в дальнейшем образуются интрацитоплазматичесие каналы, содержащие лишенные мембран гранулы (Юрина, Радостина, 1990).
Факторы, вызывающие массовый выход содержимого тучных клеток, очень разнообразны: химические препараты; белки и полипептиды (Серов, Шехтер, 1981), охлаждение (Соболева, 1971; Скворцова, 1998); ионизирующая радиация (Даценко и др., 1986); действие постоянного магнитного поля (Доева и др., 1990); гипоксия (Скворцова, 1998) и др. Дегрануляция находится под частичным контролем системы циклических нуклеотидов. Увеличение содержания цАМФ ослабляет, а увеличение цГМФ усиливает секрецию медиаторов (Юрина, Гущина, 1985; Чернух, 1979).
При изучении пленочных препаратов подкожной клетчатки мышей при облучении оптическим квантовым лазером установлено, что по мере увеличения плотности излучения количество тучных клеток в рыхлой соединительной ткани увеличивается. Воздействие лазером на кожу приводит к интенсивной дегрануляции цитоплазмы тучных клеток. Дегрануляцию цитоплазмы тучных клеток автор рассматривает как проявление активной функции этих элементов в ответ на воздействие излучения (Цыганова, 1973).
Обычно дегрануляция сопровождается процессом восстановления гранул – регрануляцией. В результате этого процесса экзоцитозные полости сливаются и постепенно заполняются остатками гранул. Через 5 недель тучные клетки приобретают нормальный вид, за исключением небольших экзоцитозных полостей (Юрина, Радостина, 1990).
Основу гранул составляет комплекс гепарина и основных белков, к которым присоединен гистамин, а у ряда животных серотонин и дофамин.
При патологических состояниях, вызывающих массированный выброс гистамина из депо, а также при введении некоторых химических препаратов (d-тубокурарин), гистамин может оказывать общее влияние на организм. Он вызывает спазм висцеральной (гладкой) мускулатуры, расширяет капилляры и венулы и увеличивает их проницаемость, в результате чего возникает отек тканей и снижается кровяное давление, а также стимулирует сенсорные нервные окончания, опосредующие ощущение зуда.
Гистамин обладает деполимеризующим эффектом, усиливающим тканевую проницаемость, тормозит фибриллогенез, стимулирует фагоцитоз и укорачивает время кровотечения, т.е. является противоспалительным тканевым гормоном (Серов, Шехтер, 1981). Гистамин вызывает также секрецию слюнных желез, слизистой оболочки желудка, эндокринной части поджелудочной железы (Юрина, Радостина, 1990).
Способность тучных клеток синтезировать гистамин была доказана с помощью инкубации с 14С-гистидином. При этом образовывался 14С-гистамин. Доказательством того, что тучные клетки синтезируют гистамин является наличие в них гистидиндекарбоксилазы. Однако мастоциты могут и  захватывать гистамин из межклеточного вещества. В последнее время существует точка зрения согласно которой тучные клетки играют гомеостатическую роль по отношению к гистамину и серотонину (Юрина, Радостина, 1990).
Синтезируемый в тучных клетках гистамин накапливается в секреторных гранулах, где он образует ионные связи с карбоксильными и сульфатными группами гепарина и белка. Освобождение секретируемого гистамина происходит за счет катионного обмена с экстрацеллюлярными ионами (Юрина, Радостина, 1990). Выделение гистамина в окружающую ткань сопровождается дегрануляцией, хотя показана возможность высвобождения без нарушения морфологической целостности клеточной мебраны. Либераторами гистамина яляются белковые вещества антигенной природы: яичный белок, полимиксин, а также ряд синтетических препаратов (Хэм, Кормак, 1983).
2.1.2. Ферменты тучных клеток
В типичных тучных клетках крысы имеется протеаза, сравнимая по активности с химотрипсином и обозначаемая как химаза, эстераза, тучноклеточная протеаза I. В атипичных мастоцитах обнаружена тучно-клеточная протеаза II. Химаза составляет почти 50% белка гранул и около 25% общего белка клетки (Юрина, Радостина, 1990; Кондашевская, 2000; Кондашевская, Никольская, 2002; Belloni, 2006).
Воздействуя на белково-углеводные комплексы межклеточного матрикса, химаза усиливает его проницаемость для различных гуморальных веществ при воспалении (Серов, Шехтер, 1981). В покоящихся тучных клетках активность химазы ограничена ее связью с гепариновым протеогликаном.
К другим медиаторам, продуцируемым тучными клетками, относятся простагландины, тромбоксаны, действующие на тонус и проницаемость сосудов, гидроксиэйкозатетраеновые кислоты, обладающие гуморальной и клеточной активностью, эозинофильный хемотаксический фактор, медленно реагирующая субстанция анафилаксии, фактор, активирующий тромбоциты и липидные хемотаксические факторы (Юрина, Гущин, 1985).
 Большинство исследователей делят все медиаторы, освобождающиеся из тучных клеток нецитотоксическим путем, на две группы (Серов, Шехтер, 1981):
1 - преформированные медиаторы, синтезируемые покоящимися клетками и накапливающиеся в гранулах;
2 - вторичные, или вновь генерированные медиаторы, синтезируемые только стимулированными мастоцитами и отсутствующие в покоящихся клетках.
К преформированным относятся биогенные амины (серотонин, гистамин), протеогликаны (гепарин или хондроитинсульфаты), а также энзимы (триптаза, химаза, гидролаза и др.), некоторые хемотаксические факторы, к вновь генерированным – простагландин Д2, лейкотриены, тромбоцитактивирующий фактор (Юрина, Радостина, 1990; Лузгин, 2010).
2.1.3. Происхождение тучных клеток
Происхождение и дифференцировка тучных клеток в постнатальном онтогенезе млекопитающих относится к числу нерешенных проблем современной гистологии. Согласно имеющимся в литературе данным, пролиферативные потенции тучных клеток очень невелики, о чем свидетельствует чрезвычайно низкая митотическая активность и незначительная ДНК-синтезирующая способность мастоцитов. Не удается обнаружить митоз также в условиях экспериментально вызванного новообразования тучных клеток (Хрущов, 1968; Чернышова, Хрущев, 1977). Это свидетельствует о невозможности обновления популяции только делением самих клеток. Из этого следует, что основным способом возникновения мастоцитов должна являться клетка-предшественник, относящаяся к другим клеточным типам (Чернышова, Хрущов, 1977).
В качестве исходной для тучноклеточной дифференциации рассматривались многие клетки: ретикулярные, фибробласты, гистиоциты-макрофаги, лимфоидные элементы, адвентициальные клетки, эндотелий кровеносных сосудов (Виноградов, Воробьева, 1973).
Для изучения генеза гепариноцитов наиболее удобным объектом являются пленчатые препараты рыхлой соединительной ткани и тотальные препараты брыжейки и сальника. В указанных тканях гепариноциты встречаются постоянно и в большом количестве. В сальнике, брыжейке и рыхлой соединительной ткани наряду с вполне сформированными зрелыми гепариноцитами встречаются элементы, «переходные» между ними и фибробластами, гистиоцитами, лимфоидными и адвентициальным элементами. Особенно отчетливо развитие гепариноцитов из фибробластов удается проследить на пленчатых препаратах подкожной рыхлой соединительной ткани, где отмечается наличие клеточных элементов с большими, бедными хроматином ядрами, иногда с единичными ядрышками и нежной метахроматической зернистостью в более или менее плотной протоплазме. Созревание гепариноцитов из фибробластов происходит не только по лини накопления  в их протоплазме метахроматических зерен, но и за счет структурных изменений ядра, которое уменьшается, становится более плотным, богатым хроматином, приближаясь по своему внешнему виду к ядрам, которые свойственны зрелым гепариноцитам (Дзись, 1969; Быков, 2000; Gurish, Boyce, 2006; Nautiyal, 2008) 
В настоящее время наиболее вероятным источником тучных клеток считаются костномозговые предшественники. Это положение было высказано в работах Н.Г. Хрущова и Э.В. Чернышевой (1977), которые показали что антисыворотка оказывает цитотоксический эффект на тучные клетки перитонеальной жидкости. Клетка-предшественник охарактеризована авторами как мононуклеарная лимфоидная клетка, лишенная специфических гранул, обладающая пролиферативной активностью и интенсивным синтезом кислых мукополисахаридов. Ими была предложена следующая схема образования и дифференцировки тучных клеток:
Стволовая клетка – клетки-предшественники – тучные клетки 
на разных стадиях созревания
Убедительные доказательства происхождения тучных клеток из полипотентной гемопоэтической клетки представлены с помощью метода трансплантации селезеночных колоний и костного мозга. Была составлена следующая модель дифференцировки базофилов, тучных клеток и эозинофилов: полипотентный предшественник базофилов, мастоцитов и эозинофилов размножается под действием интерлейкина 3 и дает начало клеткам двух типов – предшественнику базофилов и эозинофилов и предшественнику тучных клеток. Под действием Эо – КСФ (колониестимулирующий фактор) и Базо – КСФ формируются эозинофилы и базофилы. На предшественник тучных клеток действует интерлейкин 3 (Юрина, Радостина, 1990; Ефимова, Лузикова, 2012).
Многочисленные данные свидетельствуют в пользу лимфоидного происхождения тучных клеток. Некоторые ученые считают основным органом мастоцитопоэза тимус, в котором происходят начальные стадии трансформации клеток-предшественников (лимфоцитов или ретикулярных клеток) в «потенциальные» тучные клетки, которые затем дифференцируются в перитонеальной полости и рассеиваются по разным органам. Основанием для такого заключения послужило обнаружение лимфоидных элементов, интенсивно включающих радиосудьфаты, содержащих альцианофильную зернистость и впоследствии приобретающих метахроматические свойства. По мнению других авторов, в тучные клетки могут дифференцироваться лимфоциты в присутствии фибробластов под действием антигенного стимула (Серов, Шехтер, 1981).
Показано, что в условиях реакции отторжения аллотрансплантанта в тимусе происходит уменьшение количества Т-лимфоцитов и рост числа тучных клеток (Марков, 1980). С другой стороны, мастоциты вилочковой железы наименее чувствительны к действию экстремальных факторов (Суханов, Мяделец, 1989). Судя по результатам исследований, неуязвимость процессов образования тучных клеток в тимусе может служить основой для восстановления их числа в других органах.
Возможно, что Т-лимфоциты оказывают ингибирующее действие на мастоцитогенез из стволовых клеток, так что в стрессорной ситуации при обеднении тимуса лимфоцитами может происходить ослабление этого влияния на стволовые клетки, превращающиеся в тучные клетки. Последние увеличивают концентрацию гепарина в крови, выделенного активированными мастоцитами, способствуя быстрому обезвреживанию ксенобиотиков путем связывания гепарина с данными веществами. В условиях хронического стресса при подавлении деятельности тимуса роль этой неспецифической защиты организма еще больше усиливается, так как гепарин стимулирует также процессы регенерации и иммунного ответа. Так, мастоцитогенез выступает в качестве компенсаторно-приспособительной реакции в ответ на поступление антигенов (Марков, 1980; Суханов, Мяделенец, 1989).
Заслуживает внимания точка зрения о происхождении тучных клеток из перицитов – клеток, фиксирующихся в базальной мембране капилляров. В пользу этого предположения говорит локализация мастоцитов вдоль кровеносных капилляров (Хэм, Кормак, 1983).
Следует отметить, что клетки, сходные с тучными клетками млекопитающих обнаруживаются у беспозвоночных (Anomalocardia brasiliana), примитивных хордовых (Styela plicata urochordates), и других живых организмов, появившихся 500 миллионов лет назад (Ciona intestinalis). В гранулах этих клеток содержатся триптазо- и/или химазо-гепариновые комплексы. Эволюционно консервативная форма триптазо- и/или химазо-гепариновых комплексов тучных клеток свидетельствует о высокой надежности функционирования и важности этих комплексов в обеспечении выживания организмов
от низших до высших форм (Santos, Rocha, Pereira et al., 2002; Lindstedt, Leskinen, Kovanen, 2004).
2.2. Функции тучных клеток
Обращает на себя внимание высокая степень разнообразия функций мастоцитов. Вместе с тем их объединяет одна общая черта – практически все они реализуются посредством физиологически активных веществ, содержащихся в цитоплазме и выделяющихся за пределы клетки.
Морфологическими проявлениями секреции являются, по мнению большинства исследователей, дегрануляция и гранулолизис. Дегрануляция происходит с участием микротрубочек путем экзоцитоза и образования пор в наружной мембране с выходом гранул в межклеточную среду, где они растворяются или фагоцитируются макрофагами и фибробластами. Внутриклеточному лизису гранул предшествует образование перигранулярных просветлений и деструкция мембран, иногда слияние гранул, постепенное их просветление и растворение с выходом растворимых продуктов через неповрежденную мембрану. Эти два типа соответствуют апокриновой и мерокриновой секреции. В случае массивного воздействия дегранулирующих факторов секреция может происходить по голокриновому типу (Серов, Шехтер, 1981).
Ранее полагали, что такой тип секреции приводит к гибели клетки (Виноградов, Воробьева, 1973). В специальных экспериментах доказано, что этого не происходит. Было продемонстрировано, что дегрануляция не сопровождается высвобождением АТФ, лактатдегидрогеназы, что свидетельствует о сохранении целостности клетки (Цибулевский, Елецкий, 1991).
Важнейшей особенностью мастоцитов является множественность продуктов их секреции и многогранность действия, что создает в целом полифункциональность тучных клеток. В этих функциях можно выделить отдаленные эффекты и локальные действия. Отдаленные эффекты сводятся прежде всего к регуляции свертываемости крови и жирового обмена.
Локальные «короткодистантные» эффекты тучных клеток проявляются на клеточно-тканевом уровне (Серов, Шехтер, 1981). Накопленный обширный материал по морфологии, цитохимии и цитофизиологии тучных клеток различных органов позволили сформулировать концепцию, согласно которой они являются регуляторами тканевого гомеостаза (Цибулевский, Елецкий, 1991; Galli, 1987; Genovese et al., 1996).
Следует иметь в виду, что осуществление регуляции постоянства и структуры функций соединительной ткани подразумевает обеспечение контроля над целым рядом первичных процессов, таких как пролиферация и миграция клеток, скорость микроциркуляции, проницаемость капилляров и др. Мастоциты снабжены соответствующим множеством гуморальных регуляторов (медиаторов), многие из которых оказывают на перечисленные процессы антагонистическое действие, что позволяет осуществлять более совершенную регуляцию (Цибульский, Елецкий, 1991).
Секреция мастоцитов в ответ на местные стимулы приводит к выделению биологически активных веществ в количествах, достаточных для того, чтобы вызвать реакцию только в непосредственном микроокружении. Тучные клетки благодаря медиаторам и периваскулярному положению, влияют на тонус и проницаемость сосудов, особенно капилляров и венул (Юрина, Радостина, 1990).
Наиболее демонстративно гомеостатическую функцию тучных клеток можно проследить при рассмотрении их роли в развитии общих закономерностей воспаления – процесса, в конечном счёте, направленного на поддержание структурно-функциональной целостности соединительной ткани. Предполагают, что на месте воспаления восполнение популяции тучных клеток является результатом увеличения их числа in situ и дифференцировки костномозговых предшественников, стимулированных растворимыми гемопоэтическими факторами, происходящими из популяции мастоцитов слизистых оболочек. Считают, что последующая дифференциация происходит под действием интерлейкина 3 – фактора роста тучных клеток, а также интерлейкина 4, классических гемопоэтических факторов, фактора роста нервов, соединительнотканных фибробластических факторов (Клименко, Татарко, 1996).
Особое положение тучных клеток в воспалительном процессе состоит в том, что они принимают непосредственное участие в развитии всех его фаз: альтеративной, экссудативной, пролиферативной. 
В альтеративной фазе происходит активация большого числа мастоцитов (часть из них подвергается деструкции и гибнет), что сопровождается высвобождением из них ряда физиологически активных веществ – медиаторов воспаления, выполняющих функцию пускового механизма всего процесса. Начальная стадия воспаления проявляется в реакции сосудов микроциркуляторного русла и протекающей крови с нарушением ее реологических свойств. Особенно важную роль в пусковых механизмах играет гистамин – первая вазоактивная субстанция, появляющаяся сразу же после повреждения ткани; именно с гистамином свзаны пусковые стадии вазодилятации, повышение сосудистой проницаемости и экссудация (Струков, Чернух, 1976).
Острое экссудативное воспаление сопровождается тотальной дегрануляцией и исчезновением тучных клеток. Секреторная активность мастоцитов является фактором, сдерживающим фибробластические процессы и препятствующие коллагеногенезу (Шурин и др., 1968). Экссудативная стадия характеризуется активацией функций эндотелия капилляров: эндотелиальные клетки изменяют свою конфигурацию, их мембраны становятся более рыхлыми. В результате происходит экссудация – сквозь эндотелий в окружающее межклеточное пространство начинают просачиваться плазма и форменные элементы крови. 
Экссудат накапливается в серозных полостях, между волокнистыми структурами стромы органа, в подкожной клетчатке, что ведет к увеличению объема воспаленной ткани. В очаге воспаления возникают выраженные расстройства кровотока и лимфообращения. На самом раннем этапе гистамин, серотонин, лейкотриены, выделяющиеся из тучных клеток вызывают кратковременный спазм, сменяющийся длительным расширением артериол и венул. Некоторые вещества, вырабатываемые мастоцитами, в частности гепарин и простациклины, оказывают влияние на реологические свойства крови - изменяют скорость кровотока, вызывают краевое стояние лейкоцитов, стаз, тромбоз венул и капилляров, способствуют образованию агрегатов тромбоцитов и эритроцитов (Струков, Чернух, 1976). С помощью серотонина тучные клетки могут стимулировать фагоцитарную активность макрофагов. Некоторые авторы считают, что мастоциты сами способны к фагоцитозу (Цибульский, Елецкий, 1991).
Пролиферация клеток является завершающей, репаративной стадией воспаления. В современной литературе имеются указания на инициирующее влияние тучных клеток на репаративные процессы. В частности, мастоциты действуют на нейтрофильные гранулоциты, вызывая угнетение их аккумуляции в очаге воспаления. Это обусловлено влиянием гистамина и серотонина. С другой стороны, тучные клетки сами стимулируют мастоциты-макрофаги, вызывают увеличение числа незрелых фибробластов, повышают пролиферативно-синтетическую способность незрелых и зрелых фибробластов за счет выделения гепарина и гистамина (Клименко, Татарко, 1997).
Велика роль тучных клеток и в другой тканевой реакции – аллергии, особенно в аллергических реакциях немедленного типа. В тканевой жидкости обычно содержится хотя бы небольшое количество чужеродного антигена, попавшего в организм, а затем в общий кровоток. Много тучных клеток содержится под эпителием дыхательных путей, куда чужеродные антигены могут проникнуть через локальные повреждения (Barczyk et al., 1985). Следовательно, мастоциты занимают стратегические позиции, охраняя возможные места проникновения антигенов из кровяного русла или через повреждения эпителия. В этих местах тучные клетки подвергаются сенсибилизации антителами, специфичными в отношении определенных чужеродных антигенов, которые уже проникли в организм. Таким образом, мастоциты предупреждают о повторном появлении антигенов. Повторное поступление антигенов в организм приводит к тому, что тучные клетки высвобождают содержащиеся в них медиаторы, и тем самым обуславливают многие компоненты воспалительной реакции (Хэм, Кормак, 1983).
На первой стадии (иммунологической) происходит образование комплекса аллерген-антитело. При этом аллергические антитела, относящиеся к ласу Ig E, предварительно связываются с поверхностью тучных клеток, которые снабжены специфическими рецепторами. В результате формирования комплекса «антиген-антитело» на поверхности мастоцитов происходит активация последних и выделение из них различных физиологически активных веществ, в первую очередь гистамина, гепарина и серотонина (Цибулевский, Елецкий, 1991). Морфологически это проявляется в увеличении размера клетки, «вскипании» мастоцита, которое сопровождается утратой цитоплазматических гранул в результате дегрануляции или гранулоцитоза, потерей четкости очертаний клетки (Юрина, Гущин, 1985). Третья, патофизиологическая, стадия характеризуется развитием целого комплекса ловальных и системных вторичных реакций, вызванных главным образом медиаторами тучных клеток. В целом эти реакции направлены на то, чтобы обезвредить чужеродный антиген и его источник, если он находится в организме.
Таким образом, в условиях стрессорного раздражения, в ответ на поступление антигена развивается компенсаторно-приспособительная реакция в виде активации мастоцитогенеза и стимуляции выделенным гепарином ряда защитных функций организма. Являясь ключевым звеном в системе поддержания тканевого гомеостаза, тучные клетки не только регулируют такие сложные процессы как аллергия и воспаление, но и выполняют ряд частных функций, непосредственно не связанных с этими процессами.
Независимо от воспаления мастоциты через выделение гистамина могут влиять на микроциркуляцию (Чернух, Куприянов, 1981). Так, при гипотермической ишемии, изменения микроциркуляторного русла вызваны дегрануляцией тучных клеток. Глубина охлаждения увеличивает их активность (Скворцова, 1998). Гистамин и лейкотриены изменяют проницаемость капилляров, гепарин и простагландины влияют на реологические свойства крови (Цибулевский, Елецкий, 1991).
Функциональную роль тучных клеток можно рассматривать с точки зрения выделяемых ими химических соединений.
2.2.1. Тучные клетки – гепариноциты
Расположение мастоцитов вдоль кровеносных капилляров предохраняет кровь от свертывания в сосудах, вследствие поступления в нее гепарина из тучных клеток. Дальнейшее изучение этого вопроса показало, что метахроматические зерна, содержащие гепарин, не проникают, а фагоцитируются клетками соединительной ткани. Гепарин, вышедший вместе с гистамином, стабилизирует жидкую часть крови, задерживая ее свертывание, и этим способствует обмену веществ между тканью и кровь. (Адо, 1978).
Высказывались предположения о поддержании гепарином стабильности состояния коллоидов основного вещества соединительной ткани и тем самым об обеспечении наиболее оптимальных условий для ее метаболизма. В связи с гидрофильными свойствами гепарина допускается роль тучных клеток как регулятора воды в ткани, т.е. регуляторов ее гидрофильности. Мастоциты наделяются способностью ингибировать процесс коллагеногенеза, оказывать влияние на процессы организации структурного вещества. Гепарин может служить «фактором внутренней информации, опосредующим гуморальные и нервные сигналы (Шурин, 1965).
Тучные клетки реагируют на возможную угрозу и вызывают перестройку обменных процессов ткани. Это приводит к превентивному клеточному торможению через ингибицию дыхательно-энергетического цикла. Последнее представляет целесообразную реакцию в поддержании тканевого гомеостаза и восстановления структуры и функции органов. Ярким примером может служить опухолевый рост. В зрелых опухолях наблюдается большое количество секретирующих тучных клеток. Экспериментальные данные подтверждают точку зрения о канцеростатической роли гепарина (Шурин и др., 1968).
2.2.2. Тучные клетки – гистаминоциты
В физиологических концентрациях гистамин снижает сопротивляемость гисто-гематических барьеров и тем самым повышает переход веществ из крови в органы и ткани. Уменьшение сопротивляемости делает органы более восприимчмвыми к ядам и инфекциям, по некоторым данным усиливает рост опухоли (Кассиль, 1975). Способность гистамина влиять на фагоцитарную активность макрофагов и снижать сопротивляемость гисто-гематических барьеров играет немаловажную роль в развитии воспаления. Допускается, что любое раздражение приводит к дегрануляции тучных клеток, к появлению в ткани избытка активного гистамина, а, следовательно, и к развитию отека. Это высвобождение гистамина при воспалительном процессе может происходить в результате действия на тучные клетки эндогенных гистамин-либераторов (Виноградов, Воробьева, 1973).
Существует точка зрения, в соответствии с которой мастоциты играют гомеостатическую роль по отношению к гистамину. Ряд исследователей выдвигают гипотезу о роли тучных клеток в очищении тканей не только от биогенных аминов, но и от избытка их предшественников, которые переводятся в клетке в форму аминов, так как  в клетке существуют специальные структуры для связи аминов – их специфические гранулы (Виноградов, Воробьева (1973).
2.2.3. Тучные клетки – продуценты протеаз
Допускается, что протеолитические ферменты могут секретироваться в межклеточное вещество и оказывать действие на некоторые его белковые компоненты: мукопротеины, комплексы коллагеновых белков. Возможно, что эти ферменты могут принимать участие в образовании и разрушении брадикинина. В связи с этим некоторые исследователи допускают, что тучные клетки участвуют в деятельности и метаболизме соединительной ткани. В частности, не исключено, что мастоциты принимают участие в регулировании тканевого баланса гепарина, гистамина, серотонина и гиалуроновой кислоты, в обмене жиров, белков и углеводов (Виноградов, Воробьева, 1973).
Особого внимания заслуживает вопрос о межклеточных взаимодействиях тучных клеток. Исходя из того обстоятельства, что мастоциты синтезируют, а также депонируют поступающие извне и выделяют в межклеточное вещество разнообразные биологически активные вещества, можно предположить, что их взаимодействие с другими клеточными элементами характеризуются значительной широтой. Показано, что тучные клетки подкожной соединительной ткани находятся в определенных взаимоотношениях с макрофагами, эозинофильными гранулоцитами, фибробластами, лимфоцитами, эритроцитами, кровяными пластинками и др. (Цибулевский, Елецкий, 1991). Регулирующая роль тучных клеток на перечисленные элементы соединительной ткани опосредуется через влияние на микроциркуляцию, но кроме этого гепарин, гистамин, серотонин, протеазы и другие медиаторы, которые можно назвать лаброкинами, непосредственно действуют на пролиферацию фибробластов, фагоцитоз макрофагов, миграцию эозинофилов (Kanwar, Kubes, 1994), фибриллогенез и коллагенолизис (Серов, Шехтер, 1981; Astachov, Gortschakow, 1996).
Особенно тесные связи устанавливаются между мастоцитами и макрофагами. Эти клеточные элементы образуют своеобразные ассоциации, состоящие из 1 – 10 тучных клеток, окруженных несколькими макрофагами. Между цитоплазматической мембраной макрофага и мембраной мастоцитов на большей части практически нет межклеточного вещества соединительной ткани; мембраны разделяются тончайшими промежутками в несколько десятков ангстрем. Такой контакт рассматривается как необходимое условие возможного обмена между клеточными элементами (Виноградов, Воробьева, 1973).
Было показано, что экзогенная пероксидаза накапливается в таких ассоциациях как в тучных клетках, так и в макрофагах (в последних в больших количествах). На этом основании было выдвинуто предположение, что мастоциты и макрофаги могут обмениваться своим содержимым. Считается, что физиологическое значение такого комплексирования заключается в утилизации избытка секреторных гранул, выделяемых тучными клетками и / или лизировании старых, функционально неполноценных мастоцитов. В качестве аргументов, подтверждающих первую трактовку данного феномена, приводится факт обнаружения секреторных гранул тучных клеток в цитоплазме контактирующих с ними макрофагов, вторую – то обстоятельство, что в окружении макрофагов всегда находятся только зрелые мастоциты (Виноградов, Воробьева, 1973).
Функцию нейтрализации физиологически активных веществ, выделяемых тучными клетками, выполняют также эозинофильные и нейтрофильные гранулоциты. Данная функция осуществляется ими чаще всего двумя путями: посредством фагоцитоза секреторных гранул с последующей ферментативной модификацией внутри клетки или путем выделения ферментов, взаимодействующих с секреторными гранулами внутри клетки. В последнем случае процесс инактивации биологически активных веществ может быть избирательным, например, только в отношении гепарина. Есть указания и на более тонкие регуляторные взаимодействия между эозинофильными гранулоцитами и тучными клетками. Так показано, что первые вырабатывают специальный фактор, оказывающий тормозящее действие на секрецию гистамина мастоцитами. Функциональное значение этого феномена остается неясным (Виноградов, Воробьева, 1973; Наумова, Сергеева, 2004; Макарова и др., 2006).
Многогранны и сложны взаимоотношения между тучными клетками и лимфоцитами. В частности продемонстрировано модулирующее влияние мастоцитов на Т- и В-лимфоциты, осуществляемое посредством гистамина, к которому у лимфоцитов имеются специфические рецепторы. В свою очередь лимфоциты с помощью лимфокинов регулируют процесс высвобождения гистамина из тучных клеток. Наряду с дистантным действием описаны и непосредственные, контактные взаимодействия мастоцитов с лимфоцитами. Так, в условиях культуры, эти клеточные формы обнаруживают тенденцию к розеткообразованию. Поскольку гормоны тимуса оказывают отчетливый эффект на данный процесс, можно предположить, что такого рода клеточные кооперации играют важную роль в развитии иммунных реакций (Цибулевский, Елецкий, 1991; Лузгина и др., 2010; Yoshizaki K, et al., 1993). 
2.3. Нейро-гуморальная регуляция активности тучных клеток
Впервые вопрос о нервной регуляции состава крови выдвинул в 1875 г. С.П. Боткин. Экстероцептивные влияния на процесс свёртывания крови были установлены многими авторами. А.А. Маркосяном была установлена возможность условно-рефлекторного изменения скорости свёртывания крови. В 1957 году Д.М. Зубаировым была выполнена работа, касающаяся интероцептивной регуляции свёртывания крови, с целью установления возможности рефлекторной регуляции свёртываемости крови с хеморецепторов каротидного синуса (Зубаиров, 1957).
В опытах на собаках  исследовали свёртываемость крови после введения в ток перфузии каротидного синуса растворов никотина и ацетилхолина. Результаты опытов независимо от природы раздражителя оказались довольно однозначными. Во всех случаях наблюдалось более или менее значительно выраженное укорочение времени свёртывания крови. Наибольшей величины ускорение свёртывания крови достигает на 20 – 30 мин после раздражения и длится 1,0 – 1,5 часа. 
Для доказательства рефлекторного характера полученных результатов автором была проведена вторая, контрольная, серия опытов с денервацией каротидных синусов, когда перерезался синусный нерв и, таким образом, прерывалась афферентная часть рефлекторной дуги. В этих опытах не получили рефлекторного изменения скорости свёртывания крови в ответ на введение в ток перфузии никотина и ацетилхолина. 
Точно так же не было обнаружено изменения скорости свёртывания крови при перфузии каротидного синуса с интактным синусным нервом без введения химических раздражителей. Однако к концу контрольных опытов время свёртывания, как правило, постепенно уменьшалось. Это, по-видимому, следует связать с действием наркоза и освобождением тромбопластина из травмированных тканей. 
Исходя из работ Кеннона, М.С. Климовой и других, в которых показано влияние на свёртываемость крови секреции адреналина надпочечными железами, было интересно установить, какое значение имеет адреналовая система для осуществления рефлекса с хеморецепторов каротидного синуса на свёртываемость крови. Для этого в третьей серии производилась перерезка под диафрагмой чревных нервов, которые являются секреторными нервами для надпочечников.
Опыты показали, что в условиях денервации надпочечников раздражение хеморецепторов каротидного синуса, вызывая отчётливый рефлекс на дыхание, мало влияет на свёртываемость крови. Время свёртывания крови на 10-ой мин уменьшается в среднем на 17,2%, но затем увеличивается и через 1 час после раздражения хеморецепторов  каротидного синуса становится даже больше (на 4,7%) исходной величины.
Явление ускорения свёртывания крови при острых кровопотерях, имеющее защитное значение для организма, описано многими авторами. Установлено, что в осуществлении этой реакции важное значение имеет секреция адреналина надпочечниками. Учитывая практическую значимость исследования защитных механизмов при кровопотерях, которые являются одним из наиболее распространённых видов патологии, была поставлена задача - изучить роль интерорецепторов каротидного синуса и дуги аорты в ускорении свёртывания крови при острых кровопотерях (Зубаиров, 1957).
В опытах на кроликах изучалось влияние местной анемии каротидного синуса на свёртывание крови у 7 кроликов. Под общую сонную артерию подводили лигатуру, затем животным давался отдых 1,0 – 1,5 часа. В нескольких случаях поверхностные слои препарировали под местной инфильтрационной анестезией 0,25% раствором новокаина. После перерыва определяли исходный уровень времени свёртывания крови до получения сравнительно постоянных результатов. По установлении исходного уровня времени свёртывания крови перевязывали общую сонную артерию с одной стороны. Вслед за перевязкой, через 5 и 30 мин повторно определяли время свёртывания крови. Через 5 мин в 6 случаях из 7 отмечено отчётливое ускорение свёртывания крови и только в 1 опыте не удалось обнаружить существенного изменения времени свёртывания крови. Средняя величина времени свёртывания крови составила около 60% исходной величины, т.е. уменьшалась почти вдвое. К 30-й мин время свёртывания приближалось к исходной величине, несмотря на то, что лигатура с сосуда не снималась. По-видимому, имела место адаптация рецепторов каротидного синуса.
Ускорение свёртывания крови при перевязке двух общих сонных артерий у собак наблюдала Н.Н. Попова. Проводя аналогию с острой кровопотерей, Н.Н. Попова объясняет это анемизацией мозга и совершенно не учитывает возможной роли интерорецепторов в генезе данного явления.
С целью выяснить, является ли обнаруженное ускорение свёртывания крови рефлекторным актом или возникает вследствие анемии головного мозга, была проделана контрольная серия опытов с односторонней перевязкой внутренней сонной артерии у кроликов. Для того, чтобы не оказать раздражающего действия на синокаротидную зону, каротидный синус соответствующей стороны предварительно денервировали путём перерезки синусного нерва. При такой методической постановке опытов исключалось раздражение мощной сосудистой рецептивной зоны, а нарушения со стороны гемодинамики в мозгу были такими же, как и в первой серии.
В этой серии опытов не было получено рефлекторного свёртывания крови, а в 4 опытах из 7 отмечено даже некоторое замедление свёртываемости крови. Эти данные согласуются с исследованиями, в которых показано, что анемия разных степеней не может рассматриваться как физиологический регулятор деятельности вегетативных центров и что анемия мозга при сохранении нормальных синокаротидных рефлексов ведёт к постепенному снижению деятельности центров стволовой части мозга.
В следующей серии экспериментов осуществлялось кровопускание (6 – 10% от общего количества крови) 2 группам кроликов: у кроликов первой группы перерезали с обеих сторон синусные нервы. У кроликов второй группы синусные узлы не перерезали, но был сделан такой же разрез на шее, как и у животных первой группы. Кровопускание у животных с сохранённой рецепцией синокаротидных зон сопровождалось, как правило, более значительным ускорением свёртывания крови, чем у кроликов с перерезанными синусными нервами. Особенно чётко выявлялась эта разница через 5 мин после кровопускания, когда разность средних превышала свою ошибку более чем в 3 раза; это говорит о достаточно высокой достоверности различия. Однако у животных с перерезанными синусными нервами кровопускание также сопровождалось некоторым ускорением свёртывания крови. Следует учесть, что депрессорные нервы оставались неповреждёнными. 
Таким образом, ускорение свёртывания крови, связанное с возбуждением симпатико-адреналовой системы, при острой кровопотере является, прежде всего, рефлекторным актом, зависящим главным образом от рецепторов каротидного синуса и дуги аорты. Наряду с гиперадреналинемией, гипергликемией, прессорной сосудистой реакцией, тахикардией, гипергидремией и другими реакциями, сопровождающими острую кровопотерю, ускорение свёртывания крови имеет важное защитное значение для организма, поскольку оно благоприятствует  прекращению кровотечения.
Местная анемизация синокаротидных зон вызывает рефлекторное ускорение свёртывания крови, а денервация синокаротидных и аортальных зон резко ослабляет защитное ускорение свёртывания крови и нарастание титра тромбина, наступающие после острой кровопотери. 
Перфузия гепарином (1 – 1500 МЕ/мл) синокаротидной зоны вызывала отчетливое замедление свертывания крови в общем кровеносном русле. Замедление свертывания крови сопровождалось гипопротромбинемией, снижением в крови уровня факторов VII, VIII, гипофибриногенемией, увеличением уровня антитромбинов II и III и активности фибринолиза. Если исходный уровень принять за 100%, то по отношению к нему концентрация прокоагулянтов (фибриногена, факторов VII, VIII, протромбина) падает в среднем на 20 – 60%, а концентрация антикоагулянтов увеличивается на 80 – 100%, при этом вдвое усиливается фибринолиз (Ломазова, 1969). 
Оказалось, что перфузия гепарином каротидного синуса и изолированной почки вызывает аналогичные изменения в процессе свертывания крови, в соотношении прокоагулянтов и антикоагулянтов.
Такая же реакция возникает и при введении гепарина непосредственно в кровяное русло. Однако в этих случаях требуется доза гепарина, значительно большая, чем при действии на изолированный участок сосудистого русла. Так, внутривенное введение 2,5 – 5,0 МЕ гепарина не вызывало изменения времени свертывания крови. Между тем перфузия изолированного каротидного синуса раствором, содержащим 1,0 МЕ гепарина, уже вызывала отчетливое замедление свертывания крови.
Рефлекторный характер наступающих изменений в процессе свертывания крови при перфузии гепарином изолированных участков сосудистого русла подтверждают следующие эксперименты: 1) перерезка синокаротидного нерва предотвращает снижение коагуляционных свойств крови при перфузии гепарином каротидного синуса; 2) предварительное, до перфузии гепарином, промывание 0,5% раствором новокаина каротидного синуса также предупреждает этот эффект. Следовательно, афферентный путь рефлекторного влияния гепарина на процесс свертывания крови начинается с рецепторов сосудистого русла.
Эфферентный путь данного рефлекса идет по блуждающим нервам. При перерезке блуждающих нервов под диафрагмой исключалась иннервация, а, следовательно, и возможность ответной реакции на  раздражение органов брюшной полости и в первую очередь печени. Но при этом сохранялась иннервация легких и, вероятно, некоторое замедление свертывания крови происходило за счет деятельности гепариноцитов легких, что приводило к увеличению уровня гепарина в крови. Перерезка блуждающих нервов на шее исключала возможность рефлекторного ответа  со стороны органов системы свертывания крови (Ломазова, 1969).
Перфузия гепарина (40 МЕ/кг) через сосуды изолированной в гуморальном отношении задней конечности кошки, сопровождалось замедлением времени общего свёртывания крови, уменьшением количества фибриногена и некоторым увеличением содержания гепарина в крови. Аналогично менялся ферментативный процесс свёртывания крови и при введении гепарина (100 – 200 МЕ/кг) в периферическую часть позвоночной или сонной артерии. В сосудорасширяющем действии гепарина принимает участие как непосредственное воздействие препарата на стенки сосудов, так и центральные механизмы регуляции просвета сосудов. Изменения в ферментативном процессе свёртывания крови, наступающие после введения гепарина, в организме животного осуществляются помимо прямого влияния препарата на факторы свёртывания крови, центральными рефлекторными механизмами (Гвишиани, Мчедлишвили, 1968).
Работами А.А. Маркосяна и Г.А. Якунина (1961,1962) установлено, что раздражение переднего и бокового полей гипоталамуса вызывают гипокоагуляцию и увеличение содержания гепарина, а при раздражении заднего поля гипоталамуса (перивентрикулярную область) – гиперкоагуляцию и понижение содержания в крови гепарина.
Электрическое раздражение перивентрикулярной области гипоталамуса приводит к ускорению свёртывания крови, укорочению времени Квика, повышению концентрации фактора V и к понижению уровня гепарина в крови.
Таким образом, ретикулярная формация перивентрикулярной области гипоталамуса стимулирует процессы свёртывания крови, угнетая одновременно антикоагулянтное действие гепарина. Описанные изменения, видимо, обусловлены адренергическим субстратом ретикулярной формации.
Раздражение переднего и бокового поля ретикулярной формации гипоталамуса вызывает замедление свёртывания крови, удлинение времени Квика, понижение концентрации фактора V и повышение уровня гепарина. Изменения в деятельности системы свёртывания крови, видимо, обусловлено стимуляцией парасимпатических образований ретикулярной формации. Указанное предположение находит подтверждение в имеющихся данных о наличии холинергической системы в ретикулярной формации и о морфологическом сходстве структур некоторых ретикулярных нейронов с нейронами ядер блуждающего нерва и вегетативных центров гипоталамической области (Маркосян, 1966).
Далее изучали влияние на свертывание крови и содержание гепарина в крови медиаторов нервной системы, непосредственно действующих на различные отделы гипоталамуса (адреналин и ацетилхолин). При воздействии адреналина (0,001мл) на передний гипоталамус кролика отмечалось понижение содержания гепарина в крови укорочение протромбинового времени, времени рекальцификации. Содержание факторов VII и VIII увеличивалось. Количество фибриногена возрастало и фибринолитическая активность повышалась (Ломазова, 1969).
Микроинъекция адреналина в той же дозе в область заднего гипоталамуса вызывала также понижение содержания гепарина в крови. Максимальный эффект наступал уже на 5-ой мин после воздействия, а возвращение к исходному уровню происходило лишь на 90 – 120 мин. Микроинъекция гепарина в область заднего поля гипоталамуса вызывает не только более быстро наступающий максимальный эффект, но и более медленное возвращение к исходному уровню содержания гепарина, чем при микроинъекции в область переднего гипоталамуса. 
Введение ацетилхолина (0,001мл) в область переднего гипоталамуса вызывало увеличение содержания гепарина в крови. Концентрация прокоагулянтов и фибриногена понижалась, а фибринолитическая активность увеличивалась. Наибольшее увеличение содержания гепарина наступало тотчас после введения ацетилхолина (через 1–5 мин) и возвращалось к исходному уровню к 40 – 50 мин.
При микроинъекции ацетилхолина в той же дозе в область заднего гипоталамуса наблюдалось также увеличение содержания гепарина в крови, понижение содержания прокоагулянтов и фибриногена, эффект при введении ацетилхолина в область заднего поля гипоталамуса был быстро проходящим и возвращение содержания гепарина к исходному уровню отмечалось на 20 мин.
Полученные данные свидетельствуют о том, что гипоталамус непосредственно влияет на содержание гепарина в крови. Как уже указывалось выше, микроинъекция адреналина в область переднего и заднего гипоталамуса вызывает неодинаковое по величине понижение содержания гепарина в крови. В то же время микроинъекция ацетилхолина вызывала разное по величине увеличение уровня гепарина. Известно, что гипоталамус содержит адрено-, холино- и серотонинореактивные системы. Задний гипоталамус представлен главным образом адренергическими образованиями, а передний - холинергическими. По-видимому, регулирующая роль гипоталамуса в свертывании крови обеспечивается адрено- и холинореактивными системами, локализующимися в переднем и заднем гипоталамусе (Ломазова, 1969).  
Своеобразие влияния ретикулярной формации продолговатого мозга заключается в том, что она тормозит свёртывание крови. Её раздражение приводит к длительному замедлению свёртывания крови, удлинению времени Квика, понижению концентрации фактора V и повышению уровня гепарина (Маркосян, 1966).
При электрическом раздражении ретикулярной формации продолговатого мозга крыс уже через 3 – 5 мин увеличивалось время свертывания крови и тромбиновое время, отмечалось повышение концентрации гепарина, снижение тромбоплатической активности и содержания фибриногена, фибринолитическая активность возрастала. По данным ЭЭГ биоэлектрическая активность раздражаемой области и двигательной зоны коры увеличивалась с возвращением к исходному уровню через 3 – 5 мин (Калишевская и др., 1966).
Аналогичные изменения в крови наблюдались при раздражении переднего и латерального полей гипоталамуса, при раздражении заднего поля гипоталамуса, а также дорсомедиального, премамиллярного и перивентрикулярного ядер наблюдались сдвиги противоположного характера, что полностью совпадает с данными, представленными А.А. Маркосяном (1966). По-видимому, эти изменения при раздражении области гипоталамуса связаны с воздействием на холинергические и адренергические  субстраты. 
Раздражение ретикулярной формации варолиевого моста, нижнего червя мозжечка и таламуса приводило к ускорению свертывания крови.
Раздражение мозжечка производилось хронически вживлёнными электродами в передние и задние отделы червя мозжечка. Стимуляция передних отделов приводила к длительному замедлению свёртывания крови, удлинению времени Квика, понижению концентрации фактора V. Уровень гепарина при этом не менялся или же наступали незначительные колебания.
Раздражение задних отделов червя мозжечка вызывает ускорение свёртывания крови.
Стимуляция неспецифических ядер средней линии таламуса приводит к ускорению свёртывания крови, укорочению времени Квика, понижению содержания фактора V и понижению уровня гепарина.
Стимуляция вентрального комплекса неспецифических ядер таламуса в отличие от неспецифических ядер средней линии вызывает замедление свёртывания крови, удлинение времени Квика, уменьшение содержания фактора V и повышению уровня гепарина.
Раздражение ретикулярной формации среднего мозга приводит к ускорению свёртывания крови, укорочению времени Квика, повышению концентрации фактора V и понижению уровня гепарина. Вся гамма изменений, наступающих при раздражении ретикулярной формации среднего мозга, полностью совпадает с картиной изменений, возникшей в результате возбуждения адренергического субстрата гипоталамуса. По-видимому, в данном случае раздражению подвергается адренергический субстрат ретикулярной формации среднего мозга. Возможно, что она не содержит парасимпатических нейронов, так как нам не удалось обнаружить тормозящего влияния со стороны среднего мозга на процессы свёртывания крови.
Раздражение ростральной и каудальной частей ретикулярной формации моста приводит к ускорению свёртывания крови, укорочению времени Квика, понижению концентрации фактора V и понижению уровня гепарина.
При раздражении средней части ретикулярной формации моста вначале наступает ускорение свёртывания крови продолжительностью 10 – 20 мин. Затем ускорение сменяется замедлением в течение часа. Время Квика вначале укорачивается, а затем удлиняется, содержание фактора V понижается, уровень гепарина или повышается, или не изменяется.
Таким образом, ретикулярная формация варолиева моста разнонаправленно влияет на процессы свёртывания крови. Своеобразное влияние средней части ретикулярной формации, вероятно, обусловлено переплетением адренергических и парасимпатических элементов ретикулярной формации (Маркосян, 1966).
Путем морфологического контроля выявлено, что нейроны, возбуждение которых вызывает защитную реакцию в ответ на появление избытка тромбика в кровотоке, расположены в гигантоклеточном ядре медиальной части ретикулярной формации продолговатого мозга.
Сделано заключение, что в продолговатом мозге происходят первичные замыкания рефлекторной дуги противосвертывающей системы. Импульсы возбуждения распространяются, по-видимому, в вышележащие отделы ЦНС вплоть до коры, которая оказывает регулирующее влияние на ретикулярную формацию, обеспечивая целостную реакцию организма. Установленные факты свидетельствуют, по мнению авторов, о раздельной и взаимосвязанной регуляции свертывающей и противосвертывающей систем различными структурами мозга (Калишевская и др., 1966).
При  исследовании влияния симпатической нервной системы на параметры свёртывания крови были проведены две серии опытов. В первой серии время свёртывания крови и другие показатели определялись в крови, оттекающей от печени после раздражения симпатического ганглия, иннервирующего левый надпочечник. Во второй серии опытов раздражались симпатические веточки, отходящие от солнечного сплетения и иннервирующие печень, после их предварительного отделения от солнечного сплетения.
После раздражения симпатического ганглия, иннервирующего левый надпочечник, что влекло за собой выбрасывание адреналина в кровь, во всех без исключения опытах наблюдалось значительное ускорение свёртывания крови. Помимо ускорения свёртывания крови, повышается концентрация фактора VII и протромбина. Количество фибрина не изменяется, а количество гепарина уменьшается.
Во втором варианте опытов раздражали симпатические волокна, иннервирующие печень. После их раздражения время свёртывания крови не изменилось в 18 из 22 опытов, а в остальных 4 опытах даже несколько удлинилось. Изучение других факторов показало, что количество фибрина, концентрация гепарина и время Квика не изменились. Однако концентрация факторов V и VII отчётливо снизилась (Маркосян, 1966).
Содержание гепарина в крови, оттекающей от печени спустя 10 мин после раздражения блуждающего нерва, отчётливо увеличивается. При более длительной стимуляции, когда раздражение блуждающего нерва длилось 40 – 60 с, время свёртывания крови всегда удлинялось, а концентрация гепарина увеличивалась на более значительную величину. Для нейтрализации гепарина требовалось на 30γ больше протамин сульфата, чем до раздражения.
Таким образом, импульсы парасимпатической нервной системы при электрической стимуляции поддиафрагмальной веточки блуждающего нерва вызывают понижение функции печени по биосинтезу факторов V и VII и заметно не сказываются на её тромбообразовательной и фибриногенобразовательной функции. В то же время раздражение активирует гепаринообразовательную функцию печени, стимулирует деятельность тучных клеток. Концентрация появившегося в крови гепарина находится в прямой зависимости от продолжительности стимуляции (Маркосян, 1966).
Раздражение ствола правого блуждающего нерва интактных кроликов сопровождается в большинстве опытов повышением содержания гепарина в крови. После перерезки правого блуждающего нерва отмечалось в большинстве случаев снижение уровня гепарина в периферической крови. При раздражении центрального конца блуждающего нерва наблюдалось, как правило, уменьшение содержания гепарина в крови. В большинстве экспериментов при раздражении периферического отрезка блуждающего нерва было обнаружено повышение уровня гепарина. 
Раздражение ствола правого блуждающего нерва наркотизированного животного (уретан, 1,25 г/кг) вызывает в большинстве опытов снижение уровня гепарина в крови, реже – увеличение. Изменение направленности сдвига в уровне гепарина крови при стимуляции ствола блуждающего нерва на уретановом фоне, по-видимому, связано с изменением функционального состояния центров блуждающих нервов под влиянием наркотического вещества. Это положение подтверждается результатами опытов с раздражением афферентных волокон блуждающего нерва. В этом случае вместо уменьшения количества гепарина получили его увеличение. Вместе с тем эффект стимуляции периферического отрезка блуждающего нерва наркотизированного животного было аналогичным наблюдаемому у интактных кроликов (Коршунов, 1969).
В опытах на кроликах через 2 мин после билатеральной резекции блуждающего нерва наблюдалось ускорение свертывания крови, а через 30 мин – тенденция к нормализации. Парасимпатическая децентрализация приводит к прекращению потоков импульсов к органам системы свертывания крови. Содержание гепарина в крови оперированных животных к этому времени (10 – 15 мин) снижалось с 6 – 7 МЕ/мл в норме до 1 – 3 МЕ/мл (Желтова, Киричук, 1968).
Раздражение двигательной области коры обычно вызывало замедление свертывания крови, а результатом раздражения зрительной и теменной области коры чаще являлось ускорение свертывания крови.
Изучали влияние фармакологических средств, возбуждающих кору головного мозга – кофеин (3 и 10 мг/кг), подкорковые образования – камфара и коразол (17 мг/кг и 4,29 мг/кг соответственно), спинной мозг – стрихнин (0,042 мг/кг), угнетающие ретикулярную формацию – аминазин (10 мг/кг) на содержание в крови гепарина и толерантность плазмы к гепарину у интактных собак.
Установлено, что кофеин в дозе 3 мг/кг через 60 мин после введения приводил к увеличению содержания гепарина на 36% и повышению показателя толерантности до 32%. Камфара, коразол и стрихнин достоверно уменьшали содержание свободного гепарина через 120 мин после введения соответственно на 20%, 126%, 26% и понижение показателя толерантности плазмы к гепарину  до 87%, 92%, 73%; аминазин не изменял содержание гепарина, но повышал толерантность плазмы к гепарину.
Таким образом, можно полагать, что возбуждение коры головного мозга усиливает гепариногенез и снижает толерантность плазмы к гепарину, а возбуждение подкорковых образований и спинного мозга и торможение ретикулярной формации угнетает этот процесс (Пасечников, Новак, 1973).
Установлено уменьшение содержания свободного гепарина в крови интактных собак через 2 часа после введения: фенобарбитала (4,29 мг/кг) на 17%, дефинина (4,29 мг/кг) на 30%, триметина (12,9 мг/кг) на 11%, настоя лагохилуса (2 мг/кг) на 20%. Толерантность плазмы к гепарину повысилась после введения: фенобарбитала на 18%, дифенина на 15%, триметина на 9%, настоя лагохилуса на 12%. В предсудорожном периоде содержание свободного гепарина уменьшилось на 12%, во время тонической фазы на 20%, во время клонических судорог отмечалось увеличение этого показателя на 16% и в послесудорожном периоде – увеличение на 21%. Толерантность плазмы к гепарину повысилась в предсусорожном состоянии на 43,8%, во время тонической фазы – на 22%, а во время клонической фазы понизилась на 5% и в послесудорожном периоде – на 19,7%. В контрольных опытах с введением физиологического раствора изменения были статистически недостоверными.
Таким образом, при торможении коры и возбуждении подкорковых образований головного мозга наблюдается уменьшение содержания гепарина в крови и повышение толерантности плазмы к гепарину, при возбуждении же коры и в послесудорожном периоде – увеличение свободного гепарина и понижение толерантности плазмы к гепарину (Пасечников, 1973).
Живые организмы в процессе онтогенеза постоянно сталкиваются с множеством различных по качеству факторов, требующих для выживания или нормального функционирования живых систем в данных условиях, адаптивных перестроек структуры и функций. По определению Г. Селье (1972), стресс представляет собой совокупность всех неспецифических изменений, возникающих под влиянием любых сильных воздействий и сопровождающихся перестройкой защитных систем организма, к которым с достаточной уверенностью можно отнести систему тучные клетки – базофилы – гепарин.
В исследованиях на животных и человеке показано, что на многие воздействия тучные клетки отвечают стереотипной реакцией – изменением количества клеток, выбросом медиаторов из гранул, снижением содержания в них гепарина. Определяющими факторами в механизме секреции являются сила, характер, длительность стрессорного воздействия, индивидуальные, видовые и возрастные особенности организма (Не, 2004).
В адаптивных гуморальных реакциях на стрессорные воздействия одно из центральных мест, несомненно, занимают процессы, ограждающие организм от возможного тромбообразования. К ним, в первую очередь, следует отнести выброс в кровоток гепарина – антикоагулянта прямого действия. Факт усиления высвобождения гепарина из тучных клеток и повышения антикоагулянтного потенциала крови при стрессорных воздействиях описан ранее.
Поскольку адаптация организма к действию раздражителей начинается с нейроэндокринных процессов, а именно с возбуждения адреналовой системы и системы гипоталамус – гипофиз – кора надпочечников, естественно предположить наличие причинной связи между ними и интенсивностью секреции гепарина. Действительно, в проведённых ранее исследованиях установлено, что в активации секреции гепарина тучными клетками при стрессе участвуют циркулирующие в крови катехоламины и, в первую очередь, адреналин. В настоящей работе была поставлена задача выяснить роль в этом процессе второго звена адаптационной системы – АКТГ.
Для выяснения роли АКТГ в активации секреции тучными клетками гепарина при стрессорном воздействии был использован следующий экспериментальный подход. В первой серии экспериментов было исследовано действие АКТГ на секрецию гепарина в отсутствие стресса и во второй – эффект стресса на фоне блокады секреции АКТГ (табл. 2.1).
                                                                                          
                                                                        Таблица 2.1
Влияние АКТГ на функциональный статус тучных клеток 
подкожной клетчатки (Шапиро, Умарова, Струкова, 1995).
	Группа животных
	Индекс насыщения 
гепарином
	Суммарный индекс 
гранулолизиса

	Интактные
	1.96±0.20
	0.34±0.02

	АКТГ
	0.72±0.04
	0.58±0.01

	Иммобилизация
	0.69±0.03
	0.57±0.03



Как видно из представленных авторами данных, состояние тучноклеточной популяции подкожной клетчатки животных, которым был введён АКТГ, через 30 мин после его введения полностью соответствовало таковому у животных, подвергнутых 30-минутной иммобилизации и получивших вместо АКТГ физиологический раствор. Индекс насыщения тучных клеток гепарином у этих групп животных снизился по сравнению с интактными на 64%, а индекс суммарного гранулолизиса, характеризующий интенсивность процесса секреции гепарина, возрос в 1.7 раза.
Хорошо иллюстрирует выявленные закономерности в популяции количественное соотношение клеток, различающихся по содержанию гепарина 
(от наполненных гепарином очень тёмных до практически полностью опустошённых очень светлых). Как видно из таблицы 2.2 у крыс, подвергавшихся иммобилизации или получивших АКТГ, количество светлых и очень светлых клеток, из которых выделился гепарин в 1.8 раза больше, чем у интактных. Эти данные свидетельствуют о том, что АКТГ фактически полностью воспроизвёл этот эффект иммобилизационного стресса (табл. 2.2).
                                                                                  
                                                                           Таблица 2.2
Содержание тучных клеток разной интенсивности окраски у интактных крыс, животных подвергнутых иммобилизации и получивших АКТГ 
(Шапиро, Умарова, Струкова, 1995).
	
Группа 
животных
	Количество клеток, %

	
	Очень
 тёмные
	Тёмные
	Светлые
	Очень 
светлые

	Интактные
	5
	63
	30
	2

	Иммобилизация
	2
	40
	50
	8

	АКТГ
	1
	37
	52
	10



Во второй серии экспериментов у животных блокировали выброс АКТГ многократным введением дексаметазона. При 30-минутной иммобилизации секреция гепарина тучными клетками подкожной клетчатки у этих животных возрастала, но в значительно меньшей степени, чем у контрольных животных, получавших вместо дексаметазона физиологический раствор и также подвергавшихся иммобилизационному стрессу (табл. 2.3).
                                                                                          
                                                                                Таблица 2.3.
Влияние блокады выброса АКТГ на функциональный статус тучных клеток подкожной клетчатки при иммобилизационном стрессе
(Шапиро, Умарова, Струкова, 1995).
	Группа 
животных
	Индекс насыщения 
гепарином
	Суммарный индекс 
гранулолизиса

	Иммобилизация
	0.69±0.03
	0.57±0.03

	Иммобилизация на фоне блокады секреции АКТГ дексаметазоном
	1.09±0.09
	0.49±0.02

	Дексаметазон без иммобилизации
	1.43±0.09
	0.43±0.02

	NaCl без иммобилизации
	1.60±0.08
	0.37±0.01



Как видно из данных о величине индекса насыщения тучных клеток гепарином интенсивность секреции гепарина у стрессированных животных с заблокированным выбросом АКТГ занимает промежуточное положение между интенсивностью этого процесса у контрольных животных как подвергавшихся, так и не подвергавшихся иммобилизации. Соответственно, не столь значительно возрастал у них и суммарный индекс гранулолизиса. Если у интактных животных он составлял 0.34±0.02, у иммобилизованных контрольных – 0.57±0.03, то у иммобилизованных с заблокированным выбросом АКТГ – 0.49±0.02.
Сам дексаметазон при использованной схеме введения на секрецию гепарина тучными клетками подкожной клетчатки влияния не оказывал и индекс насыщения клеток гепарином в этой группе животных практически не отличался от такового у животных, получивших физиологический раствор.
Аналогично реагирует на стресс при блокаде секреции АКТГ и популяция менее реактивных тучных клеток брыжейки – и в этих клетках иммобилизация не вызвала достоверного усиления секреции гепарина. Так, индекс насыщения тучных клеток брыжейки гепарином в контрольной группе животных, получившись дексаметазон и не подвергавшихся иммобилизации, составил 0.69±0.15 и в опытной, подвергнутой иммобилизации после введения дексаметазона – 1.38±0.13.
Таким образом, представленные материалы дают основание для вывода о том, что при блокаде секреции АКТГ эффект стрессорного воздействия на тучные клетки полностью проявиться не может.
По-видимому, в стрессорной ситуации участие гормональной системы в активации секреции гепарина тучными клетками, вероятно, не ограничивается только стимулирующим действием на этот процесс катехоламинов. Подобное же влияние оказывает и АКТГ. При введении крысам достаточно большой дозы АКТГ по данным морфометрии полностью воспроизводится эффект иммобилизационного стресса, а при отсутствии выброса АКТГ реакция тучных клеток на стрессорное воздействие неполноценна.
То обстоятельство, что в стрессорной ситуации стимулирующее действие катехоламинов и АКТГ на высвобождение гепарина из тучных клеток не суммируется, очень важно. Практически одинаковая степень опустошения тучных клеток гепарином (более 60%) наблюдается как при иммобилизационном стрессе, так и при введении в отсутствие стресса агониста β-адренорецепторов или АКТГ. Можно считать, что в физиологических условиях существует предельно возможная степень опустошения тучных клеток гепарином (Шапиро, умарова, Струкова, 1995).
У крыс в состоянии иммобилизационного стресса возрастает секреция гепарина тучными клетками, что приводит к снижению содержания в них гепарина более чем в 3 раза. Эта активация тучных клеток катехол- и АКТГ-зависима. Неселективный β-адреноблокатор пропранолол блокирует эффект стресса, а β-агонист изопреналин его имитирует. С помощью селективных β-блокаторов установлено, что в стимуляции секреции гепарина большую роль играют не β1, а β2-адренорецепторы. Альфа-блокатор фентоламин и альфа-агонист фенилэфрин не оказывают столь выраженного действия на секрецию гепарина. Введение АКТГ вызывает у животных, не подвергавшихся иммобилизации, усиление секреции гепарина. Предварительная блокада секреции АКТГ дексаметазоном у животных, подвергнутых стрессорному воздействию, препятствует полноценному секреторному ответу тучных клеток. Стимулирующее действие АКТГ на секрецию гепарина относится к его прямым эффектам и не опосредовано через стимуляцию продукции глюкокортикоижов клетками коры надпочечников (Шапиро, умарова, Струкова, 1998).
Представленные данные, свидетельствующие о стимуляции секреции гепарина катехоламинами и АКТГ на начальных этапах стресса (фаза «тревоги»), позволяют утвердительно ответить на поставленный в работе вопрос и считать, что выброс гепарина из тучных клеток является необходимым компонентом адаптивного ответа организма на стресс как таковой.
Следует упомянуть, что в состоянии стресса у крыс снижается и интенсивность клиренса гепарина из крови, что также способствует задержке его в циркуляции. Гемостатические адаптивные процессы, ограждающие организм от возможного тромбообразования в стрессорной ситуации, включают и повышение фибринолитической активности крови. При этом есть данные, что повышение фибринолитической активности при стрессе также зависит от изменившегося гормонального статуса организма.
Нужно иметь в виду, что в регуляции секреции гепарина при стрессорных воздействиях могут участвовать не только катехоламины и АКТГ, но и другие гормоны, а также регуляторные пептиды, белки и медиаторы, титр которых в крови в этой ситуации возрастает (Шапиро, Умарова, Струкова, 1995).
Следует особо упомянуть о роли тромбина в активации тучных клеток крови и сосудистого тонуса. Специально проведённое исследование позволило установить, что в состоянии стресса в кровотоке имеет место генерация тромбина. Ранее было показано, что внутривенное введение тромбина вызывает у крыс выброс гепарина из тучных клеток. Таким образом, есть все основания считать, что полифункциональность тромбина проявляется и в его способности активировать тучные клетки (Умарова, Шапиро, Коган, 1997).  
Возрастание секреции соединительнотканными тучными клетками в условиях иммобилизационного стресса определяется активацией симпатико-адреналовой системы, выбросом АКТГ и возможной генерацией тромбина. Наличие в кровотоке генерации тромбина в этих условиях подтверждено достоверным снижением концентрации профермента протеина С на 23%, уменьшением активности его субстрата – фактора V на 36% и возрастанием на 40% активированного частичного тромбопластинового времени. Показано, что 30-минутная иммобилизация приводит к снижению пула гепарина в тучных клетках крыс примерно в 3 раза. Внутривенное введение крысам перед иммобилизацией специфического ингибитора тромбина – гирудина уменьшило стимулирующий эффект стресса на секрецию гепарина. Эти данные свидетельствуют, что в активации секреции гепарина тучными клетками в условиях стресса наряду с катехоламинами и АКТГ важная роль  принадлежит образующемуся в кровотоке тромбину (Умарова, Шапиро, Коган, 1997).




























ГЛАВА 3. ГЕПАРИН И СВЁРТЫВАНИЕ КРОВИ

3.1. Эволюция свёртывания крови
У позвоночных животных и человека в эволюционном развитии возникла в своей принципиальной основе функционально-тождественная система гемостаза, основная часть которой – ферментативная система свёртывания крови. У всех позвоночных, как холоднокровных, так и теплокровных, ведущий свёртывающий фермент – тромбин, а субстрат – фибриноген, превращающийся с участием тромбина в нерастворимые нити фибрина. Однако эта функциональная схема в своей биохимической натуре чрезвычайно сложна, так как в естественном  процессе образования кровяного сгустка участвует ряд белковых компонентов – предшественников и возникающих из них активных веществ. Причём весь этот многокомпонентный процесс может совершаться при одном условии – в присутствии в среде ионов кальция. 
В отличие от беспозвоночных животных, обладающих приспособительным механизмом гемостаза, который способствует сохранению крови при нарушении целостности русла, вмещающего внутреннюю жидкую среду, у высших позвоночных животных и человека некоторые нарушения свёртывающей системы ведут к проникновению крови в периваскулярное пространство при целостности сосудистого русла. Другими словами, у высших позвоночных и человека функциональное значение свёртывающей системы заходит за границы обычного понятия гемостаза, т.е. остановки кровотечения при нарушении целостности сосудистого русла.
Эволюционно обусловленная относительная совершенность и устойчивость собственно свёртывающей системы в индивидуальном развитии человека входит в своеобразное противоречие с основным условием жизнедеятельности организма, т.е. с сохранением первичного свойства внутренней среды в жидком состоянии. Клиника отмечает значительную частоту нарушений циркуляции крови вследствие внутрисосудистого тромбообразования у человека. Это явление, представляющее для медицины проблему номер один, отсутствует или проявляется как редкое исключение у млекопитающих животных, обладающих (в физиологическом понимании) такой же свёртывающей системой. Последнее обстоятельство свидетельствует о повышенной ранимости в организме человека регуляторных физиологических приспособлений, обеспечивающих сохранение крови в жидком состоянии в сосудистом русле.
Широкое распространение этого патофизиологического феномена во второй половине ХХ столетия, приводящее к смерти или инвалидности, вероятно, в биологическом смысле связано с запаздыванием адаптации организма человека к чрезвычайно быстрым, в историческом аспекте, изменениям ряда условий среды обитания, обусловленным прогрессом цивилизации и интенсивным техническим прогрессом.
В то время как клиника уже давно проявляла к этой проблеме практический интерес в связи с реальной необходимостью профилактики и лечения тромботических осложнений, в области разработки теории проблемы наблюдалось преимущественно одностороннее увлечение исследованием собственно свёртывания крови. Изучение же механизмов регуляции её жидкого состояния уделялось и уделяется недостаточно внимания. Конкретные, целенаправленные сведения, основанные на результатах экспериментов, появились в литературе только в конце 50-х гг. ХХ столетия.
Эти данные свидетельствовали о наличии физиологических приспособлений, создающих высокую резистентность здорового организма против внутрисосудистого свёртывания крови и тромбообразования. В связи со сложностью организации этих физиологических механизмов было предложено называть их структурную и физиологическую совокупность противосвёртывающей системой (Кудряшов, 1958).
Конкретные результаты, полученные при развитии исследований этой проблемы (Кудряшов, 1970, 1972), показали, что первично обусловленное в эволюционном развитии и жизненно необходимое жидкое состояние крови организма и вторично возникшая в историческом плане способность этой среды превращаться в сгусток с целью гемостаза представляют собой взаимообусловленное, но противоречивое единство свойств крови и её регуляторных физиологических систем. Стационарное состояние взаимоотношений этих систем при разных физиологических условиях может поддерживаться регуляцией, которая неизменно должна быть направлена, по крайней мере, по двум каналам: на сохранение жизненно необходимого жидкого состояния крови в кровеносном русле и осуществление биосинтеза, взаимодействия и обмена свёртывающих факторов крови. Полученные в этой области конкретные результаты свидетельствуют, что эти пути регуляции связаны между собой чёткими обратными связями, объединяющими их в общий регуляторный процесс на уровне целостного организма.
Сложность охарактеризованной проблемы весьма велика, однако её решение необходимо для практической медицины. Для раскрытия природы протекающих в организме явлений регуляции жидкого состояния крови и её свёртывания и разработки мер и способов управления этими процессами требуются познания не только сущности единства функционально противоположных частей общей системы регуляции, но и конкретного содержания, в физиологическом и биохимическом смысле, каждой из её частей в отдельности и их противоречивого взаимодействия.
Значение этой проблемы впервые понял и оценил основатель ферментативной теории свёртывания крови, наш соотечественник Александр Шмидт. В 1892 г. он теоретически допускал, что сохранность крови в жидком состоянии в кровеносном русле и её гемостатическая  функция обеспечиваются сложной физиологической регуляцией. Он писал: «Это является результатом битвы, протекающей в циркулирующей крови при постоянном внутреннем антагонизме между двумя системами, имеющими диаметрально противоположное назначение: с одной стороны, система, целью которой является свёртывание крови, а с другой – антагонистическое сочетание сил, осуществляющих борьбу в другом направлении при постоянном пополнении субстрата, а именно в направлении предотвращения свёртывания; эта битва завершается разрушением или иным видом инактивации каждой индивидуальной молекулы антагонистических субстратов, лишение их способности образовывать волокно …». Этот диалектический подход к теории свёртывания и регуляции жидкого состояния крови, выдвигающий предположение о существовании в организме не одной системы, имеющей отношение к обеспечению гемостаза, а двух антагонистических систем, не нашёл отклика у современников А. Шмидта. Однако предвидение основателя ферментативной теории свёртывания крови оправдывается исследованиями нашего времени.
Эксперимент показал, что регуляция жидкого состояния крови и её свёртывания осуществляется в организме при непосредственном участии двух взаимосвязанных систем – свёртывающей и противосвёртывающей. Изучение противосвёртывающей системы показало, что она имеет рефлекторно-гуморальную природу (Кудряшов, 1958-1972). Изучение её гуморального звена привело к заключению, что при возбуждении противосвёртывающей системы в кровоток выделяется гепарин и активаторы плазминогена. Установлено, что гепарин вступает в комплексные соединения с рядом специфических белков плазмы крови и биогенными аминами, образуя соединения, обладающие антикоагулянтной активностью и способностью растворять нестабилизированные сгустки крови. Показано, что этот ранее неизвестный вид естественной фибринолитической активности не имеет ферментативной природы и, следовательно, не тождественен фибринолизу энзиматическому, совершающемуся при участии фермента плазмина (Кудряшов и др., 1970; Кудряшов, Ляпина, 1971).
Атерогенная диета ингибирует неэнзиматический фибринолиз (Кудряшов, Базазьян и др., 1971). Включение в диету относительного избытка витамина А совместно с ненасыщенными жирными кислотами (линоленовая кислота) стимулирует образование комплексных соединений гепарина и тем самым повышает степень неэнзиматического фибринолиза в организме животных (Кудряшов и др. 1970).
Состояние стресса вызывает возникновение комплексных соединений в кровотоке, и в частности комплекса адреналин-гепарин, которые препятствуют внутрисосудистому свёртыванию крови у животных (Кудряшов, Базазьян и др. 1971) и человека (Кудряшов, Подольская, Ляпина, 1971, 1972). Значение неферментативной фибринолитической крови изучалось также при ишемической болезни сердца и инфаркте миокарда (Панченко и др., 1972; Кудряшов, Ляпина, 1973).
3.2. Антикоагулянты
Антикоагулянтами прямого действия называют такие антитромботические препараты, которые оказывают непосредственное влияние на активность циркулирующих в крови факторов свертывания, в противоположность антикоагулянтам непрямого действия, которые тормозят синтез протром-бина и некоторых других факторов свертывания в печени. Общим свойством применяющихся в настоящее время прямых антикоагулянтов является их способность тормозить ферментативную активность тромбина (или фактора IIа), который, как известно, играет ключевую роль в тромбообразовании. Поэтому по основному механизму антитромботического действия все прямые антикоагулянты можно рассматривать как ингибиторы тромбина.
Различают две основные группы прямых антикоагулянтов в зависимости от того, каким образом они тормозят активность тромбина. В первую группу входят гепарин, его производные и некоторые другие гликозаминогликаны (гепаран и дерматан), которые способны тормозить активность тромбина лишь в присутствии плазменных кофакторов и особенно антитромбина III. Это так называемые зависимые от антитромбина III ингибиторы тромбина, или, иначе говоря, непрямые ингибиторы тромбина.
Другую группу прямых антикоагулянтов составляют гирудин, его синтетические аналоги (гируген, гирулог и др.) и некоторые олигопептиды (РРАСК, аргатробан и др.), которые нейтрализуют тромбин, непосредственно связываясь с его активным центром. Эту группу прямых антикоагулянтов называют независимыми от антитромбина III ингибиторами тромбина, или прямыми (селективными, специфическими) ингибиторами тромбина.
Зависимые от антитромбина III ингибиторы тромбина по химической структуре относятся к гликозаминогликанам, т.е. представляют собой нативные сульфатированные мукополисахариды, которых особенно много в легких, кишечнике и печени животных. Основными гликозаминогликанами являются гепарин, гепарана сульфат, дерматана сульфат, хондроитины А и С, кератаны. Антитромботическими свойствами обладают лишь гепарин, гепаран и дерматан, которые являются единственными гликозаминогликанами, содержащими не только глюкуроновую, но и идуроновую кислоту. Ни хондроитины, ни кератаны не проявляют существенной антикоагулянтной активности.
Установлено, что выраженность антитромботической активности гликозаминогликанов в значительной мере зависит от трех факторов: содержания в них идуроновой кислоты типа гексозамина (гликозамина или галактозамина) и молекулярной массы. Наиболее активным из гликозаминогликанов является гепарин, в котором более 90% всех остатков уроновых кислот представлено идуроновой кислотой, соединенной с глюкозамином. В гепаране преобладает глюкуроновая кислота (70-80%), соединенная с глюкозамином. Антикоагулянтный эффект гепарана сульфата, как и гепарина, зависит от присутствия в плазме крови антитромбина III, однако выраженность этого эффекта значительно меньше, чем гепарина. Хотя гепаран не используется в клинической практике, знать о его физико-химических свойствах необходимо, поскольку он является основным компонентом низкомолекулярного гепариноида данапароида, выпускаемого фирмой "Organon" (Нидерланды).
В дерматане преобладающей уроновой кислотой является идуроновая кислота (90-95%), однако гексозамин в нем (в отличие от гепарина и гепарана) представлен не глюкозамином, а галактозамином. Молекулярная масса дерматана сульфата больше, чем гепарина, и составляет около 25 000 дальтон (Д). Этими физико-химическими свойствами дерматана, по-видимому, объясняются особенности механизма его антитромботического действия. Как антикоагулянт дерматан более чем в 70 раз слабее гепарина, если сравнивать их по влиянию, на активированное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ). Однако в отличие от гепарина дерматан инактивирует лишь тромбин, но не фактор Ха, причем его антитромбиновая активность зависит от наличия кофактора гепарина II, а не от антитромбина III. Кроме того, дерматан обладает уникальной способностью тормозить образование тромбина, а не только инактивировать его, как это делают гепарин или гепаран. Интерес к изучению дерматана в основном связан с двумя обстоятельствами. Во-первых, в опытах на животных показано, что при назначении в одинаковой антикоагулянтной дозе дерматан значительно реже, чем гепарин, вызывает геморрагические осложнения. Во-вторых, дерматана сульфат является одним из компонентов перспективного антитромботического препарата сулодек-сида, выпускаемого фирмой "Alfa Wassermann" (Италия).
В литературе, отличающиеся от гепарина гликозаминогликаны с антикоагулянтными свойствами - гепарана сульфат и дерматана сульфат - иногда  называют гепариноидами.
Существуют соли гепарина (натриевая, кальциевая, калиевая, магниевая, бариевая). Наиболее широко используются натриевая и кальциевая соли гепарина. На основании результатов нескольких исследований можно предположить, что клиническая эффективность этих двух солей гепарина практически одинакова, однако гематомы в области введения препарата, по некоторым данным, наблюдаются в 3,6% случаев при использовании натриевой соли гепарина и в 4,5% - при введении его кальциевой соли (Умкалова И ДР., 1989). В связи с тем что коммерческие препараты обычного гепарина различаются по происхождению, степени очистки и содержанию, воды, дозы их должны выражаться не в миллиграммах, а в международных единицах (ЕД).
Механизм антикоагулянтного действия гепарина хорошо изучен и заключается в торможении активности тромбина, который катализирует превращение фибриногена в фибрин некоторые другие реакции в системе гемостаза. В 1939 г. К. Brinkhous и соавт. показали, что антитромбиновая активность гепарина зависит от наличия плазменного белка, прежде носившего название "кофактор гепарина", а теперь -"антитромбин III". Антитромбин III является альфа2-глобулином с молекулярной массой 65 000 Д, синтезируется в печени и в избыточном количестве имеется в плазме крови. При связывании гепарина с антитромбином III в молекуле последнего происходят конформационные изменения, которые позволяют ему быстрее соединяться с активным центром тромбина и других сериновых протеаз (факторы IXa, Xa, XIa и ХПа свертывания, калликреин и плазмин). Таким образом, гепарин тормозит тромбообразование, способствуя инактивации тромбина его физиологическим ингибитором антитромбином III. Так, показано, что в присутствии гепарина инактивация тромбина антитромбином III ускоряется примерно в 1000 раз.
Недавно был обнаружен второй гепаринзависимый ингибитор тромбина, отличающийся от антитромбина III и получивший название "кофактор гепарина II". Кофактор гепарина II имеет меньшее значение для проявления антикоагулянтного действия гепарина, поскольку он нейтрализует тромбин лишь при высоких концентрациях гепарина в плазме крови.
Среди ферментов свертывающей системы крови наиболее чувствительными к инактивации комплексом гепарин - антитромбин III являются тромбин (т.е. фактор IIа) и фактор Xa. Различные фракции гепарина обладают неодинаковой биологической активностью. В то время как высокомолекулярные фракции гепарина в одинаковой степени тормозят активность как тромбина, так и фактора Xa, низкомолекулярные его фракции (молекулярная масса меньше 7000 Д) способны нейтрализовать лишь фактор Xa.
Кроме инактивации тромбина и других сериновых протеаз, гепарин оказывает гиполипидемическое действие, тормозит пролиферацию и миграцию эндотелиальных и гладкомышечных клеток сосудистой стенки. Гиполипидемическое действие гепарина связано с его способностью активировать липопротеидлипазу - фермент, который гидролизует триглицериды, входящие в состав хиломикронов и липопротеидов очень низкой плотности. Подавляя пролиферацию и миграцию гладкомышечных клеток, гепарин потенциально может замедлять прогрессирование атеросклеротических поражений, т.е. при длительном применении оказывать антиатерогенное действие.
Влияние гепарина на агрегацию тромбоцитов неоднозначно. С одной стороны, инактивируя тромбин, он может уменьшать или предупреждать агрегацию тромбоцитов. С другой стороны, гепарин способен усиливать агрегацию тромбоцитов, вызванную другими индукторами (помимо тромбина), причем это его свойство в определенной мере зависит от молекулярной массы. Способность вызывать агрегацию тромбоцитов менее выражена у фракций гепарина с короткими мукополисахаридными цепями и низкой молекулярной массой. Недавние исследования показали, что высокомолекулярные фракции гепарина имеют два активных центра: один - для связывания с антитромбином III, другой - реагирующий с мембраной тромбоцитов, в то время как низкомолекулярные его фракции обладают только одним центром связывания с аффинным к антитромбину III.
В настоящее время из зависимых от антитромбина III ингибиторов тромбина в качестве антитромботических препаратов используются обычный (стандартный, нефракционированый) гепарин, низкомолекулярные (фракционированные) гепарины (эноксипарин, фраксипарин, дальтепарин и др.), низкомолекулярный гепариноид данапароид и комбинированный препарат сулолексид.
В 70-е годы прошлого столетия было обнаружено, что при деполимеризации обычного гепарина закономерно снижается его способность удлинять АЧТВ, при этом его способность инактивировать фактор Ха сохраняется. Дальнейшие исследования показали, что молекулы гепарина, содержащие меньше 18 сахаридных остатков (молекулярная масса меньше 5400 Д), не влияют на инактивацию тромбина антитромбином III, но сохраняют способность катализировать инактивацию фактора Ха. По меньшей мере 24 сахаридных остатка должно быть в молекуле гепарина (что соответствует молекулярной массе около 7200 Д), чтобы он мог ускорять инактивацию тромбина антитромбином III. Иными словами, низкомолекулярные фракции гепарина (молекулярная масса меньше 7000 Д) обладают способностью нейтрализовать лишь фактор Ха, не изменяя при этом активности тромбина (т.е. фактора Па).
Учитывая место тромбина и фактора Ха в "коагуляционном каскаде", можно ожидать, что в соответствии с усилительным механизмом образование одной молекулы фактора Ха приведет к образованию множества молекул тромбина. Отсюда следует, что для торможения процесса свертывания крови на стадии образования фактора Ха требуется значительно меньше гепарина, чем на стадии образования тромбина. Как показывают расчеты, связывание 1 ЕД фактора Ха антитромбином предотвращает образование 50 ЕД тромбина.
Антитромботическое (антикоагулянтное) действие антитромбина III, как показали исследования, в большей степени зависит от его способности тормозить активность фактора Ха, чем от способности инактивировать тромбин. Поэтому антитромботическое действие низко- и высокомолекулярных фракций гепарина теоретически должно быть одинаковым, если они в равной степени катализируют инактивацию фактора Ха антитромбином III. При одинаковой антитромботической активности низкомолекулярные фракции гепарина обладают целым рядом преимуществ перед высокомолекулярными его фракциями. Благодаря этим преимуществам низкомолекулярные гепарины в последние годы получили довольно широкое распространение.
Во второй половине 80-х годов несколькими фармацевтическими фирмами были созданы различные препараты низкомолекулярных гепаринов (Jazzebinski., Suchoсki, 1987; Jazzebinski, Suchoсki, 1987; Matzsch, 1987; Hatanaka, 1987; Kaji, 1991). 
Для получения низкомолекулярных гепаринов используются разные методы ферментативной или химической деполимеризации обычного гепарина, которая неизбежно сопровождается его частичным десульфатированием, а значит, и снижением антикоагулянтной активности. Фармацевтические препараты низкомолекулярных гепаринов имеют молекулярную массу от 3400 до 6500 Д (табл. 3.1). 
Различаясь по молекулярной массе, препараты низкомолекулярных гепаринов отличаются друг от друга и по нейтрализующей активности в отношении фактора Ха и тромбина (т.е. фактора Па), что затрудняет сравнение их антикоагулянтной активности (Исаева, 1991; Кудряшов и др., 1992). Поэтому доза низкомолекулярных гепаринов часто выражается в условных единицах, принятых на фармацевтической фирме-производителе. Кроме того, низкомолекулярные гепарины различаются по соотношению активности против фактора Ха и против фактора Па. В то время как у обычного гепарина соотношение активности против фактора Ха и против фактора Па составляет 1:1, у низкомолекулярных гепаринов оно колеблется от 4:1 до 2:1. Для международного стандарта низкомолекурлярных гепаринов активность против фактора Ха определена в 168 ЕД/мг, для активности против фактора Па - в 68 ЕД/мг, т.е. соотношение активности против фактора Ха и против фактора Па составляет 2,47:1. Таким образом, появилась необходимость стандартизации низкомолекулярных гепаринов, производимых в настоящее время разными фармацевтическими фирмами. В многочисленных исследованиях установлены следующие особенности фармакокинетики и фармакодинамики низкомолекулярных гепаринов (табл. 3.1).
                                                                                                Таблица 3.1 
Сравнительная характеристика низкомолекулярных
гепаринов (по Hein, Bussey, 1995)
	Препарат (фирма-производитель, страна)
	Патентованное название
	Молекулярная масса, Д
	Отношение активности против фактора Ха и фактора IIа

	Ардепарин("Wyeth-Ayerst", США)
	Нормифло
	6200
	2,0:1

	Дальтепарин ("Kabi"), Швеция)
	Фрагмин
	5000
	2,0:1

	Надропарин ("Sanofi", Франция)
	Фраксипарии
	4500
	3,2:1

	Парнапарин ("Alfa Wassermann", Италия)
	

	5000
	2,4:1

	Ревипарин ("Knoll", Германия)
	Кливарин
	4000
	3,5:1

	Сандопарин ("Sandoz", Швейцария)
	

	6300
	?

	Тинзапарин ("Novo Nordisk", Дания)
	Логипарин
	4850
	1,9:1

	Эноксапарин ("Rhone-Poulenc Rorer", Франция
	Клексан Ловенокс
	4500
	3,7:1



Во-первых, низкомолекулярные гепарины обладают более продолжительной антитромботической активностью, чем обычный гепарин. В то время как период полужизни в плазме крови (T1/2) обычного гепарина, если судить по его активности против фактора Ха, составляет 50-60 мин, T1/2 низкомолекулярных гепаринов после внутривенного введения колеблется от 1,5 до 4,5 ч. Значительная продолжительность антитромботического действия низкомолекулярных гепаринов позволяет назначать их 1 или 2 раза в сутки.
Во-вторых, биодоступность большинства низкомолекулярных гепаринов после глубокой подкожной инъекции составляет около 90%, в то время как у обычного гепарина - всего 15-20%. Поэтому в отличие от обычного гепарина низкомолекулярные гепарины можно назначать подкожно не только с профилактической, но и с лечебной целью.
В-третьих, механизмы и пути клиренса обычного гепарина и низкомолекулярных гепаринов различны. Как известно, в элиминации обычного гепарина после его внутривенного введения различают две фазы - быструю и медленную. Быстрая элиминация обычного гепарина из крови, как предполагают, обусловлена его связыванием с мембранными рецепторами эндотелиальных клеток и макрофагов. В этих клетках происходит частичная деполимеризация и десульфатирование гепарина, после чего небольшие его фрагменты высвобождаются в кровоток, а затем частично разрушаются в печени под действием гепариназы или выводятся почками. Фаза медленного клиренса, как считают, начинается тогда, когда происходит насыщение всех клеточных рецепторов для гепарина. Этими особенностями клиренса обычного гепарина объясняют тот факт, что T1/2 обычного гепарина зависит от вводимой дозы препарата. Так, после внутривенного болюсного введения гепарина в дозе 25 ЕД/кг Т1/2 составляет приблизительно 30 мин, после введения 100 ЕД/кг - 60 мин, а после введения 400 ЕД/кг - 150 мин. Клиренс низкомолекулярных гепаринов является более медленным и более равномерным чем обычного гепарина, что объясняют тем, что низкомолекулярные гепарины менее сульфатированы и поэтому хуже связываются с мембранами эндотелиальных клеток и плазменными белками. Выведение почками, как полагают, служит основным путем элиминации низкомолекулярных гепаринов из организма. При почечной недостаточности T1/2 низкомолекулярных гепаринов значительно удлиняется.
В-четвертых, низкомолекулярные гепарины в значительно меньшей степени, чем обычный гепарин, связываются с плазменными белками (например, с богатым гистидином гликопротеидом, фактором 4 тромбоцитов и т.д.), которые способны нейтрализовать их антитромботическую активность. Низким сродством низкомолекулярных гепаринов к гепариннейтрализующим плазменным белкам объясняют их высокую биодоступность при назначении в низких дозах и большую предсказуемость антикоагулянтного ответа на высокие дозы.
Все указанные особенности фармакокинетики и фармакодинамики низкомолекулярных гепаринов обусловливают их несомненное преимущество перед обычным гепарином, которое заключается в том, что как с профилактической, так и с лечебной целью они могут назначаться подкожно в постоянной дозе (Башков и др., 1993).
Другое преимущество низкомолекулярных гепаринов по сравнению с обычным гепарином - это низкая частота развития тромбоцитопении. Так как способность вызывать aгрегацию тромбоцитов более выражена у высокомолекулярных фракций гепарина, включая обычный гепарин, у больных с исходной тромбоцитопенией в качестве прямых антикоагулянтов лучше использовать низкомолекулярный гепарин. В то же время не следует назначать низкомолекулярные гепарины больным с индуцированной обычным гепарином тромбоцитопенией из-за высокой частоты перекрестных реакций с гепарин-зависимыми антителами. Для лечения больных с индуцированной гепарином тромбоцитопенией рекомендуется использовать гепариноид данапароид или прямые ингибиторы тромбина (например, рекомбинантный гирудин).
3.3. Зависимость антикоагулянтного действия гепарина 
от дозы и времени воздействия
Наиболее общими показателями гепаринового обмена в организме человека и животных является содержание активного гепарина в крови и степень нейтрализующей активности крови (тест на толерантность крови к антикоагулянтному действию гепарина). Эти показатели характеризуют противоположные тенденции в регуляции гепаринового обмена: его выделение в кровь, его нейтрализацию и выделение из крови.
В результате экспериментов с введением экзогенного гепарина было выяснено, что введение в кровь небольшой дозы гепарина оказывает влияние на механизм регуляции гепаринового обмена и через последние стимулирует повышенный выход гепарина из тканей в кровь. 
Отмеченное у отдельных больных уменьшение гепаринового числа или отсутствие изменений говорит о том, что у больных ревматизмом и атеросклерозом имеют место глубокие изменения в системе общей регуляции гепаринового обмена, а также, возможно, выраженное истощение процессов синтеза гепарина в тканях.
Факт парадоксальных изменений показателей толерантности крови к гепарину (увеличение после введения антикоагулянта) позволяет предполагать, что после введения гепарина у больных возникает усиленный быстрый выход ингибитора гепарина – гепариназы (Хнюнина и др., 1969).
В нашей лаборатории изучали изменения показателей свёртывания крови в зависимости от дозы экзогенного гепарина, вводимого крысам внутрибрюшинно, методом тромбоэластографии (ТЭГ). Большая информационность метода ТЭГ позволила получить данные, характеризующие как процесс свертывания крови в целом, так и отдельные его фазы, скорость образования факторов свертывания и их относительное количество, состояние кровяного сгустка. Об изменениях в системе гемокоагуляции судили по сравнению показателей ТЭГ опытной и контрольной серий. Контрольной группе животных вводился 1 мл физиологического раствора, опытной – тот же объем гепарина в возрастающих дозах.
Расшифровка ТЭГ производилась по общепринятым параметрам: 
«r» - время реакции отражает скорость образования тромбопластина и соответствует первой невидимой фазе свертывания крови; выражается в минутах.
«К» - время начала образования сгустка; выражается в минутах. Изменение этого параметра зависит от концентрации тромбина и фибриногена. В этот отрезок времени образовавшийся тромбин переводит фибриноген в фибрин, поэтому параметр «К» еще называют тромбоэластографической константой тромбина.
«Аm» - максимальная амплитуда, выражается в мм. Она отражает упругость (эластичность), т.е. физические качества сгустка, соответствует III фазе свертывания крови.
«Е» - эластичность кровяного сгустка; выражается в относительных единицах и определяется по формуле: 
	Е = 100 х Аm / 100 – Аm	
«Q» - модуль упругости сгустка крови. Рассчитывается по формуле:
Q = Аm/100 – Аm х 601,35 Н/м2
Параметр, как и Аm, отражает качество сгустка и зависит от количества тромбоцитов.
«t» - константа специфического свертывания крови, выражается в минутах. Чем короче «t», тем быстрее происходит образование сгустка, удлинение «t» свидетельствует о наклонности к гипокоагуляции. Этот отрезок тромбоэластограммы называют «зоной тромбоцитарного свертывания».
«S» - константа синерезиса. Она отражает всю фазу коагуляции фибриногена, т.е. время от начала формирования фибрина до его завершения. Интенсивность синерезиса пропорциональна массе фибриногена, имеющегося в свертывающей среде. 
«Т» - общее время свертывания крови; выражается в минутах. Уменьшение значения параметра указывает на гиперсвертываемость, увеличение – на гипосвертываемость.
«Lα» - угловая константа. Она зависит от величины параметров r, K, t, S, Am, так как эти показатели определяют конфигурацию тромбоэластограммы. Показатель отражает динамику образования фибрина – чем быстрее происходит свертывание крови, тем больше угол и наоборот.
«S15» - площадь тромбоэластограммы. Она характеризует образование, формирование и механические свойства сгустка. Параметр включает в себя информацию, которую несут параметры «К» и «Аm». Значение параметра выражается в относительных единицах.
Введение гепарина в дозе 0,5 МЕ/кг вызывало ярко выраженный антикоагулянтный эффект: почти вдвое по сравнению с контролем увеличивалось скрытое время свертывания, резко уменьшалась максимальная амплитуда ТЭГ, уменьшалась эластичность сгустка, уменьшалась константа специфического свертывания крови  в 4 раза по сравнению с контролем, увеличивалось время начала образования сгустка, уменьшался модуль упругости сгустка, константа синерезиса незначительно падала, общее время свертывания увеличивалось вдвое, угловая константа резко падала, площадь ТЭГ уменьшалась (табл. 3.2).
Увеличение дозы гепарина в 10 раз (5 МЕ/кг) сопровождается менее значительным изменениям показателей ТЭГ: незначительно увеличивается скрытое время свертывания крови, почти без изменений остается максимальная амплитуда ТЭГ, возрастает эластичность сгустка, без изменений остается константа специфического свертывания крови, уменьшается время начала образования сгустка, модуль упругости сгустка меняется, константа синерезиса несколько увеличивается, общее время свертывания крови возрастает, угловая константа увеличивается, площадь ТЭГ возрастает.

                                                                                          Таблица 3.2
Изменение показателей ТЭГ при введении гепарина
в дозе 0,5 МЕ/кг (Хомутов и др.,2001)
	Показатели
ТЭГ
	Значение показателей ТЭГ

	
	до введения
	после введения (час)

	
	
	0,02
	1,0
	6,0
	24

	r (мин)
	2,3±0.9
	5,1±0.7*
	5,0±0.6*
	18,1±6.3*
	6,5±1.3*

	Am (мм)
	17,0±1.3
	12,3±1.5*
	13,0±0.7*
	11,1±1.0*
	11,6±1.8*

	E (о.е.)
	20,0±1.3
	14,1±1.2*
	15,0±1.0*
	11,5±1.6*
	13,3±2.4*

	t (мин)
	11,0±1.1
	6,5±1.1*
	7,7±0.9*
	4,6±±1.6*
	5,0±3.0

	K (мин)
	1,3±0.4
	2,1±±0.6
	4,5±1.0*
	5,5±1.6*
	0,7±4.5

	Q (о.е.)
	0,1±0.02
	0,08±0.008*
	0,1±0.02
	0,08±0.009*
	0,08±1.3

	S (о.е.)
	12,2±0.9
	8,6±1.9*
	12,9±0.8
	10,1±1.8
	5,7±3.5*

	T (мин)
	14,5±0.8
	13,7±2.9
	17,4±1.2*
	28,2±8.3*
	12,2±2.7

	Lα (град)
	8,0±1.2
	5,0±0.9*
	6,0±1.1
	2,0±9.1
	3,0±1.3*

	S15 (о.е.)
	88,0±5.9
	65,0±0.9*
	68,0±3.2*
	60,0±5.2*
	58,0±7.0*


* - р<0,05 по критерию Даннета для множественных сравнений

Введение гепарина в дозе 50 МЕ/кг приводит к следующим изменениям показателей ТЭГ: незначительно увеличивается скрытое время свертывания крови и уменьшается максимальная амплитуда ТЭГ, падает эластичность и модуль упругости сгустка, увеличивается константа и время начала образования сгустка, увеличивается константа синерезиса, незначительно растет общее время свертывания крови, увеличивается угловая константа и уменьшается площадь ТЭГ.
Введение следующей дозы (500 МЕ/кг) гепарина вызывает аналогичные изменения показателей ТЭГ: незначительно увеличивается скрытое время свертывания, максимальная амплитуда ТЭГ незначительно увеличивается, растут эластичность и модуль упругости сгустка, константа специфического свертывания крови растет, время начала образования сгустка уменьшается, константа синерезиса увеличивается, общее время свертывания крови повышается, растут угловая константа и площадь ТЭГ.
Введение максимальной дозы гепарина (5000 МЕ/кг) дает наиболее выраженные изменения показателей ТЭГ (табл. 3.3).
Следует отметить, что спустя 1 час после введения гепарина в указанной дозе ТЭГ записать не удалось, так как гемокоагуляции не наблюдалось в течение 1–2 часов с момента начала записи ТЭГ. Наблюдалось увеличение в несколько раз скрытого времени свертывания крови, уменьшение максимальной амплитуды ТЭГ, снижались показатели эластичности и модуль упругости сгустка, вдвое уменьшалась константа специфического свертывания крови, во много раз увеличивалось время начала образования сгустка, росла константа синерезиса, значительно возрастало общее время свертывания крови, снижались значения угловой константы и площади ТЭГ. Необходимо отметить, что наибольшие изменения показателей ТЭГ наблюдались спустя 1–6 часов после введения раствора гепарина (табл. 3.3).                                                                          
                                                                                           Таблица 3.3
Изменение показателей ТЭГ при введении гепарина в дозе 5000 МЕ/кг
(Хомутов и др.,2001)
	Показатели
ТЭГ
	Значение показателей ТЭГ

	
	до введения
	после введения (час)

	
	
	0,02
	1,0
	6,0
	24

	r (мин)
	2,3±0.9
	1,6±0.3
	•
	11,6±3.5*
	1,5±0.2*

	Am (мм)
	17,0±1э3
	18,1±0.6
	•
	13,6±1.7*
	19,2±1.0

	E (о.е.)
	20,0±1.3
	23,3±1.4
	•
	15,9±2.3
	23,1±1.5

	t (мин)
	11,0±1.1
	10,3±0.2
	•
	4,8±2.0 *
	10,2±1.1

	K (мин)
	1,3±0.4
	0,5±0.1*
	•
	9,2±2.8*
	0,8±0.1

	Q (о.е.)
	0,1±0.02
	0,2±0.01
	•
	0,1±0.01
	0,2±0.04

	S (о.е.)
	12,2±0.9
	10,8±0.5
	•
	14,0±1.1
	11,2±1.2

	T (мин)
	14,5±0.8
	12,0±0.3*
	•
	26,3±4.4*
	12,0±1.1

	Lα (град)
	8,0±1.2
	15,7±0.3*
	•
	5,0±0.2*
	11,3±1.6

	S15 (о.е.)
	88,0±6.0
	99,2±2.7
	•
	61,3±6.8*
	100,4±4.3


• - кровь не сворачивается в течение часа
* - р<0,05 по критерию Даннета для множественных сравнений
       
Таким образом, во всех сериях опытов введение гепарина удлиняло первую невидимую фазу свертывания крови, из чего можно сделать вывод о уменьшении скорости образования тромбопластина и тромбина. Уменьшение максимальной амплитуды ТЭГ свидетельствует о влиянии гепарина на III фазу свертывания крови, в частности, на эластичность сгустка, которая при введении гепарина уменьшалась. Введение гепарина приводило к увеличению тромбоэластографической константы тромбина, что говорит о замедлении процесса перевода тромбином фибриногена в фибрин. Это может быть связано с низкой концентрацией фибриногена или тромбина, образованного в ходе невидимой фазы свертывания, также угнетаемой гепарином. Уменьшение модуля упругости сгустка отражает изменения его качества, что может быть связано с изменением количества и качества фибриногена, а также количества и качества тромбоцитов. О действии гепарина непосредственно на тромбоциты говорит и увеличение зоны тромбоцитарного свертывания, что свидетельствует о понижении свертываемости крови. Гипокоагуляционный эффект гепарина проявляется в повышении общего времени свертывания крови и уменьшении угловой константы. Вероятно, введение гепарина приводит к замедлению хода III фазы свертывания крови, к снижению скорости формирования сгустка и уменьшению его эластичности.
Необходимо отметить, что максимальные антикоагуляционные свойства гепарина проявляются при введении в дозе 0.5 и 5000 МЕ/кг. Таким образом, наши данные, полученные мтодом тромбоэластографии, совпадают с результатами исследований О.И. Хнюниной (1969). 
Этот феномен, возможно, связан с тем, что в нашей работе использовался нефракционированный гепарин, содержащий как низкомолекулярные, так и высокомолекулярные фракции (Звонкова, Хомутов, 2010). Другим объяснением двухфазного действия гепарина может служить предположение о том, что высокая доза гепарина (5000 МЕ/кг) путём непосредственного взаимодействия с прокоагулянтами, с образованием комплексов фибриноген-гепарин, тромбин-гепарин. Комплексные соединения гепарина с вышеуказанными белками обладают антикоагулянтной активностью, т.е. не образуют сгустка фибрина более 2 мин в присутствии плазмы крови и тромбина (Кудряшов и др., 1966; Кудряшов, Ляпина, 1970, 1971, 1972). 
Низкая доза гепарина, предположительно, взаимодействует с хеморецепторами каротидного синуса, в результате чего рефлекторно выделяется эндогенный гепарин, который и ведёт к гипокоагуляции. Рефлекторный характер этого явления объясняет продолжительность антикоагулянтного действия гепарина в дозе 0.5 МЕ/кг. Как видно из таблицы 3.2, даже через 24 часа после инъекции тестовой дозы гепарина большинство показателей ТЭГ достоверно отличается от контрольных величин в сторону сохранения высокого уровня гипокоагуляции.
В этих реакциях весьма значительную роль играют возникающие в крови комплексные соединения белков (фибриногена, плазминогена и др.) и биогенных аминов (адреналина, норадреналина) с гепарином. 
Изучение природы и свойств этих комплексных соединений и их физиологического значения показало, что они образуются в организме при возбуждении противосвёртывающей системы и создают антикоагулянтный и фибринолитический фон, при добавлении тромбина в кровеносном русле. Фибринолитическая активность их не имеет ферментативной природы и направлена только на лизис нестабилизированного фибрина, на блокаду агрегации фибрин-мономера и его стабилизации фактором ХШ.
При возбуждении противосвёртывающей системы в защитную физиологическую реакцию против тромбообразования вовлекаются также белки энзиматической фибринолитической системы – плазминоген и плазмин. Возникающие при этом комплексы плазмин-гепарин и плазминоген-гепарин приобретают свойства физиологических растворителей нестабилизированного фибрина, т.е. становятся типичными гуморальными агентами противосвёртывающей системы.
Из всех изученных комплексных соединений гепарина комплекс плазмин-гепарин осуществляет не только лизис агрегатов фибрин-мономера, но и сгустков стабилизированного фактором ХШ фибрина. В отличие от нативного плазмина, эта его активность сохраняется в среде, богатой антиплазмином (Кудряшов, Ляпина, 1973).
3.4. Ингибиторы гепарина
Применение гепарина для снижения коагуляционной активности гемостаза в настоящее время уже распространилось за пределы хирургических и терапевтических клиник сердечно-сосудистой патологии благодаря широкому использованию его в комплексной терапии различных заболеваний, осложняющихся возникновением синдрома диссеминированного внутрисосудистого свёртывания (ДВС-синдрома) крови. Естественно, что с расширением использования гепарина повышается и вероятность развития побочных реакций, особенно при длительном его применении (Ефимов, Румянцева, 1992).
Установлено, что при гидролизе стандартного раствора гепарина в течение 3 часов обнаруживается 3,94х10-5 М глюкозамина, при 12-часовой длительности гидролиза – 6,0х10-5 М глюкозамина, то есть, практически основной гидролиз идет в течение первых 3 часов.
При исследовании антигепариновой активности сыворотки крови у здоровых животных обнаружено следующее: 
1) гепариназная активность сыворотки крови кроликов равна 0,34 МЕ гепарина в час на 1 мл сыворотки;
2) количество гепарина, связанного белками сыворотки крови, составляло 0,64 МЕ гепарина в час на 1 мл сыворотки;
3) суммарная антигепариновая активность сыворотки крови равна 1,07 МЕ гепарина в час на 1 мл сыворотки;
4) концентрация глюкозамина в сыворотке крови составляла 7,57х10-5 М глюкозамина.
Если учесть, что в среднем в 1 мл крови содержится 5 – 7 МЕ гепарина, то за 1 час сывороткой крови ингибируется 13 – 20% всего гепарина, находящегося в данном количестве крови (Гладилин и др., 1973).
В настоящее время ведётся поиск веществ антигепариновой природы как среди синтетических поликатионов, так и в ряду природных катионов с целью уменьшения токсического побочного действия применяемых в клинике антигепаринов.
Естественные (природные) ингибиторы гепарина классифицируются в зависимости от их природного источника. В соответствии с этой классификацией (Ляпина, Азиева, 1989) все известные антигепарины можно разделить на 5 групп, относящихся к неферментным белкам и на две группы веществ, имеющих ферментативную природу.

3.4.1. Белки неферментной природы
Ингибиторы гепарина крови:	
1. Фактор 4 тромбоцитов будучи составной частью белков тромбоцитов, содержится в субклеточных органеллах кровяных пластинок млекопитающих. Он был выделен из высокомолекулярного белкового комплекса тромбоцитов с помощью агентов, вызывающих агрегацию тромбоцитов. При диссоциации указанного комплекса обнаруживаются четыре молекулы фактора 4 и одна молекула гликопротеида, в свою очередь состоящая из четырёх остатков Х-сульфата А и цепи белка. При рН 3.15 фактор 4 диссоциирует на четыре субединицы с молекулярной массой 6900 дальтон каждая. Белок содержит всего 5.9% аргинина, а также 3.18% гистидина и 12.3% лизина. Фактор 4 может иметь молекулярную массу от 6900 до 29700 дальтон в зависимости от количества субъединиц, входящих в его состав.
2. Бета-тромбоглобулин был также выделен из тромбоцитов быка. У фактора 4 тромбоцитов со слабой химической активностью и β-тромбоглобулина установлено наличие общих детерминант. Однако в отличие от фактора 4 β-тромбоглобулин, по данным электрофореза на ацетат-целлюлозе при рН 8.6, мигрировал в область β-глобулинов. Его N-концевой аминокислотой является глицин. Бета-тромбоглобулин и фактор 4 тромбоцитов имеют различия по аминокислотной последовательности.
3. Фактор 4 эритроцитов. Показано, что как гемолизат эритроцитов, так и целые эритроциты, содержащие фактор 4 эритроцитов обладают способностью нейтрализовать антикоагулянтную активность гепарина. Обнаружено, что этот фактор, присутствующий в целых эритроцитах человека снижает антитромбиновую активность депротромбинизированной бедной тромбоцитами плазмы независимо от наличия в нём кальция.
4. Катионные неферментные белки лейкоцитов были выделены из макрофагов и нейтрофилов кроликов. Эти белки, характеризующиеся низкой молекулярной массой (<5 тыс дальтон) содержат 4-10 остатков аргинина и 6 остатков цистеина на молекулу, состоящую из 32-34 аминокислотных остатков.
5. Альфа1-кислотный гликопротеид, выделенный из плазмы крови человека – более эффективный, чем фактор 4 тромбоцитов, ингибитор гепарина. Он способен снижать антикоагулянтную активность гепарина в присутствии антитромбина Ш, фибриногена и тромбина. Это богатый гистидином гликопротеид с молекулярной массой 75 тыс. дальтон. Содержание его в плазме крови 100±45 мг/л. Он имеет большое сродство к гепарину. Для нейтрализации тромбина в присутствии указанного гликопротеида требовалось большее количество гепарина, чем в отсутствие гликопротеида. Показано, что агенты, связывающие кальций – этилендиаминтетраацетат и цитрат натрия служат ингибиторами взаимодействия богатого гистидином гликопротеида с гепарином.
6. Иммуноглобулины. Установлено, что иммуноглобулины обладают ингибирующей гепарин активностью. Очистку иммуноглобулинов проводили ультрацентрифугированием с применением раствора олеата натрия или хроматографией в присутствии 4м мочевины (рН 10.5). Оказалось, что молекула иммуноглобулина А состоит из двух тяжёлых и двух лёгких полипептидных цепей, соединённых между собой ждисульфидными связями. Лёгкие цепи содержат 214 аминокислотных остатков, тяжёлые около 450. Молекулярная масса иммуноглобулинов всех классов равна примерно 100 тыс. дальтон. Установлено, что иммуноглобулины взаимодействуют со всеми исследованными препаратами гепарина.
По данным ряда авторов, нормальные клетки тканей организма обладают способностью ингибировать гепарин, злокачественная же трансформация клеток сопровождается усилением этой способности, что, видимо, обусловлено появлением в них некоего антигепаринового термостабильного фактора белковой природы.
Ингибиторы гепарина органов млекопитающих
1. Ингибитор гепарина из тканей кишечника. В слизистой оболочке кишечника свиньи обнаружен агент белковой природы, который способен блокировать антикоагулянтные свойства гепарина. Его кинетические параметры ингибиции соответствуют высокоактивному гепарину.
Гепарин из слизистой оболочки кишечника свиньи обладал способностью ковалентно связываться с бычьим иммуноглобулином и альбумином. При иммунизации кроликов этими комплексами получали антитела против гепарина. Было установлено, что места связей для антитромбина Ш, сериновых протеиназ (тромбина, факторов Ха и IХа) и для антигепаринового антитела различны.
2. Ингибитор гепарина из ткани селезёнки (селезёночный фактор). В ткани селезёнки здоровых крыс и кроликов  был обнаружен белок, основная функция которого – нейтрализовать гепарин и его комплексные соединения. Был разработан метод очистки этого белка. Установлено, что гомогенный при электрофорезе белок имеет молекулярную массу от 12-13 (кролик) до 14-15 тыс. дальтон (крыса) и содержит 9% аргинина и 11% лизина. В селезёночном факторе обнаружен триптофан, о чём свидетельствуют спектры поглощения его белковых препаратов в УФ-области.
 Ингибиторы гепарина рыб (протамины)
Протамины получают из молок рыб и их названия зависят от вида рыб: труттин – из молок форели, клупеин – сельди, сальмин – лосося. Протамины характеризуются значительным содержанием в молекуле аргинина: 60 – 85%. Молекула протамина включает 30 аминокислотных остатков, которые представляют собой белковый компонент в структуре нуклеопротеидов. Различают моно-, ди- и трипротамины. Монопротамины состоят в основном из аргинина. В дипротаминах помимо аргинина содержится гистидин или лизин. Трипротамины построены из аргинина, лизина, гистидина. Протамины гетерогенны и их молекулярная масса колеблется от 2 до 12 тыс. Д.
Ингибитор гепарина ядерных белков (гистоны)
Гистоны относятся к ядерным белкам основного характера и не содержат в своей структуре триптофан, но включают лизин и аргинин. По сравнению с протаминами основной характер этих белков менее выражен, поскольку содержание лизина и аргинина не превышает 20–30%. Молекулярная масса гистонов несколько выше нижнего предела молекулярной массы белков. Различают пять видов гистонов: богатые лизином (Н1) (мол. масса 19.5–22 тыс), умеренно богатые лизином (Н2b) (13.8 тыс.), умеренно богатые аргинином (Н2а) (15 тыс), богатые глицином и аргинином (Н4) (11.3 тыс.), очень богатые аргинином (Н3) (15.3 тыс дальтон). Сосредоточенные в основном в ядрах клеток в составе дезоксирибонуклеопротеидов, гистоны играют важную роль в регуляции метаболической активности генома. Гистоны из хроматина клеток китайского хомячка проявляют различное сродство к гепарину: Н3>Н4>Н2а>Н2>Н1.
Ингибиторы гепарина бактериальной природы
Ингибитор гепарина был выделен из Staphylococcus aureus путём 12-разовой очистки с помощью хроматографии и мембранной фильтрации. Фракционированием сульфатом аммония был получен 2% ингибитор  со специфической антигепариновой активностью, равной 2.13 ед/мл. При электрофорезе в полиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия ингибитор давал одну зону, окрашивающуюся как белки (амидошварц), так и на гепарин (толуидиновый синий). Молекулярная масса ингибитора равна 26 тыс. дальтон.
3.4.2. Ферменты
Установлено, что гепариназа и гепаритиназа – ферменты, вызывающие деградацию гепарина синтезируются в печени млекопитающих. Они могут быть выделены из клеток печени, селезёнки, а также из культуры клеток Flavobacterium heparinum.
1. Гепариназа (КФ 4.2.2.7; гепаринлиаза) была получена из Fl. heparinum. Она специфично разрушала и гепарин, и гепарин-сульфат эндотелия при взаимодействии нейтрофилов человека с субэндотелиальными внеклеточными матрицами. Деградация гепарин-сульфата, а также гепарина усиливается в присутствии сериновых протеаз.
В лизосомах ткани селезёнки обнаружен фермент эндоглюкозидаза, или селезёночная гепариназа. Оказалось, что её антигепариновое действие зависит от рН среды. Оптимальный антигепариновый эффект установлен при рН от 3.8 до 5.6 в отличие от печёночной гепариназы, которая обнаруживает оптимальное ингибирующее действие при рН 6.0 и неактивна при рН<5.0.
2. Гепаритиназа (КФ 4.2.2.8.; гепаритин-сульфатлиаза) была получена из Fl. heparinum. Установлено, что этот фермент способствует распаду не только гепарина, но и гепаран-сульфата, возникающего на поверхности асцитных гепатомных клеток АН 66.
3.4.3. Искусственные ингибиторы гепарина
Известно, что ряд природных ингибиторов гепарина, применяемых в клинических условиях для блокады или нейтрализации действия гепарина, может вызвать побочные эффекты. В частности, протамин сульфат способствует развитию так называемого феномена отдачи, проявляющегося в возникновении повторной гипокоагуляции после проведения адекватной нейтрализации гепарина. Побочные эффекты, развивающиеся при нейтрализации гепарина протамин сульфатом свидетельствуют об их недостаточной селективности к гепарину, что диктует необходимость поисков новых, более эффективных соединений ингибиторов гепаринового ряда. Такой поиск ведётся среди синтетических поликатионов из класса ионенов, полисинтетических соединений на основе природного алкалоида лупинина, производных поликонидина, основных красителей. Среди полимерных ингибиторов поликатионной природы, превосходящих по степени нейтрализации другие ингибиторы гепарина, в частности протамин сульфат, широко известны полибрен и ряд четвертичных аммонийных солей. 
Полибрен – это гексадиметрин-бромид, 1 мг полибрена в кровтоке блокирует 170 МЕ гепарина. Полибрен, вводимый внутривенно, полностью нейтрализует антикоагулянтное действие гепарина, вызывая при этом минимальную гипотензию и нарушение частоты пульса.
Отмечено, что степень взаимодействия поликатионов с гепарином определяется их химическим строением, в частности, расстоянием между четвертичными атомами азота. Варьируя химическую структуру полимеров, можно получить соединения с заданными фармакологическими свойствами – такие, как например, синтетические поликатионы из класса олигоаминосульфоксидов. Из девяти исследованных соединений этого типа пять обладали способностью связывать и блокировать гепарин. Из них наиболее выраженным ингибирующим действием обладали соединения Н72, Н66 и Н108, имеющие кватернизованные атомы азота в основной цепи. Олигоаминосульфоксиды обнаруживали  ингибирующую гепарин активность не только in vitro, но и  in vivo. Это позволяет считать перспективным дальнейшее изучение данного класса с целью выявления более эффективных ингибиторов гепарина, удовлетворяющих требованиям современной практической медицины.
Из основных красителей ингибиторами антикоагулянтного действия гепарина являются азур А, трипановый синий, толуидиновый синий, широко распространённый в медицинской практике. Стехиометрическое соотношение при нейтрализации толуидиновым синим гепарина составляет 1:1. Однако по сравнению с полибреном толуидиновый синий весьма токсичен. Способны ингибировать гепарин и другие красители – нейтральный красный, фиолетовый, метиленовый синий, метиленовый фиолетовый. Но основные красители в настоящее время редко применяются в клинической практике, в основном используют их для определения гепарина.
Из других веществ ингибируют гепарин поликатионы, содержащие аминный азот или атомы азота, серы, фосфора, богатые аргинином белки клеток тимуса, полилизин, фуксин, шестивалентные комплексы кобальта и хрома, фосфат- и сульфат-ионы, АТФ, миозин, а также синтетический антагонист гепарина, не имеющий пока клинического применения – убиквин, который образует с гепарином малодиссоциирующий комплекс. Имеются единичные сведения и о других антигепариновых агентах – некоторых антибиотиках, например полимиксине М, аскорбиновой кислоте, трасилоле.
3.4.4. Биологическая активность ингибиторов гепарина
Как ведут себя ингибиторы гепарина в организме млекопитающих? Установлено, что однократное внутривенное введение большой дозы (3 мг на 200 г массы тела) или умеренных доз (1 мг на 200 г массы тела) протамин сульфата в течение 14 дней вызывало гибель животных от тромботических осложнений, появление в кровотоке тромбина, а в коронарных сосудах тромбов. Высокий уровень фибринолиза при экспериментальной гипофибриногенемии, вызываемой у животных внутривенным введением тромбина, в значительной степени устранялся последовательным введением ε-аминокапроновой кислоты – ингибитора ферментативного фибринолиза и протамин сульфата.
Об антигепариновых свойствах лизосомальных белков из полиморфноядерных лейкоцитов сообщалось ещё в 1968 г. Б.А. Кудряшов и др. подтвердили способность неферментных катионных белков из нейтрофилов нейтрализовать гепарин и блокировать неферментативные фибринолитические свойства комплексных соединений гепарина с белками крови и аминами. Как уже указывалось, неферментные катионные белки содержатся и в макрофагах, которые, по-видимому, играют важную роль в генерации скоплений фибрина, в процессе фибринолиза и в явлениях ремоделирования тканей, необходимых при их репарации. Адгезия перитонеальных макрофагов мышей к покрытым сывороткой поверхностям блокировалась на 61-95% в присутствии SH-реагентов, исключая 5,5-дитиобис-(2-нитробензоат), который уменьшал адгезию макрофагов на 4%. Адгезия макрофагов уменьшалась также при увеличении концентрации гепарина в среде до 100мет/мл; при более высокой концентрации гепарина адгезия макрофагов вновь повышалась. Считается, что действие гепарина связано с нарушением стабильности мембраны макрофагов в результате увеличения доступности «скрытых» SH-групп Кондашевская, 2010).
Установлено, что богатые аргинином гнетены Н2а и Н3 и умеренно богатый лизином гнетен Н2b являются активными ингибиторами гепарина. Они вызывали нейтрализацию антикоагулянтной активности гепарина не только in viro, но и in vivo.Указанные гнетены в довольно широком диапазоне концентраций (от 0.2 до 5 мг/кг) полностью блокируют неферментативную фибринолитическую активность комплексов гепарина с белками крови in vivo. Гнетены могут реагировать с гепарином при соотношении массы 2.5:1. С другой стороны, гепарин, присутствующий в суспензии хроматина при физиологической ионной силе среды, может вызвать диссоциацию гистонов Н2b, Н2а, Н1 и декомпактизацию хромосомных фибрилл. In vivo показано, что внутрибрюшинное введение морским свинкам в течение 3 дней гепарина по 500 Ед/кг в сутки повышало функциональную активность макрофагов. Ядерные гистоновые белки в присутствии гепарина не вызывали дегрануляции нейтрофильных лейкоцитов.
Изучение зависимости взаимодействия гепарина с гистонами в составе хроматина от стадии цикла клеточного деления у китайского хомячка линии СНО показало снижение взаимодействия с гистонами на стадии G, которое наиболее выражено на стадиях S и G2. Динамика этих изменений прямо коррелирует с динамикой внутриклеточного фосфорилирования гистона Н1 в интерфазе.
По данным хроматографии на целлюлозе, наблюдается образование комплексов иммуноглобулинов с гепарином и стимулирование агглютинации липидов с белками.
Инъекция животным 125I фактора 4 тромбоцитов человека вызывала двухфазный экспотенциальный характер выведения его из кровотока (время полужизни быстрого компонента – 0.75 мин, а медленного – 20мин), что не изменялось и при 1000-кратном избытке немеченого фактора 4 тромбоцитов. Гепарин приводил к установлению однофазного вывода меченого фактора 4 тромбоцитов (время полувыведения 25 – 40 мин). Через 5 мин после инъекции более 40% радиоактивности накапливалось в печени и 4% в почках. Время полувыведения фактора 4 тромбоцитов из печени и почек составляло соответственно 96 и 232 мин. Аккумуляция 131I-β-тромбоглобулина в органах была низкой: 4% в почках и менее 3% в печени, а время полувыведения из почек и печени соответственно 414 и 84 мин. 
Есть сообщение, что антикоагулянтную активность гепарина может снижать уровень фактора Ш в крови. Это обусловлено тем, что обломки клеточных мембран тканей (печень, селезёнка и др.) связывают гепарин, ограничивая его антикоагулянтный эффект прямо пропорционально концентрации мембранных компонентов. Использование радиоизотопного метода позволило установить, что гепарин образует с осколками мембран прочные ассоциации. Введение смеси обломков мембран в кровотоксразу после инъекции гепарина ускоряет элиминацию антикоагулянта из крови, обусловливая его быстрое накопление в тканях, которые обеспечивают извлечение тканевого тромбопластина (фактора Ш) из крови (в первую очередь лёгкие, печень, почки). Так же образуются комплексы тромбопластина с гепарином. В этом взаимодействии важная роль принадлежит белковым компонентам тромбопластина. Обработка тромбопластина протеазами на ранних стадиях протеолиза сопровождается ростом антигепариновой активности, на поздних – её снижением. Липидные компоненты играют в связывании значительно меньшую роль. Полученные данные раскрывают ещё один механизм прокоагулянтного действия фактора Ш, который не только ускоряет активацию протромбина в качестве катализатора реакции между фактором Ха и фактором П, но и ограничивает противосвёртывающую активность гепарина.
3.4.5. Механизмы действия ингибиторов
Для выяснения механизма действия ингибиторов необходимо изучить взаимодействие гепарина с его ингибиторами (катионными белами, полимерами, основными красителями, ферментами). Активное комплексообразование полимера с гепарином происходит при наличии множественного положительного заряда в макромолекуле полимера. При этом имеют значение и свойства и структура гепарина. Сравнение свойств гепаринов человека, собаки, свиньи и меченого 35S гепарина показало сходство электрофоретической подвижности и специфической активности указанных гепаринов. Установлено, что связь гепарина с α-, β- и γ-глобулинами и фибриногеном обратима и непрочна, а с антитромбином Ш, наоборот, прочна. Предполагается, что in vivo большая часть гепарина связывается не с антитромбином Ш, а с другими белками, так как их в кровотоке значительно больше.
Как гепарин взаимодействует с тромбином, антитромбином Ш, некоторыми основными аминокислотами (L-лизином, L-аргинином, поли-L-лизином, полиаргинином) и протамин сульфатом? Отмечено, что L-лизин и L-аргинин являются слабыми связующими веществами, причём степень взаимодействия с гепарином зависит от рН и концентрации катионов в реакционной среде. Тромбин и антитромбин Ш более сильные связующие вещества, чем полилизин и протамин сульфат. Видимо, основные группы в тромбине и антитромбине Ш в значительной степени нейтрализуют заряд гепарина, а это способствует увеличению степени ассоциации тромбина и антитромбина Ш в присутствии гепарина. Тип связи основных аминокислот и полипептидов с гепарином ионный.
В отношении катионных белков естественно предположение о высоком сродстве катионных белков – протамин сульфата, гистонов, неферментных катионных белков, а также фактора 4 тромбоцитов, гликопротеида, селезёночного фактора к отрицательно заряженному гепарину и о возможности взаимодействия. Доказано, что гепарин образует комплексные соединения с протамин сульфатом, гистонами и селезёночным фактором в довольно широком соотношении реагирующих компонентов. Полученные комплексы гепарина не обладали неферментативным фибринолитическим действием на нестабилизированный фибрин, а их антикоагулянтная активность была даже ниже таковой у эквивалентной по отношению к комплексу дозы гепарина, что отличало эти комплексы гепарина от ранее изученных комплексов гепарина с белками крови. Можно предположить, что в блокаде активности гепарина и его комплексных соединений с белками крови принимают участие аргинин, гуанидиновые группы которого взаимодействуют с кислыми сульфо- или карбоксильными группами гепарина, как это было показано на примере образования комплексов гепарина с тромбином. Однако обращает на себя внимание тот факт,что, например, богатый лизином гисто Н1 не проявляет антигепаринового действия. С друной стороны, в гистоне Н2b довольно чётко выражено преобладание лизина над аргинином, но его антигепариновая активность достаточно высока. По-видимому, дело не только в катионных свойствах ингибиторов гепарина, но и в определённых особенностях их первичной структуры.
Представлены данные, свидетельствующие о расщеплении протаминов и гистонов лизосомальными протеазами и плазмином, вследствие которого понижается их способность ингибировать гепарин. Комплексы белков с гепарином в отличие от отдельных белков более устойчивы к расщеплению протеазами. Лизосомальные протеазы не освобождают гепарин из комплексов с протаминами и гистонами. Плазмин же способствует выделению гепарина из его комплексов с гистонами, но не из комплексов с протаминами.
При изучении взаимодействия между гепарином, богатым гистидином, гликопротеидом и антитромбином Ш установлено, что гепарин связывается с гликопротеидом, в результате чего нейтрализуется его антикоагулянтная активность. Это имеет большое значение для клинической практики, особенно при применении фрагментов гепарина с высоким сродством к антитромбину Ш и с молекулярной массой 4300 дальтон.
Таким образом, механизм ингибирующего действия катионных белков, красителей, полимеров на гепарин и его комплексы заключается в том, что они, имея высокий положительный заряд, взаимодействуют с отрицательно заряженным гепарином и вызывают диссоциацию содержащихся в плазме крови комплексов гепарина с белками. Такое связывание катионов с гепарином приводит к образованию комплексов по электростатическому механизму. В результате антикоагулянтный эффект гепарина нейтрализуется. Следует отметить, что максимальным антигепариновым действием обладали препараты катионных белков и гепарина в соотношении 1:1. Это, по-видимому, обусловлено оптимальным сочетанием таких важных структурных характеристик, как степень полимеризации, количество положительно заряженных групп и их расположение в цепи молекулы.
О'Брайен объясняет механизм нейтрализующего действия фактора 4 тромбоцитов по отношению к гепарину в кровотоке тем, что этот фактор, будучи связанным сосудистым эпителием не позволяет циркулирующему в кровотоке антитромбину Ш взаимодействовать с гепарином или гепариноподобным веществом с образованием активного комплекса, способного инактивировать образующийся в кровотоке тромбин.
Иной механизм ингибирования гепарина у ферментов гепариназы и гепаритиназы. Путём компьютерного анализа различных кинетических моделей, адекватно отражающих распад гепарина, было установлено, что деградация гепарина под влиянием гепариназы носит эндолитический характер. Эндолитический механизм действия гепариназы был выявлен также при анализе большого числа промежуточных продуктов деградации гепарина методом жидкостной хроматографии под высоким давлением. Различий в эффекте свободной и иммобилизованной гепариназы на гепарин не отмечается. Под действием гепариназы молекула гепарина расщепляется на тетрасахарид и трисульфатированный дисахарид. Гепаритиназа осуществляет гидролиз тетрасахарида с образованием трисульфатированного и дисульфатированного дисахаридов. Оба фермента действуют на α (1→ 4)-связь между глюкозамином и идуроновой кислотой (действие гепариназы) и глюкозамином и глюкуроновой кислотой (действие гепаритиназы). Сообщается, что имеются ещё 4 фермента, которые совместно с гепариназой способны разрушать гепарин до моносахаров, - дисахарид сульфодиэстераза, глюкуронидаза, сульфамидаза, сульфоэстераза.
Угнетать действие гепарина могут также некоторые лекарственные препараты: наркотические, снотворные и седативные средства, сердечные гликозиды, нейролептики, β-адреноблокаторы (Ляпина, Азиева, 1989).







































ГЛАВА 4. ГЕПАРИН – ЭНДОГЕННЫЙ МОДУЛЯТОР АКТИВНОСТИ РЕГУЛЯТОРНЫХ ФАКТОРОВ

Одним из важных биорегуляторов является гепарин, играющий особую роль в поддержании гомеостаза. Хорошо установленным фактом является способность гепарина образовывать комплексы с широким спектром белков, пептидов, ферментов, катионных соединений (Кудряшов и др., 1975; Ляпина, и др., 1979; Ляпина и др. 1989), при этом могут меняться как его собственные свойства, так и свойства веществ, вступающих с ним во взаимодействие (Ляпина и др., 1989; Ляпина и др., 1989; Умарова и др., 1991; Кондашевская, Ляпина, 1998).Гепарин может образовывать комплексы с физиологически активными пептидами. Взаимодействие гепарина с пептидами может существенным образом отражаться на различных звеньях системы регуляции. Установлено, что гепарин in vivo влияет на проявление некоторых эффектов ряда регуляторных пептидов: адренокортикотропного гормона, тиролиберина, лютенизирующего гормона (Шапиро и др., 1998), опиоидных пептидов (Hasbi et al, 1998; Morikawa, 1998), брадикинина, инсулина и др. 
 Для экспериментальной физиологии и практической медицины актуальным является вопрос о влиянии гепарина на различные регуляторные системы. Вместе с тем вопрос о взаимодействии гепарина и пептидов в системе регуляции вегетативных функций является слабо изученным. Пептидергическая регуляция построена по принципу каскада, образуя сложный континуум регуляторных взаимодействий (Ашмарин, Каменская, 1988; Ерошенко, Титов, Лукьянова, 1991; Ашмарин, Обухова, 1994). При этом оценить влияние какого-то одного пептидного звена очень затруднительно, тем более его взаимодействие с другими физиологически активными соединениями, в том числе и с гепарином. Влияние последнего, в свою очередь, также распространяется на многие регуляторные системы и может зависеть от множества факторов.		
Обладая высоким отрицательным зарядом, гепарин легко взаимодействует как с большими, так и с малыми катионами и молекулами с образованием комплексов. При комплексообразовании изменяются растворимость веществ, их вязкость, мутность, электрофоретическая подвижность, спектральные, энзиматические, иммунные и другие свойства. 
Гепарин выделяется среди других кислых мукополисахаридов животного происхождения своей выраженной способностью соединяться с различными основными и амфотерными веществами благодаря своему значительному отрицательному заряду. 
Определяющее значение при комплексообразовании гепарина с различными веществами имеет наличие ионной связи, и от реакции среды зависит взаимодействие гепарина с различными агентами (Ляпина и др., 1979). Важную роль играют также и водородные связи. На основании рентгеноструктурных исследований установлено, что сильнополярные карбоксильная и сульфоновая группы гепарина ответственны за реализацию как физико-химических, так и макромолекулярных свойств гепарина.
4.1. Комплексообразование гепарина с ионами металлов
и металлоидов
Гепарин способен образовывать комплексы с положительнозаряженными ионами металлов: K+, Na+, Ca2+, Ba2+, Cu2+, Cl-, SO42-, PO43-, CH3COO- и др. (Ляпина, Ульянов, 1977; Кудряшов, Ляпина, 1982) и с органическими катионами (Алекперов, Алиев, 1987).
Ряд авторов указывали на способность гепарина вызывать проникновение в клетку ионов калия и выход из клетки ионов натрия. Ионы калия связываются с гепарином лучше, чем ионы натрия. Гепарин хорошо связывает и ионы кальция.
Матхев изучал комплексообразование гепарина с [Со(NH3)6]+3. Он показал, что образование ионной связи гепарина с [Со(NH3)6]+3 находится под влиянием локальных связывающих факторов, электростатического взаимодействия соседних заряженных групп. Антикоагулянтная активность гепарина обычно связана с его сродством в отношении [Со(NH3)6]+3.
Механизм связывания гепарином ионов меди изучали методом равновесного диализа. В растворах, содержащих нейтральный трис-буфер, одна молекула гепарина присоединяет максимально 23-24 иона меди: в одном случае с участием 3 – 4 активных центров связывания, а во втором – 20-21 активного центра связывания. Связывание гепарином ионов меди по второму механизму в нейтральном буфере оказывало заметное влияние на такие свойства гепарина, как внутренняя вязкость, седиментация, парциальный удельный объём. Установлена корреляция между изменением этих свойств, размером и формой молекулы гепарина. Предполагают, что взаимодействие ионов меди с гепарином происходит в результате связывания свободных аминогрупп гепарина, располагающихся вне активного центра его молекулы. Взаимодействие ионов меди с гепарином также может иметь определённое значение для изучения антикоагулянтной активности гепарина. Однако этот процесс во многом зависит от рН и ионной силы.
Эксперименты ряда авторов продемонстрировали взаимодействие между фосфорно-вольфрамовой кислотой и десульфатированным гепарином, показав, что в данном случае имеет место взаимодействие между металлом и аминогруппами десульфатированного гексозамина, обусловленное электростатическими силами Алекперов, Алиев, 1987).
4.2. Комплексообразование гепарина с аминокислотами
Методом пересекающегося электрофореза в интервале рН от 1.85 до 8.6 показано, что взаимодействие гепарина с DL-аминокислотами ведёт к комплексообразованию. При этом электрофоретическая подвижность комплексов значительно отличалась от подвижности соответствующих аминокислот, что связано с изменением заряда, вследствие участия ионизированных групп в комплексообразовании.
Кох и Баруча показали, что гепарин образует комплексы с природными аминокислотами: аланином, амидом аспарагина, аспарагиновой кислотой, цистеином, глутаминовой кислотой, гистидином, гидроксипролином, серином, треонином, триптофаном, глицилглицином, глицилвалином, изолейцином, лейцином, метионином, фенилаланином, пролином, аспартилтирозином, тирозином и валином; их производными: дийодтирозином, L-аминомасляной кислотой, никотиновой кислотой, никотинамидом, L-аминолевуленовой кислотой, имидазолмолочной кислотой, креатином, фосфокреатином, а также с синтетическими аминокислотами: антраниловой кислотой, р-аминобензойной кислотой, γ-ацетоуксусной кислотой, 4-аминобутилфосфорной кислотой и аминоэтилфосфорной кислотой. Аминокислоты могут быть в D-, L- или в DL-формах. Комплексы гепарина с аминокислотами довольно стабильно сохраняют антикоагулянтный и антилипемический эффекты при прохождении таких комплексов через слизистые оболочки тела.
Устойчивость комплексов мочевины, пиримидина и ацетамида с гепарином очень низкая. Распад комплексов и потеря антикоагулянтной активности начинается через 20 дней. 
Полученные комплексы гепарина с аминокислотами и амидами могут быть использованы в качестве препаратов в ветеринарии при терапнвтической обработке животных с целью длительного сохранения антикоагулянтного действия комплексов при введении их через прямую кишку, уретральный или вагинальный каналы, через дыхательную систему. Эти препараты могут быть приготовлены в виде таблеток, порошков, жидкостей, взвесей. Обнаружено, что, чем выше антикоагулянтное действие комплексов, тем ниже их устойчивость при пероральном применении. Обнаружено также уменьшение стабильности комплексов с уменьшением катионного содержания в них.
Б.А. Кудряшовым и Л.А. Ляпиной (1982) разработан метод получения активного стабильного антикоагулянтного и фибринолитического комплекса гепарин – мочевина при соотношении гепарина и мочевины, равном 3:1, в отличие от метода Коха, который выделял данный комплекс при соотношении гепарин-мочевина, равном 1:1. Фибринолитическое действие комплекса гепарин-мочевина зависит от соотношения взаимодействующих веществ. Так, при соотношении гепарин-мочевина выше значения 50:1 и ниже значения 1:20 полученные препараты комплекса гепарин-мочевина неактивны в литическом отношении. Авторами доказано существование устойчивой формы данного комплекса при физиологических значениях рН; комплексообразование между гепарином и мочевиной происходит в основном с образованием водородных связей между аминогруппами мочевины и карбоксильными и гидроксильными группами гепарина.
Длительное внутривенное введение комплекса гепарин-мочевина  здоровым животным, а также животным, длительное время содержавшимся на атерогенном рационе, приводило к появлению в крови комплексов гепарина с белками и аминами, являющимися физиологическими растворителями нестабилизированного фибрина.
4.3. Модуляция активности биогенных аминов
Гепарин образует комплексы с различными аминами: серотонином, норадреналином, адреналином, гистамином (Кудряшов и др., 1978; Кудряшов и др., 1985; Кудряшов и др., 1990; Калишевская, 2011).  Комплексы адреналин—гепарин и норадреналин—гепарин были получены in vitro при соотношении гепарин:амин, равном 3:1. Комплексообразование гепарина с адреналином обусловлено в основном образованием водородных связей между аминогруппами адреналина и гидроксильными и карбоксильными группами гепарина. Взаимодействие адреналина с гепарином приводит к образованию высокомолекулярного комплекса, не только имеющего более высокий молекулярный вес, чем исходные соединения, но и отличающегося тем, что входящие в него молекулы составных веществ, очевидно, изменяют свою конформацию. Вступая в комплекс с гепарином, адреналин теряет присущие ему физиологические свойства: перфузия переживающего изолированного сердца лягушки раствором комплекса адреналин-гепарин не вызывала никакого эффекта, в то время как перфузия эквивалентным по концентрации раствором адреналина (10-6 М) давала обычный, хорошо выраженный инотропный эффект. Антикоагулянтные и фибринолитические свойства гепарина при этом сохраняются (Кудряшов и др., 1986).
Показано, что присутствие гепарина и гистамина в крови в физиологических условиях приводит к их взаимодействию, результатом чего является изменение скорости свертывания крови. При разрушении гранул тучных клеток и базофилов, распадается белковый комплекс, связывавший гепарин в клетке, освобождающиеся гепарин и гистамин взаимодействуют между собой. Ряд исследователей считают, что гепарин и гистамин образуют солеобразный комплекс, и указывают на ионное взаимодействие между гепарином и гистамином (Ерзинкян и др., 1977). На способности гепарина локализовать гистаминазу и  гистамин  основаны его противовоспалительные и антиаллергические свойства. Комплексы гепарина с гистамином также проявляют антикоагулянтные и фибринолитические свойства (Кудряшов и др., 1990).
Существование комплекса между гепарином и гистамином было открыто Верле и Аманом, которые предположили его присутствие в тучных клетках, или мастоцитах. В гранулах тучных клеток, как известно, содержится гепарин, гистамин и «химаза», или протеолитические ферменты. Основу гранул тучных клеток составляет комплекс гепарин-белок. В комплексообразовании между гепарином и белком принимают участие аминогруппы аргинина белка и карбоксильные и сульфатные группы гепарина, причём гепарин связан с белком ковалентными и ионными связями. Гистамин, поступающий в гранулы тучных клеток, взаимодействует с сульфатными и карбоксильными группами гепарина. Гистамин в данном случае является конкурентом аргинина за сульфатные группы гепарина, вследствие чего он вытесняет аргинин из связи с гепарином; десульфатированный гепарин не способен связывать гистамин.
Комплексообразование между гепарином в гранулах тучных клеток происходит при соотношении гепарина и гистамина в пределах от 7:1 до 3:1. В комплексе, полученном in vitro, наблюдалось соотношение от 7:1 до 3:1. Был сделан вывод, что одна дисахаридная единица гепарина связывает одну молекулу гистамина. Комплексообразование между гепарином и гистамином доказывалось уменьшением метахромазии комплекса гепарина с красителем при добавлении гистамина. 
При разрушении гранул тучных клеток и базофилов, наблюдаемом при анафилактическом шоке, распадается белковый комплекс и освобождающийся гепарин и гистамин взаимодействуют между собой. Ряд исследователей считают, что гепарин и гистамин образуют солеобразный комплекс, и указывают на ионное взаимодействие между гепарином и гистамином. 
Показано выделение гепарина и гистамина у крыс при экспозициях тучных клеток с гистаминосвобождающим агентом (компонент 48-80). Осаждение гепарина с гистамином происходит при рН 4.0. В тромбоцитарных гранулах, так же как и в случае тучных клеток, гистамин соединяется с карбоксильными группами гепарина в гепарин-белковый комплекс.
Высказано предположение, что гистамин в гранулах тучных клеток связан в виде комплекса гепарин-цинк-гистамин, так как в гранулах найдено высокое содержание цинка. В формировании комплекса гепарин-гистамин принимает участие АТФ: в присутствии АТФ гепарин связывает значительно больше гистамина, чем без неё.
Гистамин и другие биогенные амины (серотонин, адреналин) являются слабосвязанными компонентами гепаринового комплекса и могут быть вытеснены гистаминлибераторами, роль которых, по-видимому, могут играть иона натрия. 
Комплексообразование гепарина с гистамином играет важную роль в структурной организации гранул, в изменении направленности течения многих воспалительных процессов, проницаемости стенки сосудов и других физиологических и патофизиологических состояний.
Сродство гепарина и серотонина выражено в значительно меньшей степени (в 4 раза), чем сродство гепарина и гистамина, но имеет немаловажное значение для организма (Ляпина и др., 1989). Экспериментально показано, что при определенных условиях гепарин и серотонин соединяются друг с другом; оптимум взаимодействия в водных растворах при рН 5,0—5,5. Установлено, что для связи 1 мг серотонина необходимо 15 мг гепарина. В экспериментах на животных удалось показать, что основное количество серотонина, выделяющееся из тромбоцитов при введении в кровоток животных тромбина, связывается с гепарином, образуя с ним комплекс. Комплекс гепарин—серотонин был получен в относительно чистой системе in vitro и выделен in vivo из крови при осуществлении защитной реакции противосвертывающей системы в ответ на появившийся в кровотоке тромбин. Данный комплекс обладает высокой антикоагулянтной и неферментативной фибринолитической активностью на нестабилизированный фибрин (Кудряшов и др., 1978).
4.4. Модуляция активности белков крови
В живом организме гепарин обнаруживается в крови в виде молекулярных комплексов с различными белками плазмы. Наличие в структуре молекулы гепарина большого количества анионных группировок, расположенных через короткие интервалы, создает электроотрицательную оболочку с различной плотностью заряда. Вследствие этого молекула гепарина способна присоединять к себе не только положительные, но и менее чем гепарин, заряженные отрицательно белки. 
Особенность комплексообразования гепарина с белками зависит от структуры и гепарина, и белков. Фибриллярные белки чаще образуют комплексы, чем глобулярные. Взаимодействие гепарина с белками зависит от концентрации белков, концентрации гепарина, неорганических и органических электролитов, ионов водорода. Хотя гликозаминогликаны имеют гетерогенный состав, уникальные структурные детерминанты в пределах полисахаридной цепочки, они взаимодействуют со строго определенными белками. 
При комплексообразовании гепарина с белком обнаружено электростатическое взаимодействие. Гепарин соединяется с белками при значениях рН, находящихся между изоэлектрическими точками компонентов комплекса. При рН ниже изоэлектрической точки белка гепарин соединяется с его катионными группами и вызывает осаждение белка (Ляпина и др., 1979). Гепарин как одноосновная кислота образует с белками соли, которые прочны в кислой среде в том случае, если изоэлектрическая точка белков находится в кислой среде. С белками же основного характера, такими, как гистоны или протамины, гепарин образует прочные комплексы в щелочной среде. При наличии в растворе нескольких белков гепарин распределяется между ними согласно их относительной концентрации и констант диссоциации образующихся соединений, что, вероятно, имеет биологическое значение. В результате связывания гепарином белков их физиологическая активность обычно изменяется.
Комплексообразование с гепарином может индуцировать структурные изменения комплексующейся молекулы, например, изменения конформации полипептидов. На примере сополимеров L-лизин:L-фенилаланин (1,4:1) с L-лизин:L-тирозин было установлено, что гепарин способствует вторичным структурным изменениям в сополимерах лизина. Конформационные изменения приводили при этом к появлению - или -спирали, причем природа взаимодействия определялась аминокислотами, расположенными рядом с катионным остатком. При наличии в растворе нескольких белков гепарин распределяется между ними согласно их относительной концентрации и констант диссоциации образующихся соединений, что, вероятно, имеет биологическое значение. В результате связывания гепарином белков их физиологическая активность обычно изменяется.
Методами электрофоретического анализа, спектрофотометрии, седиментационного ультрацентрифугирования доказано образование комплексов гепарина с белками in vitro. В условиях in vitro получены комплексные соединения гепарина с очищенными белковыми компонентами плазмы крови: фибриногеном (Ерзинкян и др., 1979); тромбином; протромбином (Ляпина и др., 1979); тромбопластином (Кудряшов и др., 1978); антитромбином III (Кудряшов и др.,1982); плазмином (Кудряшов и др., 1982); антиплазминами; тканевым активизатором плазминогена, альбуминами, - и -глобулинами, -липопротеинами.
Практически все комплексные соединения гепарина с белками и аминами обладают антикоагулянтным действием, растворяют нестабилизированный фибрин в присутствии больших количеств ингибиторов ферментативного фибринолиза, а также препятствуют  начальным стадиям тромбообразования, то есть проявляют антитромботический эффект благодаря ингибированию фактора XIII, усилению нейтрализации тромбина в кровотоке, задержке агрегации тромбоцитов, устранению действия антиплазмина.
Комплексообразование гепарина с находящимся в плазме белковым ингибитором сериновых протеиназ – антитромбином III – способствует проявлению его антикоагулянтной активности. В составе этого комплекса гепарин каталитически ускоряет нейтрализацию антитромбином III тромбина и некоторых факторов свертывающего каскада IXa, XIa, Xa и др. Связывание гепарина с антитромбином III cпособствует возникновению переходного активированного комплекса, увеличивающего активность фактора в во много сотен раз. При этом активный центр гепарина (олигосахаридный фрагмент, состоящий из 12 моносахаридных единиц с N-сульфатированными D-глюкозаминовыми остатками), связываясь с лизиновыми остатками антитромбина III, стимулирует конформационную перестройку молекулы ингибитора, делая его активный центр более благоприятным для комплементарного взаимодействия с активированным фактором свертывания. Таким образом, активированный гепарином антитромбин III, взаимодействуя с активным центром фактора свертывания, предотвращает его участие в процессе гемокоагуляции). Взаимодействие гепарина и антитромбина III строго специфично, и ни один из протеогликанов не может заменить его. Исключение составляет гепарансульфат, действующий как антикоагулянт, но только в исключительно высоких концентрациях. Специфическая активность гепарина монотонно снижается с уменьшением его молекулярной массы (Кудряшов и др., 1990).
Гепарин способен образовывать комплексы с проколлагеном и коллагеном. При этом увеличивается степень фибриллообразования, по-видимому, за счет электростатического взаимодействия  гепарина с коллагеном.
Комплексы гепарина с белками и аминами - эффективные средства, обеспечивающие организм реактивным гепарином и вызывающие более сильные регуляторные физиологические реакции, чем гепарин в эквивалентных дозах (Ляпина и др., 1989).
Комплексы гепарина с молекулами могут выполнять своего рода депо как гепарина, так и комплексующихся физиологически активных соединений  in vivo, и in vitro. Например, сродство гепарина к фибриногену выше, чем к адреналину, при диссоциации комплекса адреналин-гепарин гепарин может переходить на фибриноген с образованием комплекса фибриноген-гепарин, поэтому последний может выполнять роль своеобразного депо гепарина (Ульянов, Ляпина, 1977).
Гликозаминогликаны, в том числе и гепарин, могут входить в состав гликокаликса клеток и влиять тем самым на электрический заряд, рН и активность ферментов. Оболочка, состоящая из глюкозаминогликанов, может участвовать в регуляции многих клеточных процессов: адсорбции, транспорте веществ, электрическом заряде клетки, иммунологических реакциях и др. При связывании с поверхностью мембран структура и подвижность молекулы гепарина слабо изменяется, сохраняются в полной мере его антикоагулянтные и другие свойства (Chen, Van der Meer, 1994). 
Гликозаминогликаны являются составной частью некоторых видов рецепторов. Например, гепаран-сульфат входит в структуру встроенного в мембрану протеогликана синдекана, определяющего эффективность взаимодействия клеточного рецептора с фактором роста фибробластов в культуре клеток (Yayon et al., 1991). Связывание гепарина с мембранами может происходить по типу лиганд-рецепторного взаимодействия. Гепарин способен взаимодействовать с различными рецепторами глюкозаминогликанов, например, с гликопротеином CD44 (как с очищенным, так и с мембраносвязанным), с которым могут связываться также гепарана сульфат, хондроитин сульфат (Sleeman et al., 1997). На поверхности клеток имеется так называемый A27L-белок, который обеспечивает закрепление на поверхности клеток гепарина и гепарина сульфата, благодаря чему глюкозаминогликаны предохраняют клетки от инфекции вируса вакцинии BSC40 (Hsiao et al., 1998).
Гепарин может влиять на различные внутриклеточные системы в результате прямого взаимодействия. В ограниченных количествах (до 10%) он способен проникать через мембраны эритроцитов, путем диффузии, что, вероятно, связано с особым состоянием мембраны клеток. Проникновение увеличивается при повышении кислотности среды. Установлено, что гепарин, как свободный, так и иммобилизованный, может активировать рецепторы прогестерона, нарушая электростатическое взаимодействие связывающих субъединиц в молекуле рецептора. Показано также, что гепарин вызывает дозозависимую инактивацию свободных и трансформацию связанных со стероидом рецепторов глюкокортикоидов (Шапиро и др., 1995; Шапиро и др., 1998). 
4.5. Модуляция активности ферментных систем
Гепарин образует комплексы с различными ферментами. Это может быть причиной, как торможения, так и активирования большого числа ферментных систем. Таким образом, гепарин влияет на обмен азотистых соединений, в том числе белковой природы. Он способен тормозить активность аденилдезаминазы, -аминазы, трипсина и химотрипсина и др., но может активировать различные трансаминазы, глютаминазу, стимулирует связывание аммиака, в том числе синтез мочевины, но тормозит дезаминирование АМФ. Гепарин в 12 раз повышал активность нейтральной протеазы в цельном гомогенате полиморфноядерных лейкоцитов, практически не влияя на лизосомальную фракцию. В то же время гепарин угнетал кислую протеазу и -глюкуронидазу как в цельном гомогенате, так и во фракции лизосом. В целом гепарин стимулирует протеосинтез, но может и угнетать. Впрочем, влияние гепарина на активность большинства ферментов неоднозначно и зависит от многих факторов. При одних концентрациях гепарин может активировать, а при других - ингибировать реакцию. Это связано с комплексообразованием гепарина с более чем одним местом связывания энзима, или с разной аффинностью различных участков как гепарина, так и белка (Elbein, 1974).
Гепарин взаимодействует со многими ферментами плазмы крови. Значение гепарина как гуморального регулятора состояния крови - одно из самых важных его свойств (Кудряшов и др., 1978). Воздействуя на кровь, гепарин прежде всего устраняет гиперкоагуляцию (Hiebert, Ping, 1997). С одной стороны он считается быстродействующим антикоагулянтом прямого действия, а с другой – он опосредованно влияет на свертывание крови при участии рецепторов сосудистого русла, то есть рефлекторно (Ляпина и др., 1989). 
Влияние пептидов на проявление эффектов гепарина, а также возможности гепарина влиять на проявление свойств регуляторных белков и пептидов практически не изучено. Сложность проблемы усиливается тем, что в организме человека насчитывается 50-60 семейств РП, которые включают несколько тысяч пептидных соединений (Ашмарин Ляпина, Пасторова, 1996). Данные литературы о взаимодействии гепарина и физиологически активных пептидов носят фрагментарный характер. 
Гепарин образует комплексы с различными ферментами обмена белков и пептидов. Под влиянием гепарина существенно изменяется обмен белков в сердце, печени, почках и стенке аорты. Гепарин оказывает чаще стимулирующее действие, нежели угнетающее на метаболизм неповрежденных тканей. В последних из ферментов азотистого обмена гепарин активирует трансаминазы, глютаминазу, стимулирует связывание аммиака, в том числе синтез мочевины и тормозит дезаминирлвание АМФ (Фетисова и др., 1973).
Гепарин способен тормозить активность аденилдезаминазы, бета-аминазы, трипсина и химотрипсина и др. (Миргородская и др., 1978; Грицюк, 1981). Гепарин вызывает быстрые конформационные изменения трипсина, сопровождающиеся необратимой денатурацией и деградацией протеиназы. Исследователи предположили, что гепарин катализирует окислительную деградацию трипсина, обусловленную высвобождением кислородных радикалов, которые отвечают за временное увеличение каталитических функций трипсина, наблюдаемую в начальный период. В дальнейшем теми же авторами было показано, что окислительное действие гепарина на трипсин может модифицироваться в присутствии других восстанавливающих агентов. Например, низкие концентрации гепарина повышали окислительный потенциал глюкозы по отношению к трипсину, а высокие концентрации, напротив, понижали его. Гепарин подавляет активность пепсина. Действие гепарина является результатом его связывания с субстратом (Мосолов, 1971).
Еще один фермент в организме человека и животных также непосредственно связан с гепарином – протеаза 1 тучных клеток (химаза). Химаза представляет собой сериновую протеазу, близкую по ряду свойств к химотрипсину и секретируемую исключительно тучными клетками соединительной ткани. Химаза хранится в секреторных гранулах клеток в виде комплекса с гепарин-протеогликаном и при активации тучных клеток выходит в таком виде из клетки. Найдено, что эндогенный гепарин-протеогликан защищает химазу от действия протеазных ингибиторов. Кроме того, гепарин может изменять скорость деградации химазой субстрата (например, анафилатоксина), который в обычных условиях устойчив к действию фермента. Инактивирующее действие химазы на тромбин также значительно усиливается при оптимальной концентрации гепарина. В случае нарушения гепарин-связывающего сайта тромбина (при исследовании мутантной молекулы тромбина или после инкубации тромбина с олигонуклеотидами) стимулирующий эффект гепарин-протеогликана на инактивацию тромбина химазой был менее выражен. Предполагают, что механизм, посредством которого гепарин может стимулировать активность химазы, заключается в одновременном связывании химазы и субстрата, поскольку гепарин блокирует положительно заряженные участки на химазе и таким образом снижает уровень электростатического отталкивания между химазой и положительно заряженными субстратами. 
D.E. Humphries et al. (1999) изучали трансгенных мышей с поврежденным геном  N-деацетилазы/N-сульфотрансферазы, которые не могли синтезировать полностью сульфатированный гепарин, и выяснили, что гепарин контролирует через посттрансляционные механизмы уровень положительно заряженных трансфераз в гранулах тучных клеток (протеаз 4 и 5 тучных клеток и карбоксипептидазы А).
Гепарин специфически ингибирует казеинкиназу-2, независимую от циклических нуклеотидов протеинкиназу, но в то же время не оказывает влияния и на другие протеинкиназы, включая казеинкиназу-1, цАМФ-зависимые  протеинкиназы типа I и II протеаза-активируемую киназу-1. Более подробные исследования позволили выяснить, что гепарин действует на конкурентный выбор по отношению к субстрату – казеину. F. O´Farrel et al. (1999) показали, что сила ингибирования казеинкиназы-2 зависит от длины молекулы гепарина. Так, фрагмент гепарина из 24 моносахаридных остатков был наиболее активным (константа ингибирования была как у коммерческого нефракционированного гепарина). Сокращение молекулы гепарина до 8 – 12 моносахаридных остатков значительно ослабляло ингибирующий эффект.
В целом гепарин стимулирует протеосинтез (Фетисова и др., 1973; Фетисова, Фролькис, 1976), но может и угнетать (Goldstein et al., 1974). По данным Макаровой (1972), гепарин усиливает синтез белка в митохондриях и супернатанте миокарда, окислительные и пластические процессы.
Гепарин может включаться в ядра клеток и, связываясь с нуклеопротеидным комплексом уменьшать полимеразную активность, изменяет термостабильность, а также конформационные свойства ДНК (Осняч и др., 1973).Он способен тормозить активность дезоксирибонуклеазы, щелочной и кислой РНК-азы, ДНК-азы, РНК-полимеразы, обратной транскриптазы. Гепарин непосредственно взаимодействует с РНК-полимеразой, а не с матричной ДНК. Он предотвращает присоединение фермента к матрице.
Гепарин вызывает преципитацию сывороточных липопротеидов и изменяет их электрофоретическую подвижность. Его взаимодействие с липопротеидами высокой и низкой плотности происходит с образованием ионных связей (Ляпина, 1987).
Влияние гепарина на жировой обмен связано, прежде всего, с активацией in vivo и in vitro липопротеид липазы (Грицюк, 1981), вследствие чего гепарин оказывает прояветляющее действие на липемическую плазму крови (Кудряшов, 1975). Максимальный эффект наблюдается при дозе 1 мг (100 международных единиц) на кг веса.
Липопротеид липаза (ЛПЛ) – фермент, относящийся к классу липаз. Этот фермент расщепляет триглицериды самых крупных по размеру и богатых липидами липопротеинов плазмы крови – хиломикронов и липопротеинов очень низкой плотности с образованием свободных жирных кислот и липопротеинов очень высокой плотности. Такой эффект наблюдается только in vivo.
Липопротеид-липаза обнаруживается, главным образом, в жировой ткани и скелетных мышцах, где она связана с глюкозамингликанами, локализованными на обращенной в просвет сосуда (люминальной) поверхности капиллярного эндотелия.
 По современным представлениям, гепарин путем конкурентного взаимодействия вытесняет липопротеид-липазу из ее соединения с гепарансульфатом, являющимся одним из компонентов внешней поверхности мембраны эндотелиальной клетки. В результате этого процесса осуществляется поступление фермента в циркулирующую кровь (Алекперов, Алиев, 1987).
Активность липопротеид-липазы возрастает в 100 раз при внутривенном гепарина. Липопротеид-липаза имеет аминокислотную последовательность, имеющую высокое сродство к гепарину (Ser-Arg-Thr-Asn-Thr-Lys-Val-Ser-Arg-Ile-Gly-Leu).
Комплекс гепарин-липопротеид-липаза функционирует у самого эндотелия или близко от него в мелких кровеносных сосудах. Жирные кислоты проникают через эндотелий в ткани. Под влиянием гепарина  в сердце, печени, почках и стенке аорты наблюдается тенденция к нарастанию липолитической активности, общего содержания липидов, повышается уровень холестерина и свободных жирных кислот (Фетисова и др., 1973).
Гепарин не только активирует липопротеид-липазу, но и участвует в её синтезе. Липопротеид-липаза синтезируется в большинстве тканей организма, кроме печени, где синтезируется специфическая печёночная липаза, не чувствительная к ингибиторам и активаторам внепечёночной липазы. Было показано, что гепарин может стабилизировать липазу печени in vitro, не влияя на активность фермента. 
В последние годы появились сообщения, что гепарин ингибирует Fe2+-индуцированную пероксидацию в растворе линолевой кислоты. Авторы полагают, что в основе ингибиторного механизма лежит связывание железа гепарином. Однако недавно было показано, что липопротеины очень низкой плотности, ресолюбилизированные после преципитации с гепарином, выявили повышенную чувствительность к окислению пероксидазой и миелопероксидазой. Таким образом, вопрос об анти- прооксидантном эффекте гепарина в экспериментальных условиях, не решен. Фосфолипаза А2 имеет гепаринсвязывающую область (Murakami et al., 1993).
Фосфолипаза А2 – тип фосфолипазы, гидролизующий ацильную цепь фосфолипида в sn-2 положении. При действии фосфолипазы А2 на фосфолипид образуется 2-лизофосфолипид и жирная кислота
Фосфолипаза А2 совместно с ацил-СоА: лизофосфатидилхолин трансферазой участвует в обновлении мембранных фосфолипидов, определяет стабильность и биохимическую активность мембраны и в конечном итоге функциональное состояние клетки. Продукты фосфолипазной реакции - лизофосфатидилхолин и жирные кислоты – являются мощными эффекторами мембранных процессов.
Фосфолипазе А2 принадлежит ключевая роль в биосинтезе простагландинов, лейкотриенов и других продуктов метаболизма арахидоновой кислоты. Реакция гидролиза фосфолипидов, приводящая к образованию свободной арахидоновой кислоты, катализируется фосфолипазой А2 и является лимитирующей стадией в «каскаде» ферментативных реакций биосинтеза активных эйкозаноидов (Литвинко, Кисель, 1991).
Этот фермент индуцирует выброс гепарина тучными клетками (Murakami et al., 1992). В присутствии гепарина солюбилизировалось до 90% активности фосфолипазы А1, связанной с плазматическими мембранами печени, при этом подчеркивается, что гепарин предпочтительнее связывается с мембранами, чем с микросомами (Waite, Sisson, 1973). Таким образом, гепарин играет важную роль в катаболизме и метаболизме жиров (Чазов, Лакин, 1977).   
Гепарин вызывает преципитацию сывороточных липопротеидов и изменяет их электрофоретическую подвижность. Его взаимодействие с липопротеидами высокой и низкой плотности происходит с образованием ионных связей (Ляпина, 1987).
Влияние гепарина на жировой обмен связано прежде всего с активацией in vivo и in vitro липопротеид липазы (Грицюк, 1981), вследствие чего гепарин оказывает прояветляющее действие на липемическую плазму крови (Кудряшов, 1975). Максимальный эффект наблюдается при дозе 1 мг (100 международных единиц) на кг веса.
Данные по влиянию гепарина на углеводный и энергетический обмен противоречивы. С.П. Шурин (1965) и Ю.А. Григорьев (1965) показали, что гепарин в культурах различных тканей и при перфузии изолированной почки в концентрациях 6–13 МЕ/мл ингибирует дыхательные ферменты - цитохромоксидазу и сукцинатдегидрогеназу, а также кислую и щелочную фосфатазы, аденозинтрифосфатазу, щелочную фосфомоноэстеразу, повышает активность пероксидазы. Авторы предполагают, что гепарин выступает как агент, разобщающий сопряженность процессов гликолиза и окислительного фосфорилирования. По данным Маслакова и др. (1978) гепарин (1000 МЕ/кг) угнетает активность сукцинатдегидрогеназы, уменьшает количество восстановленного НАДН как у интактных, так и адреналэктомированных животных.
По мнению других авторов, гепарин может активировать цитохромоксидазу и ряд НАД-зависимых дегидрогеназ, а также глютаминазу, в сердце и печени, но угнетает активность флавиновых дегидрогеназ (Фетисова и др., 1973; Фролькис, 1973).
Гепарин (400 МЕ/кг; в/б) при однократном введении изменял в основном содержание пировиноградной кислоты, при введении же в течение 4 суток уменьшал также количество глюкозы и увеличивал содержание молочной кислоты. Эффект однократного введения, очевидно, связан с активацией аэробного гликолиза, что подтверждается данными Haviar (1968) и соавторов, установивших после однократной инъекции гепарина повышение потребления кислорода и усиление окислительного фосфорилирования в митохондриях сердца. При курсовом же введении препарата в тканях организма, согласно данным С.П. Шурина (1965), происходит последующее блокирование дыхательных ферментов и, следовательно, преобладание анаэробного гликолиза.
Неодинаковая чувствительность отдельных сосудов к исследованным препаратам, очевидно, зависит от особенности метаболизма каждого сосуда в отдельности. Известно, что реактивность кровеносных сосудов зависит от активности метаболических процессов в их стенке, которые далеко не одинаковы в отдельных сосудах: различный уровень углеводно-фосфорного, липидного, катехоламинового, минерального обменов. Эти различия связаны с неодинаковым распределением и степенью активности ферментных систем, а также зависят от функционального назначения каждого сосуда. Однонаправленность эффектов протамин сульфата и однократного введения гепарина на биохимические и тромбоэластографические показатели, а также противоположность их эффектам пантрипина свидетельствуют о тесной связи между метаболизмом сосудов и состоянием свёртывающей системы крови.
Таким образом, гепарин при однократном введении снижал содержание пировиноградной кислоты, при курсовом – вызывал снижение количества глюкозы с одновременным накоплением молочной кислоты. Протамин сульфат снижал уровень молочной и пировиноградной кислоты и повышал содержание норадреналина в стенке сосудов. Пантрипин уменьшал содержание пировиноградной кислоты и глюкозы и увеличивал концентрацию молочной кислоты (Смирнов, 1972). 
Гепарин имеет значение для функционирования муколитической системы (система гиалуроновая кислота-гиалуронидаза).
Гиалуроновая кислота – мукополисахарид, важнейший компонент основного вещества соединительной ткани, играющий важную роль цементирующего агента, «склеивая» отдельные тканевые элементы и клетки. В нормальных условиях гиалуроновая кислота находится в плотном состоянии, под влиянием специфического фермента гиалуронидазы (тканевой или бактериальной) деполимеризуется и переходит в жидкое состояние. От состояния гиалуроновой кислоты зависит проницаемость тканей, сосудов, а также транспорт и распределение воды, различных ионов в организме. С гиалуроновой кислотой связан процесс мукоидного набухания – ранняя стадия дезорганизации соединительной ткани при коллагеновых болезнях. Накопление гиалуроновой кислоты и других мукополисахаридов в участках поражения влечет за собой повышение гидратации тканей, усиливает сосудистую и тканевую проницаемость, особенно при действии гиалуронидазы.
Гепарин как ингибитор гиалуронидазы может оказывать влияние на состояние гиалуроновой кислоты и процессы проницаемости, гидратации тканей, транспорта воды и ионов, функции соединительной ткани; он может и непосредственно взаимодействовать с коллагеном, участвуя в регуляции трофической функции и восстановлении соединительной ткани. 
Инактивация гепарином гиалуронидазы, кроме общего воздействия на обмен воды в организме, вследствие вторичного изменения гиалуроновой кислоты, обуславливает непроницаемость дистального канальца и собирательных трубок нефрона для воды, вследствие чего уменьшается реабсорбция и увеличивается диурез. Одновременно с этим увеличивается выделение натрия и уменьшается выделение калия, что может быть связано с антагонизмом гепарина и альдостерона (Tarnawski, Wajdavicz, 1970). 
Кроме того, гепарин способен тормозить активность амилазы, эластазы, фумаразы, бета-глюкуронидазы, катепсина, лецитазы А, лизоцима, фосфомоноэстеразы, каталазы, пируваткиназы, гидроксилазы, ренина и др.  (Грицюк, 1981).
Влияние гепарина на активность большинства ферментов неоднозначно и зависит от многих факторов. При одних концентрациях гепарин может активировать, а при других – ингибировать реакцию. Это связано с комплесообразованием гепарина с более чем одним местом связывания энзима или с разной аффинностью различных участков как гепарина, так и белка (Elbein, 1974).
Гепарин способен взаимодействовать со всеми сериновыми протеиназами системы свертывания крови с образованием комплексов, в которых активность протеиназ блокируется либо непосредственно, либо на такие протеиназы более эффективно действует их ингибитор – антитромбин (Ляпина, 1980).
Гепарин ингибирует реакции свертывания крови и формирование сгустков фибрина in vivo и in vitro. Антитромботическое действие гепарина требует присутствия в плазме одного из альфа-глобулинов – антитромбина III (кофактор гепарина). Антитромбин III синтезируется печенью. Его присутствие в плазме предотвращает самопроизвольную внутрисосудистую коагуляцию крови, но только в присутствии гепарина эффект гораздо более значителен. Небольшие количества гепарина в комплексе с антитромбином III могут ингибировать тромбоз, инактивируя активированные факторы IX, X, XI, XII и ингибируя преобразование протромбина в тромбин. При развитии тромбоза большие количества гепарина могут ингибировать дальнейшую коагуляцию, инактивируя тромбин и предотвращая преобразование фибриногена в фибрин. Гепарин также предотвращает формирование стабильного сгустка фибрина, ингибируя активацию фибриназы. Вероятно гепарин взаимодействует с лизиновыми группировками антитромбина III, в результате чего более реакционноспособной становится группа аргинина, которая инактивирует сериновые протеазы (Ляпина, 1980).
4.6. Взаимодействие гепарина и гормонов
Наряду с белковыми компонентами плазмы крови гепарин вступает в комплексные соединения с различными гормонами: инсулином (Ульянов, Ляпина, 1977), липокаином, АКТГ (Коршунов и др., 1973), вазопрессином, окситоцином. 
Молекула инсулина состоит из двух аминокислотных цепей - А (21 аминокислотный остаток) и В (30 аминокислотных остатков), соединенных двумя дисульфидными мостиками. Дополнительный дисульфидный мостик соединяет два остатка цистеина в цепи А (Теппермен, Теппермен, 1989). Инсулин является одним из основных регуляторов обмена веществ в клетках различных органов и тканей животных, осуществляя преимущественно анаболическую функцию. Чувствительностью к инсулину обладают практически все ткани организма человека и животных (Новицкий и др., 1997).
Условно все регуляторные эффекты данного гормона делят на две категории: метаболические и ростовые. К метаболическим относят его участие в регуляции углеводного, липидного, белкового обменов. Инсулин стимулирует процессы утилизации глюкозы, ее транспорт через клеточные мембраны и фосфорилирование в клетках. Он повышает активность и усиливает протеосинтез ферментов гликолиза (гексокиназы, фосфофруктокиназы, пируваткиназы и др.) и ингибирует синтез некоторых ферментов глюконеогенеза (Krahl, 1972; Никольский, Трошин, 1973, Кендыш, 1976, 1983). Кроме того, инсулин активируя  пируватдегидрогеназу и цитратсинтазу, стимулирует образование ацетил-КоА из пирувата и синтез молочной кислоты и, как следствие, увеличивает аэробное окисление пирувата в цикле трикарбоновых кислот (Гулый, 1977), процессы окислительного фосфорилирования, образования АТФ и креатинфосфата (Германюк, 1973, Кендыш, 1985) Помимо этого, инсулин участвует в регуляции других ферментов гликолиза и тканевого дыхания - лактатдегидрогеназы, изоцитратдегидрогеназы, сукцинатдегидрогеназы и др.(Новицкий и др., 1997). Инсулин тормозит липолиз и активирует липогенез - образование триацилглицеридов, холестерина, фосфолипидов (Hollenberg, 1972; Wiss, Wiss, 1977; Розен, 1994). Инсулин регулирует синтез белков и ферментов, как на стадии транскрипции, стимулируя, например, ДНК-зависимую-РНК-полимеразу (Transcription Factors, 1993), так и на стадии трансляции, стимулируя акцепторную активность тРНК, агрегацию рибосом в полисомы, транспорт аминокислот и их синтез внутри клетки, синтез АТФ и т. д. (Peptide, 1990; Welsh, Proud, 1991; Gesteland, Atkins, 1993).
К ростовым, или митогенным, эффектам инсулина причисляют долгодлящиеся эффекты, реализуемые на генетическом уровне, которые приводят к экспрессии ряда специфических генов, стимулирующих синтез ДНК, РНК, тканеспецифичных белков и индукции процессов клеточного роста и дифференцировки в целом (Перцева и др., 1996). Инсулин усиливает синтез ДНК и митотическую активность клеток в ткани молочной железы, жировой ткани, печени, хрящевой ткани, культурах фибробластов, клеток эпителия и др. (Епифанова и др., 1988; Новицкий и др., 1997). 
Инсулин связывается с рецепторами, обладающими тирозинкиназной активностью. Кроме него с этим типом рецепторов могут взаимодействовать различные ростовые факторы (инсулиноподобные факторы роста I и II, фактор роста тромбоцитов, фактор роста эпидермиса и др.). Рецепторы включают надмемранно-расположенную -субъединицу и находящуюся в цитоплазме -субъединицу. Тирозинкиназная активность инициируется связыванием лигандов и усиливается лигандстимулируемым аутофосфорилированием (Лейбуш, 1998). Схема действия инсулина включает следущие этапы: 1) связывание инсулина с -субъединицей рецептора, 2) активация тирозинкиназы и аутофосфорилирование -субъединицы рецептора, 3) каскадное фосфорилирование активированной тирозинкиназой широкого спектра эффекторных белков, в котором принимают участие и другие протеинкиназы (Перцева и др., 1996).
Взаимное влияние гепарина и инсулина на проявление эффектов давно известно. Развитие инсулинзависимого сахарного диабета сопровождается сдвигами в системе гемостаза в сторону гиперкоагуляции (Смоленский и др., 1982). Гепарин эффективен в терапии ангиопатий при сахарном диабете, его применение сопровождается клиническим улучшением, нормализацией проницаемости и коагулирующих свойств крови, увеличением кровотока, нормализацией сосудистого тонуса и улучшением сократительной функции миокарда (Ефимов и др. 1974;  Федорова, Маджидова 1974; Скробонская и др., 1977).
Экзогенный гепарин может ингибировать секрецию инсулина (Orosz et al.,  1975; Эйбеман, 1965), а может и стимулировать (Henderson, 1970; Orosz et al., 1971). Введение инсулина приводит к  снижению концентрации гепарина в крови и повышению в тканях утилизирующих глюкозу - печени, скелетных и сердечной  мышцах (Шапиро, Ульянов, 1988). При аллоксановом диабете концентрация гепарина в крови резко падает (Кудряшов и др., 1989).
Комплекс инсулин-гепарин (6:1) обладает специфической гормональной активностью, превышающей активность эквивалентной дозы инсулина более чем в 1,5-2 раза, с более длительным, чем инсулин гипогликемическим действием в организме крыс при устойчивом аллоксановом диабете (Кудряшов и др., 1984).
Компенсация утраченного антикоагулянтного потенциала экзогенным гепарином оказывает положительное влияние на состояние инсулярной системы при развитии и течении сахарного диабета (Балаболкин и др., 1990). Связывание циркулирующего в крови реактивного гепарина протамином сульфата  или высокоактивным синтетическим антагонистом гепарина - поликатионом 2,5-ионеном усиливает склонность организма к  развитию диабета (Кудряшов и др., 1989). При этом не проявляется гипогликемическое действие инсулина, хотя концентрация пептида  в крови при этом не изменяется, а при концентрации гепарина в крови ниже физиологического уровня эффект гормона ослабевает (Кудряшов и др.,1984). Введение гепарина (50 - 500 ЕД/кг) в промежутке времени между введением протамина сульфата и инсулина полностью обеспечивало проявление гипогликемического действия инсулина, введение физиологического раствора не влияло на эффекты протамина сульфата. По-видимому, гепарин необходим для проявления гипогликемического действия как эндо-, так и экзогенного инсулина (Кудряшов и др, 1984). Эти факты дали основание предположениям, что гепарин необходим для осуществления рецепции инсулина тканями-мишенями. Возможно, инсулин взаимодействует с рецепторами только в присутствии гепарина или в форме комплекса инсулин-гепарин. Протамина сульфат нарушает рецепцию, а экзогенный гепарин, связывая его, способствует восстановлению рецепции (Кудряшов и др., 1984).
Антигликемическими эффектами обладают также комплексы гепарина с другими биологически активными веществами. При предварительном внутрижелудочном введении крысам комплекса гепарин-аспирин в отличие от его составных частей (гепарина и аспирина) вызывает положительный антигликемический эффект при аллоксановом диабете. При этом концентрация инсулина не претерпевала измененний. Вероятно, это связано со снижением резистентности организма к инсулину под влиянием комплекса (Ульянов и др., 1995).
Гепарин взаимодействует также и с так называемым инсулино-подобным фактором роста - структурным и функциональным аналогом инсулина, который также обладает митогенной активностью (Rinderknecht, Humbel, 1976; Atkin et al, 1994).
Гепарин способен специфически взаимодействовать и с другими митогенами: кислым и основными факторами роста фибробластов (Speir et al., 1989; Huges et al., 1993; Kim et al., 1998; Kinsella et al., 1998), сосудистым эндотелиальным фактором роста (Schreiber et al., 1985; Jaye et al., 1986; Fairbrother et al., 1998), фактором роста нервов (Long et al., 1990), эпидермальным фактором роста (Reilly et al., 1987), ростовым фактором клеток печени (Downey et al., 1985). При этом гепарин способен модулировать такие свойства некоторых из данных пептидов, как рост и деление клеток, их дифференцировку, заживление ран, ситопротекцию, стимуляцию ангиогенеза и т. п. (Kim et al., 1998). Так фактор роста эндотелиальных клеток (100-130 мкг/мл) стимулирует рос фибробластов, хондроцитов, остеобластов, миелобластов и мышечных клеток, причем в сочетании с гепарином (1:1) эффективность дозы на порядок выше (Гольдберг и др., 1992). Фактор роста фибробластов является митогеном для клеток - производных мезодермы и нейроэктодермы, регулирует ангиогенез, сосудистую трансформацию, а гепарин усиливает эффект (Speir et al., 1989; Chiu et al.,1990). Гепарин усиливает стимуляцию фактором роста фибробластов формирование новых эндотелиальных сосудов, повышение капиллярной плотности и кровотока в ишемизированном миокарде (Schumacher et al., 1998). Аналогичные эффекты наблюдаются в отношении сосудистого эндотелиального фактора роста (Tofukuji et al., 1998). Необходино отметить, что гепарин, как известно, сам по себе является мощным ингибитором in vivo и in vitro деления, роста и дифференцировки клеток, однако многие факторы роста (эндотелиальный, эпидермальный) могут реверсировать антипролиферативное действие гепарина, другие (тромбоцит-производный, инсулиноподобный) такой способностью не обладают (Reilly et al., 1987; Adler, Eng,1990). 
Факторы роста связываются с гепарином с высоким сродством. Так с цепью гепарина в 16 000 дальтон могут связаться 14-15 молекул кислого фактора роста фибробластов, то есть 1 молекула пептида может связаться с 4-5 полисахаридными единицами (Mach et al., 1993). Как правило участки связывания факторов роста с гепарином находятся на карбоксильном или аминоконце, причем связывающая аминокислотная последовательность различная у разных пептидов (Rauvala, 1989; Fairbrother et al., 1998). 
Cвязывание с гепарином повышает устойчивость и сохранность факторов роста, которые высвобождаются из комплекса при рецепторном связывании на мембране клетки (Mach et al., 1993). Кроме того, гепарин может способствовать агрегации пептидов на мембране и связыванию с рецепторами (Ляпина и др., 2001; Ornitz, et al.,1992).
Адренокортикотропный гормон (АКТГ, кортикотропин) - гормон гипофиза, регулирует эндокринные функции надпочечников, один из главных регуляторных компонентов гипоталамо-гипофиз-адреналовой оси. Его молекула представляет собой одноцепочечный полипептид, состоящий из 39 аминокислот. АКТГ повышает синтез и секрецию  стероидов надпочечников, усиливая превращение холестерола в прегненолон. Поскольку прегненолон служит предшественником всех стероидов надпочечников, длительная стимуляция АКТГ приводит к избыточному образованию глюкокортикоидов и, в меньшей степени минералкортикоидов и дигидроэпиандростерона (предшественника андрогенов). АКТГ стимулирует рост коры надпочечников, овышает синтез белка, РНК (Розен, 1994).
АКТГ и в большей степени его фрагменты АКТГ4-10, АКТГ4-7 являются эффективными стимуляторами обучения и внимания (Ашмарин и др., 1978; 1997), в том числе и при экстремальных воздействиях (Яснецов и др., 1996). АКТГ стимулирует условнорефлекторную деятельность на фоне увеличения синтеза РНК и белка в мозге (Механизмы памяти, 1984). Системное введение АКТГ улучшает закрепление и сохранение временных связей, устраняет аналгезию, влияет на поведение, усиливает эпилептическую активность, изменяет спонтанную активность нейронов коры больших полушарий (Глебов, Горячева, 1990; Яснецов и др., 1998). 
АКТГ и родственные ему пептиды являются важными регуляторами адаптивных функций организма (Агаджанян, Елфимов, 1986). Этот пептид вызывает снижение температуры тела, стимулирует метаболизм и регулирует транспорт глюкозы и ее использование для гликолиза, что имеет значение при стрессе и гипоксии. Он стимулирует рост и регенерацию нервных волокон, что сопровождается усилением синтеза РНК и белков (Lois et al., 1986; Maurelli et al., 1987). АКТГ оказывает стимулирующее влияние на работу сердечно-сосудистой и дыхательной систем у здоровых животных, но в большей степени  эффект проявляется при стрессорных и шоковых состояниях (Ашмарин, 1988). АКТГ дозозависимо улучшает дыхательную и сердечно-сосудистую функции и полностью предотвращает гибель животных при геморрагическом шоке (Bertolini et al., 1986 a,b; Брагин, Яснецов, 1991). 
Эффекты АКТГ и его аналогов реализуются преимущественно через активацию аденилатциклазы и повышение уровня цАМФ (Сергеев, Шимановский, 1987; Глебов, Горячева, 1990; Чекман, 1991).
Взаимоотношения гепарина и АКТГ чаще всего проявляются в виде антагонизма. Ряд авторов считает, что эти вещества обладают противоположным действием и блокируют эффекты друг друга (Лукашин и др., 1975; Чазов, Лакин, 1977). 
АКТГ при однократном введении вызывает стимуляцию процесса свертывания крови и снижал уровень гепарина в крови (Георгиева, 1973; Захаров, 1973). Аналогичные результаты наблюдались при курсовом введении 1 ЕД/кг гормона в течение 5 и 10 дней. Содержание гепарина восстанавливалось до значений нормы через 3 дня после прекращения инъекций. При этом в ответ на введение АКТГ тучные клетки реагируют выбросом низкосульфатированного гепарина, обладающего пониженной антикоагулянтной активностью (Захаров Н. Н., 1969). При центральном введении АКТГ наблюдалась гипокоагуляция и увеличение содержания гепарина в крови (Захаров, 1971). 
Аналоги АКТГ могут действовать противоположным образом в отношении антикоагулянтных свойств гепарина. Например, получены комплексные соединения семакс-гепарин, обладающие антикоагулянтной активностью, превосходящей действие одного гепарина. In vitro наибольшей антикоагулянтной активностью обладали комплексы с соотношением пептид:гепарин 1:6, 1:3, 1:1 (их антикоагулянтные свойства превосходили те же свойства контрольных растворов гепарина). Комплексы 3:1, 6:1, в концентрациях 10 мг\мл практически не обладали антикоагулянтными свойствами, а в концентрации 1 мг\мл проявляли слабую антикоагулянтную активность. Все исследованные комплексы обнаруживали неферментативную фибринолитическую активность, максимальную для комплекса 1:1 in vitro и in vivo (Ашмарин и др., 1996б).
Гепарин снижает содержание в крови АКТГ (Tarnawski, Wajdavicz, 1970) и   может действовать противоположно АКТГ, например, он снижает уровень сахара и пировиноградной кислоты в крови (Чазов, Лакин, 1977), уменьшает эозино- и лимфопению, вызванную АКТГ и кортизоном, и может блокировать другие эффекты (Godlowski, 1951; Hamilton, 1957). АКТГ стимулирует активность триацилглицероллипазы мозга крысы. Гепарин, наоборот, угнетает активность фермента. Однако,  в присутствии гепарина стимулирующее действие АКТГ проявляется гораздо сильнее, чем при введении одного пептида (Le Petit et al., 1986)
Вместе с тем для реализации некоторых эффектов АКТГ гепарин необходим. Стимулирующее действие АКТГ на секрецию глюкокортикоидов не проявляется при введении антагониста гепарина протамин сульфата, и восстанавливается при введении гепарина (Шапиро и др., 1986). 
Совершенно особые отношения между гепарином и АКТГ возникают при стрессорных и патологических состояниях. Как известно под влиянием различных экстремальных факторов происходит активирование гипофизарно-адреналовой системы, которая в свою очередь вызывает дегрануляцию тучных клеток и повышение эндогенного гепарина в крови и тканях. С помощью подобной реакции, осуществляемой по принципу обратной связи, организм регулирует интенсивность общего адаптационного синдрома (Кузник и др., 1973; Лукашин и др., 1975). АКТГ активирует секрецию тучными клетками гепарина (Шапиро и др. 1995) и усиливает его биосинтез (Asboe-Hansen, 1950), блокада секреции пептида при стрессе дексаметазоном  уменьшает выброс гепарина (Шапиро и др. 1998).
Тиролиберин (тиреотропин-рилизинг-гормон, TRH) - гормон гипоталамуса, стимулирует высвобождение тиротропина из передней доли гипофиза, а также участвует в рилизинге пролактина, вазопрессина, гормона роста, АКТГ, и соматостатина (Lehnert, 1993), Помимо этого он снижает уровень кальция в крови и тормозит секрецию панкреотических ферментов, влияет на пищевое и питьевое поведение, повышает температуру тела (Morley, 1979; Климов, 1986), актививует симпатоадреналовую систему, активирует выделение норадреналина из нервных терминалей, повышает обмен катехоламинов, усиливает норадреналиновый эффект на кровяное давление и работу сердца, проявляет антидепрессивное действие (Мирзоян и др., 1985;  Zlokovic et al., 1985; Noble et al., 1988). 
Применение тиролиберина ускоряет восстановление роговичных рефлексов и неврологический статус, усиливает дыхательную активность и работу сердца, но не сказывается на выживаемости при различных видах шока и после клинической смерти (Закусов и др., 1985; Мотин, Яснецов, 1986; Волков и др., 1990, 1992; Бастрикова и др., 1995). У интактных животных он также может существенно повышать артериальное давление, частоту сердечных сокращений, частоту дыхания (Брагин, Яснецов, 1991; Jedrusiak et al., 1995). Показаны антигипоксические свойства тиролиберина и его аналогов (Ефимова и др., 1989; Ашмарин и др., 1992; Кошелев и др., 1994). Среди пептидов тиролиберин выделяется сочетанностью своих антигипоксических свойств со специфическим влиянием на дыхательную регуляцию и кислородный гомеостаз. При острой циркуляторной гипоксии тиролиберин стимулирует и восстанавливает нормальное дыхание, повышает чувствительность дыхательного центра (Ашмарин, Чепурнов, 1991; Войнов и др., 1984, 1987; Сербенюк и др., 1990; Чиж, Каспаров, 1990) даже в ультрамалых дозах (Chepurnov, Iniyushkin, 1994). При введении тиролиберина при асфиксии, вызванной остановкой аппарата искусственного дыхания или пережатием дыхательных путей, пептид оказывал протективное антигипоксическое действие, при этом наблюдалось повышение парциального давления кислорода в периферической крови, что связывают не с действием самого пептида, а с каскадными эффектами им индуцированными (Ашмарин и др., 1989; Власова и др., 1994). Введение аналога тиролиберина крысам, перенесшим антенальную гипоксию, приводит к улучшению у них уровня направленного внимания к действию сенсорных стимулов в 2-3,5 раза, нормализации исследовательского и эмоционального поведения, улучшению в 4 раза процесса обучения. Это, возможно, связано с восстановлением баланса активности серотонин-, дофамин- и норадренергической систем мозга, который был нарушен гипоксией у самок на 14-16 дни беременности (Семенова и др., 1999). Антигипоксический эффект тиролиберина является прямым эффектом, а не опосредован изменениями гипофиз-тиреоидной оси, что подтверждается аутоиммунизацией  к тиролиберину (Чепурнова и др., 1994). Тиролиберин рекомендуется использовать как антигипоксическое средство в современной медицине (Ашмарин и др., 1994).
Эффекты тиролиберина связаны с увеличением под влиянием пептида содержания в цитозоле двух посредников: инозитол-трисфосфата и ионов кальция (Ramsdell, Tashjian, 1986). Стадии трансдукции TRH-сигнала таковы: 1) связывание TRH-рецептора с -cубединицей Gq-белкa (Hernandez et al., 1999); 2) гидролиз фосфолипазой С фосфатидилинозитола-4,5-бисфосфат на 1,2-диацилглицерол и инозитол-1,4,5-трисфосфат, которые являются важными внутриклеточными посредниками; 3) повышение содержания Са2+ в цитоплазме (Drummond, 1986; Kiley, Jaken, 1990; Kaiser et al., 1994; Bayliss et al., 1994).
Взаимоотношения между пептидом и гепарином построены преимущественно на антагонизме. Гепарин - мощный антагонист инозитол-трисфосфата, отменяет его эффекты полностью, а эффекты тиролиберина по индукции выброса гормонов гипофизарными клетками блокирует лишь частично (Mollard et al., 1990). Тиролиберин и его аналоги, по-видимому, блокируют свойства гепарина, усиливают полимеризацию фибрин-мономера, резко снижают неферментативные фибринолитические свойства плазмы крови, обусловленные действием комплексных соединений гепарина с белками крови и аминами. (Ашмарин и др., 1991; 1996).
Лютеинизирующий гормон, лютропин – гонадотропный гормон позвоночных, вырабатываемый передними клетками аденогипофиза; стимулирует развитие интерстициальной ткани в половых железах, биосинтез половых гормонов у особей обоего пола, овуляцию и развитие желтого тела. По химической природе – гликопротеид. Биосинтез и выделение лютропина находится под контролем гипоталамического рилизинг-гормона – люлиберина. Уровень секреции регулируется половыми гормонами.
В работе коллектива авторов (Шапиро и др., 1986), было показано, что у неполовозрелых самок крыс через 48 часов после введения лютеинизирующего гормона (ЛГ) масса яичников значительно возрастала. При введении физиологического раствора масса яичников практически не менялась (табл. 4.1.).
Поскольку ранее было установлено, что протамин сульфат (ПС) блокирует проявление гипогликемического действия инсулина только в течение 30 мин, а эффект ЛГ наблюдали через 48 часов, ПС вводили многократно в течение этого времени для обеспечения длительного связывания гепарина.
                                                                                     
                                                                     Таблица 4.1
Влияние ЛГ и ПС на массу яичников инфантильных 
самок крыс (Шапиро и др., 1986)
	Условия опыта
	Масса тела, г
	Масса яичников, мг

	Интактные животные
	41.0
	11.28±0.65

	ЛГ (хориогонин, 50 ед., в/б)
	39.6
	19.70±1.31

	Физиологический р-р однократно
	38.7
	10.75±0.96

	ПС 3 дня х 3 раза + ЛГ
	39.6
	13.15±0.83

	Физиол. р-р 3 дня х 3 раза + ЛГ
	39.8
	19.44±1.15

	ПС 3 дня х 3 раза
	40.0
	11.55±0.76



Введение ЛГ на фоне связывания реактивного гепарина не оказывало стимулирующего действия на массу яичников. В контрольной группе, в которой самки вместо ПС многократно получали физиологический раствор, эффект ЛГ полностью проявлялся, и масса яичников была такой же, как у животных, получавших только ЛГ. Введение одного ПС на массу яичников влияния не оказывало.
Если блокада эффекта ЛГ обусловлена отсутствием в кровотоке реактивного гепарина, то при компенсаторном введении соответствующей дозы гепарина действие ЛГ должно проявиться. Результаты опытов, проведённых с целью проверки этого предположения, представленные в табл. 4.2, это подтверждают.
                                                                                         Таблица 4.2
Влияние ЛГ и ПС и гепарина на массу яичников инфантильных 
самок крыс (Шапиро и др., 1986),
	Условия опыта
	Масса тела, г
	Масса яичников, мг

	Интактные животные
	41.0
	11.28±0.65

	Физиол. р-р 3 дня х 3 раза + ЛГ
	37.0
	15.33±0.8

	ПС 3 дня х 3 раза + ЛГ
	34.7
	10.86±1.2

	ПС 3 дня х 3 раза + гепарин + ЛГ
	39.6
	14.90±0.8

	Физиол. р-р 3 дня х 3 раза + гепарин
	35.5
	9.40±0.8



В этой серии опытов аналогично тому, что описано выше, масса яичников под влиянием ЛГ достоверно увеличивалась по сравнению с массой яичников у интактных животных, а введение ПС полностью снимало этот эффект. Если же самкам, получавшим ПС, непосредственно перед введением ЛГ и через 2 часа после был введён гепарин, блокирующее действие ПС отсутствовало и проявлялся стимулирующий эффект ЛГ. Введение одного гепарина на массу яичников не влияло. Таким образом, и в отношении ЛГ подтвердилась ранее установленная для инсулина закономерность, что эффект гормона проявляется только при наличии в циркуляции реактивного гепарина.
Паратиреоидный гормон, паратгормон, паратирин, - гормон, вырабатываемый околощитовидными железами. По химической природе - полипептид, состоящий из 83 аминокислотных остатков; молекулярная масса 9500. Взаимодействуя с кальцитонином, паратгормон регулирует уровень кальция и фосфора в крови, тканевой жидкости и костной ткани. Концентрация гормона в крови от 0,1 до 0,5 мг/мл. Органы-мишени паратгормона - костная ткань и почки, на которые он действует через аденилатциклазу, повышая образование цАМФ. Паратгормон стимулирует формирование остеокластов, в результате деятельности которых деполимеризуются мукополисахариды основного вещества кости, что приводит к декальцинации ее и поступлению кальция в кровь. Понижая реабсорбцию солей фосфорной кислоты из первичной мочи, гормон усиливает выведение фосфора и т. о. снижает содержание его в крови. Секреция паратгормона зависит от содержания кальция в крови: при снижении его уровня выработка гормона усиливается. Избыток паратгормона  приводит к разрушению костной ткани, недостаток - к понижению содержания кальция в крови, тетании, задержки развития зубов.
Гепарин значительно усиливает влияние паратиреоидного гормона на развитие костной ткани и ее резорбцию. Сам гепарин не оказывает эффекта на состояние костной ткани, однако присутствие гепарина или тучных клеток необходимо для реализации этого эффекта паратиреоидного гормона (Осипов, Вахрушева, 1975). Авторы исследовали влияние гепарина и паратиреоидного гормона на прорезывание зубов у мышей. Показано, что введение гепарина с 2 по 20 день в дозе 5 МЕ/кг стимулирует прорезывание зубов.
В.В.Осипов и М.П.Вахрушева (1983) культивировали в течение 3 дней участки теменной кости 3 дневных мышей инбредной линии. В среду для культивирования добавляли 0,01 и 0,1 ед/мл паратиреоидного гормона; 0,1 и 1,0 МЕ/мл гепарина. Паратиреоидный гормон  (0,01 ед/мл) в сочетании с гепарином (0,1 МЕ/мл) стимулировали резорбцию костной ткани эксплантанта, тогда как добавленный отдельно в этой же дозе он подобного действия не оказывал.
Установлено, что тироксин (гормон щитовидной железы) оказывает влияние на способность печени и лёгких синтезировать гепарин. Повышение содержания тироксина в организме снижает гепаринобразующую функцию печени. Это связано с падением способности тучных клеток выделять в окружающую среду высокосульфатированные мукополисахариды, в частности гепарин. В плазме крови людей, подвергавшихся в связи с хроническим заболеванием почек внутривенному введению 2000 ед гепарина, обнаружено уменьшение связывания тироксина как с белками крови, так и с клеточными компонентами, обусловленное, по-видимому, соединением тироксина с гепарином.
Комплекс тироксин-гепарин был получен in vitro при соотношении гепарина и тироксина, равном 1:6. Осаждение комплекса происходит при рН 2.0-5.0.Этот комплекс был выделен из крови животных и людей при тиреотоксикозах. 
Спектрофотометрически изучалось комплексообразование гепарина с некоторыми гормональными препаратами in vitro. Смещение максимумов и минимумов спектра поглощения в сторону длинных волн с одновременным увеличением оптической плотности смеси, а также наличие дифференциальных спектров подтвердило образование комплексов с АКТГ, инсулином и липокаином. Гепарин может соединяться также с вазопрессином, окситоцином, кортикотропином. Введение животным АКТГ нарушало синтез гепарина в тучных клетках. В этом случае в цитоплазме тучных клеток обнаруживался недосульфатированный гепарин, выделяемый в межуточную ткань. Однако некоторые исследователи показали, что терапевтические дозы гепарина не блокируют действия АКТГ.
Установлено тормозящее влияние гепарина в концентрации 16 мкг/мл на секрецию инсулина – как на основную, так и на стимулируемую глюкозой – в опытах на инкубируемых изолированных островках Лангерганса крыс, причём этот эффект гепарина не зависел от концентрации ионов кальция в среде. Гепарин влияет также на секрецию альдостерона.
По данным М.А. Куклиной, имеется определённая взаимосвязь между активностью липомобилизующего гормона, имеющего непосредственное отношение к мобилизации жира из жировых депо, гормона гипофиза и уровнем эндогенного гепарина и донаторами гепарина – базофилами. В результате клинических исследований установлена однонаправленность в изменении активности липомобилизующего гормона и уровня гепарина в крови. При глубоких нарушениях гепаринового обмена, что наблюдается у больных коронарным атеросклерозом, менее активен липомобилизующий гормон.
При комплексообразовании гепарина с пептидами и белками какие-то его свойства могут блокироваться или изменяться, а какие-то - нет. Например, антагонист гепарина, поликатионный белок протамина сульфат, блокатор антикоагулянтных и фибринолитических реакций, не влияет на другие эффекты гепарина. Как гепарин (1000 ЕД/кг), так и гепарин-протаминовая смесь (1:1) угнетают развитие экспериментальных резерпиновых язв у крыс, снижают объем желудочного секрета и активность пепсина, не влияя на продукцию соляной кислоты, увеличивают длительность гексеналового сна, повышают резистентность эритроцитов к кислотному гемолизу. Раздельное введение протамина сульфата не влияло на данные показатели (Маслаков и др., 1980).
Характер модуляции гепарином эффектов регуляторных пептидов может быть различным (Weiler et al., 1992; Weisz et al., 1997; Wohns, 1981; Wyon, 1996; Yayon et al., 1991; Young, 1995; Yu, De Petris, Biancani 1994; Yun et al., 1997; Zheng, Chen, Hu, 1992; Zucker, 1977; Zlokovic, Segal, Begley, 1985). Он оказывает влияние на проявление эффектов некоторых пептидных биорегуляторов (Rosenberg, 1997; Rusnati et al., 1994; Sleeman, Kondo, Moll, 1997; Sperr, Bankl, Mundigler, 1994; Vives, Pye, Salmivirta, 1999; Vyas, Pan, Patel, 1997; Vyas et al., 1998). Полагают, что гепарин может способствовать или, наоборот, препятствовать взаимодействию пептидов с рецепторами (Шапиро и др., 1998). Например, при блокаде свободного гепарина протаминсульфатом не проявляется действие лютенизирующего гормона на увеличение массы яичников, эффект гормона проявляется только при наличии в циркуляции активного гепарина (Шапиро и др., 1995). Это же характерно для некоторых эффектов АКТГ, инсулина, факторов роста (Кудряшов и др.,1990; Шапиро и др., 1998; Schumacher et al., 1998). Гепарин как ингибитор рецепторов инозитол-трисфосфата подавлял неконкурентным способом связывание с сигма-рецептором опиоидов 3Н+-N-аллилнорметазоцина в микросомальной фракции мозга и мембран печени крыс (Tsao, Su, 1996). 
Гепарин уменьшает фосфорилирование дельта-опиоидных рецепторов, соединенных с G-белком, и, как следствие, снижает гипосенсибилизацию, вызванную специфическим опиоидным агонистом эторфином и D-Ala2,-D-Leu5-энкефалином  (DADLE) (Hasbi et al., 1998; Morikawa et al., 1998).
Гепарин может участвовать в структурно-функциональном объединении различных биологически активных веществ пептидной природы с образованием сложных регуляторных комплексов(Actin, Meng, 1965; Adler, Eng 1990; Aboagye, 1996; Alkhunaizi, 1996; Appenzeller, 1996; Azzarelli et. al, 1996). 
Бета-эндорфин (1-31) способен связываться с различными компонентами плазмы и сыворотки крови человека в присутствии гепарина, например с S-белком плазмы, с обоими его структурными формами (65 и 75 кД). Взаимодействие не происходит в присутствии других противосвертывающих средств, типа оксалата цитрата натрия. Взаимодействие не запрещается морфием, налоксоном или различными опиоидными пептидами, и не происходит при модификации СООН - конца, например при присоединении  дипептида Gly-Glu. S-белок участвует в активации комплемента и коагуляции крови. Взаимодействие - эндорфина с S-белком имеет характеристики лиганд-рецепторного взаимодействия: временную зависимость, высокий аффинитет, насыщаемость, структурную специфичность и происходит не за счет СООН-группировки конца молекулы опиоида. Взаимодействие происходит в физиологических значениях рН и катионных концентраций. Не исключено, что S-белок через такое взаимодействие принимает участие в некоторых эффектах эндорфина - действии на иммунокомпетентные клетки, на процессы воспаления и заживления раны.
Влияние гепарина на те или иные эффекты пептидов, а также влияние пептидов на эффекты гепарина зависит от соотношения гепарин : пептид (Мотин, Яснецов, 1987; Брагин, Яснецов, 1991; Ашмарин и др., 1991; Ашмарин, Ляпина, Пасторова, 1996; Baamonde et al., 1992; Bourdgoin et al., 1994; Broccardo, Improta, 1992). 
Например, гепарин в зависимости от дозы дает эффекты как ингибирования, так и  потенциирования действия брадикинина на сократительную активность изолированных гладкомышечных клеток. При низких концентрациях (0,01 - 0,05 ЕД/мл) гепарина наблюдается усиление гепарином эффектов пептида, а при высоких концентрациях (1,0 ЕД/мл и выше) - угнетение. Возможно, что сложный характер действия пептидов в организме в немалой степени является результатом их взаимодействия с гепарином и другими комплексообразователями. 



















ГЛАВА 5. ГЕПАРИНОТЕРАПИЯ
5.1. Стратегия и тактика гепаринотерапии
Применение прямых антикоагулянтов признается одним из принципиальных направлений в лечении ряда критических состояний. Доза гепарина всегда зависит от индивидуальной толерантности пациентов, от применяемого гепарина, от интенсивности процессов его распада, времени выделения из организма. Дать точную схему дозировки очень трудно. Известно, что небольшие дозы гепарина могут увеличивать опасность тромбоза. Большие же дозы таят в себе опасность кровоточивости и серьезного кровотечения.
Ввиду быстроты изменений действия гепарина, целесообразно поступать по способу Gerendas и после первой инъекции гепарина определять время свертывания крови (ВСК) повторно, через 15, 30 минут, 1 час и 3 часа. Таким образом, получаем возможность установить индивидуальную толерантность больного к данному препарату гепарина и получить данные относительно продолжительности действия данного препарата гепарина у конкретного пациента (Никитский, Оболенский, 1995).
Проводимая терапия должна обеспечивать постоянно высокий уровень антикоагулянта в крови, что препятствует тромботическому процессу (Андриенко, 1973; Мохина, 1966). С этой целью рекомендуют непрерывное введение в течение суток с помощью инфузомата гепарина в дозах 400-500ед/час. Считается допустимым и метод подкожного введения гепарина в малых дозах по 2500ед 4 раза в сутки под контролем ВСК (Лычев, 1987).
Наибольший эффект гепарин оказывает на фоне высокого содержания антитромбина-III, в сочетании со средствами, понижающими агрегационную функцию тромбоцитов и эритроцитов. Их антиагрегантное действие обусловлено стимулированием процесса биосинтеза простациклина сосудистым эндотелием и торможением синтеза тромбоксана тромбоцитами крови. Свежезамороженная плазма (СЗП) позволяет возместить недостающие компоненты антитромботического потенциала (антитромбин-III, протеины С и S, плазминоген, его активаторы).
Yin E.T., Wessler S. в 1974 году предложили якобы безопасный и эффективный метод мини-доз гепарина: введение под кожу живота по 5000ед 2-3 раза в сутки. По их мнению такое лечение не требует лабораторного контроля, рассчитано на блокаду активированных факторов XII,XI,IX,X и не вызывает гипокоагуляции (Воробьев, Лорие, 1987).
Баркаган Л.З. в 1977 году описал контролируюмую антикоагулянтную терапию. Суточная доза гепарина 400-500ед/кг вводится равными дозами в/в через 4 часа. Для достижения равномерного эффекта действия сочетают в/в введение 400ед/кг и п/к введение 100ед/кг. Если сохраняется состояние гиперкоагуляции, дозу гепарина увеличивают на 100ед/кг в сутки. Возможны значительные колебания в дозе, что связано с разным содержанием в плазме больных антитромбина-III, коррекцию последнего производят в/в введением СЗП по 100-200 мл 1-2 раза в неделю. После первого введения плазмы дозу гепарина снижают до 500ед/кг в сутки с последующим увеличением до получения устойчивой гипокоагуляции. Такое плазмозамещение необходимо при высокой резистентности к гепарину.
Ряд авторов в своих работах отмечают, что большие дозы гепарина (50000-60000ед/сутки) не имеют преимущества, но более опасны (Bick et al, 1977).
Различия во взглядах на допустимую степень гипокоагуляции из-за опасности геморрагических осложнений являются одной из основных проблем антикоагулянтной терапии.
Антикоагулянты являются специфическим фармакологическим фактором, компенсирующим один из существенных патогенетических компонентов, соучаствующих в сложном патогенезе критических состояний (Данилов, 1973). В связи с этим необходимо констатировать три принципиально значимых положения. Первое положение касается коагуляционного статуса по мере прогрессирования патологическогот процесса. Второе положение отражает различные возможности и степени реактивности гуморальных механизмов в ответ на возникшее критическое состояние. Третье положение требует наличия количественных параметров гипокоагуляции (Янушкевич, 1967).
С возрастом, по мере прогрессирования атеросклероза, отмечается нарастание общего индекса коагуляции за счет повышения прокоагуляционной активности. В настоящее время установлено, что на фоне выраженного атеросклероза возможность экстренной рефлекторной активации противосвертывающей системы на любой стрессорный фактор резко снижается (Кудряшов, 1960; Андрюшенко,Красовская, 1968).Антикоагулянты следует рассматривать как патогенетическое лечение большенства критических состояний, как заместительную терапию, восполняющую недостаточную физиологическую активацию противосвертывающей системы крови.
Различная чувствительность к антикоагулянту объясняет, почему рекомендуемая методика шаблонными дозами гепарина (по 10000-5000ед в/в через 6 часов) не обеспечивает стабильной гипокоагуляции в терапевтическом диапазоне. Физиологическая активность гепарина реализуется в максимальной степени только при достаточно стабильной гипокоагуляции (ВСК в пределах 12-18 минут по Бюркеру). Этот уровень называется "терапевтическим диапазоном". Специфической особенностью действия гепарина при любой реакции на его введение является изменчивая, волнообразная гипокоагуляция (Андриенко,1973). Даже путем эмпирического подбора разовых доз, интервалов между введениями и способов введения достичь достаточно стабильной гипокоагуляции практически невозможно. Даже при значительных дозах гепарина (10000ед через 6 часов, в/в) периоды "недостаточной" гипокоагуляции занимают 23% общего времени действия дозы, " избыточной"гипокоагуляции занимают 45% общего времени действия дозы (Никитский, Оболенский, 1995).
Многие авторы полагают , что недостаточная доза антикоагулянта также опасна для больного , как и передозировка (Schlag, Schadenlock, 1969; Linkeetal, 1973). Важно подобрать дозу, но еще важнее, систематически контролируя, удерживать достигнутый уровень гипокоагуляции, т.к. при резких колебаниях свертываемости внутри сосудов могут образоваться микротромбы, способные усугублять тяжесть состояния.
Считается достаточным применение для лабораторного контроля одного теста, характеризующего общую свертываемость крови (Бокарев, 1972). Учитывая непродолжительное действие гепарина, это исследование необходимо выполнять перед очередным введением препарата (Мельников, 1971). Гепарин при в/в введении выводится из организма за 4-6 часов, при п/к введении - за 8-12 часов.
По данным иностранных авторов (Engl, 1990) гепарин в критических состояниях вводят в/в струйно в дозе 5000 Ед с последующей инфузией 500-1000 Ед/час. Дозу подбирают, ориентируясь на активированное парциальное тромбиновое время (АПТВ), достигая повышения показателя в 1,5-2 раза выше нормы. Лабораторный тест проводят через 4-6 часов. У всех больных, получающих гепарин, необходимо определять число тромбоцитов. Cosson (1989) рекомендуют вводить гепарин медленно капельным способом, чтобы суточная доза достигала 30-50ед/кг и не более 10000-12000ед в сутки. Именно в малых дозах гепарин дает наиболее выраженный эффект, направленный на ингибицию фактора Xа и тромбина. Введение гепарина следует сочетать с капельным введением СЗП, являющейся донатором антитромбина-III и плазминогена.
Гепарин не кумулируется в организме. Выделение неизмененного гепарина с мочой происходит, когда гепаринемия превосходит 10мг/100мл плазмы. Дозировка гепарина строго индивидуальна и не поддается ни каким априорным расчетам. Резкая отмена гепарина может привести к "рикошетной" гиперкоагуляции с угрозой тромбоза. Поэтому следует до нормализации лабораторных показателей вводить 1/3-1/4 обычной для пациента дозы.
Для обеспечения достаточного клинического эффекта ряд авторов считают, что необходимая гипокоагуляция должна поддерживаться на протяжении не менее 75% общей длительности периода назначения препарата противосвертывающего действия. При применении гепарина достаточная гипокоагуляция может поддерживаться в течение 18-22 часов (Enger, Boesen, Baker, 1976).
Несмотря на широкое применение гепарина в клинической практике, этот антикоагулянт обладает рядом принципиальных недостатков, которые связаны, в основном, с его разносторонним влиянием на систему регуляции гемостаза и тромбообразования. У ряда больных он вызывает тромбоцитопению, осложненную тромбозами; повышает проницаемость микрососудов, продукцию ликвора; у гепарина отсутствует надежное влияние на тромбин, связанный с фибрином в составе сгустка и тромба. Этот тромбин продолжает быть активным как энзим, и обуславливает образование фибрина из фибриногена крови, омывающей тромб. Фибрин сгустка одновременно связывает тромбин, антитромбин-III, гепариновый кофактор-II,после чего они теряют свои свойства антикоагулянтов. Поэтому введение гепарина после индукции тромбообразования не может оказать желаемого воздействия (Янушкевичус, 1967). Повреждение эндотелия и сосудистой стенки ведет к связыванию тромбина внеклеточным матриксом, но этот тромбин продолжает быть активным в среде, содержащей антитромбин-III, что объясняет ретромбоз после коронарной ангиопластики, несмотря на рутинное введение гепарина в больших дозах (Hirsh, 1991).
Одним из наиболее дискутабельных является вопрос, в какой мере опасность возникновения геморрагических осложнений лимитирует использование прямых антикоагулянтов в критических состояниях. Геморрагические осложнения могут возникать из-за различных причин. Среди них:
1) скрытые опасности, выявленные в процессе лечения новообразования печени, ЖКТ, почек; язвенная болезнь желудка и 12-перстной кишки; 2) стрессорные изменения в желудочно-кишечном тракте; 3) недостаточный гемостаз в области оперативного вмешательства, операционной ране; 4) врожденные нарушения в системе гемостаза; 5) не диагносцированное ДВС крови, состояние фибринолитической системы; 6) инвазивные методики лечения и обследования на фоне гепаринотерапии; 7) не распознанное ранее внутреннее кровотечение; 8) не стабильная артериальная гипертензия; 9) наличие эндогенной интоксикации; 10) индивидуальная чувствительность больного к антикоагулянту; 11) передозировка антикоагулянта; 12) не учтено соотношение свертывающей, противосвертывающей систем с активностью фибринолитической системы.
Рядом авторов отмечено, что в условиях оптимальной гипокоагуляции геморрагические осложнения наблюдаются у 4,5% больных (Виленский, 1973), при резких снижениях коагуляционных показателей-у 30% (Mc Devitt, 1973). От нераспознанных геморрагий умерло 0,8% больных, получавших антикоагулянты (Boudin et al., 1972).
Возможная зависимость острых язвенно-эрозивных изменений слизистой ЖКТ от применения антикоагулянтов проанализирована в 1971 году Ф.Е. Горбачевой. Полученные данные подтверждают, что развитие язвенно- эрозивного процесса в ЖКТ нельзя связывать со специфическим действием антикоагулянтов. Если на слизистой имеется дефект, то прямые антикоагулянты могут способствовать кровотечению. Такое случается у 1,6-10% больных хирургического профиля (Croch, 1960). Специальное рассмотрение зависимости частоты и тяжести геморрагических осложнений от возраста (Goudal, 1962; Howard, 1963) не подтвердило предположение о якобы повышенном риске лечения антикоагулянтами больных, старше 70 лет.
Полноценная сосудистая стенка в состоянии предохранить от кровотечения даже при глубоких нарушениях в системе гемокоагуляции. Прямые антикоагулянты, непосредственно воздействуя на сосудистую стенку, не повреждают ее (Карпович, 1965). При этом клубочковые капилляры почек являются самыми неустойчивыми. Этим объясняется возникающая гематурия при нормальных показателях свертываемости крови. При применении гепарина отложения фибрина на эндотелии капилляров уменьшаются на столько, что наступает чрезмерное нарушение проницаемости сосудов, приводящее к гематурии. Микрогематурия - частый и ранний признак избыточной дозы антикоагулянта (Суханов, Богомолова, 1962).
В патогенезе ряда геморрагических осложнений, возникающих в критических состояниях, основное значение, по общему мнению, придается плазминемии, интоксикации, гипоксии, нарушающим стабильность системы гемостаза (Schwick, Zekorn, 1967; Sherry, 1969).
Антикоагулянтный эффект одной и той же дозы гепарина у разных больных варьирует в широких пределах. Антикоагуляционный эффект препарата выражен значительно непосредственно после каждой инъекции и снижается ниже терапевтического уровня к моменту следующего введения препарата. Для достижения стабильного гипокоагуляционного эффекта обычным гепарином, его приходится назначать в виде непрерывной внутривенной инфузии, причем скорость инфузии регулировать несколько раз в сутки в зависимости от значений АЧТВ. При прерывистом способе введения резкие колебания гепарина в крови таят в себе риск возникновения кровотечений. Частота серьезных кровотечений составляет в среднем 14,2% в группах больных получавших гепарин в виде повторных внутривенных инъекций, но только 6,8% в группах больных, которым гепарин назначался в виде непрерывной внутривенной инфузии (Hirsh, Fuster, 1994).
Антикоагуляционная активность обычного гепарина определяется уникальной последовательностью пентасахаридов в его молекуле, благодаря которой он обладает высоким сродством к антитромбину-III (АТ-III). Механизмы инактивации тромбина и фактора Xa антитромбином- III в присутствии гепарина различны. Чтобы инактивировать тромбин, гепарину необходимо одновременно связаться как с АТ-III, так и с тромбином. Образование тройного комплекса гепарин-антитромбин III-тромбин возможно лишь в том случае, если в молекуле гепарина будет не менее 18 пентасахаридных остатков. Напротив, при инактивации фактора Xa гепарин взаимодействует лишь с АТ-III, вызывая конформационные изменения в его молекуле; непосредственно с ф.Xa гепарин не связывается. Связывание 1 ЕД фактора Xa антитромбином-III препятствует образованию 50 ЕД тромбина.
Применение прямых антикоагулянтов приводит к значительному снижению активности показателей свертывающей системы крови и противосвертывающей. Снижение активности свертывающей системы антикоагулянтами снимает "нагрузку" с противосвертывающей системы, создавая тем самым условия для восстановления активности фибринолитических ферментов. На фоне антикоагулянтной терапии постепенно повышается активность факторов антисвертывающей системы крови, что является показателем восстановления противосвертывающих механизмов и может служить основанием к отмене антикоагулянтов. Если после их отмены активность свертывающей системы крови увеличивается и компенсаторно повышается активность антисвертывающей системы, цель проведенной антикоагулянтной терапии достигнута (Никитский, Оболенский, 1995).
5.2. Применение гепарина в клинической практике
Проблемы профилактики и лечения тромбозов, а также нарушений микроциркуляции имеют важное значение для клинической практики. В России и странах СНГ отмечается неуклонный рост числа больных с заболеваниями, сопровождающимися тромбозами и эмболиями. К подобным заболеваниям относятся инфаркт миокарда, тромбозы сосудов конечностей, мозга, легких, глаз и др. Часто тромбоз возникает после оперативных вмешательств, особенно на фоне использования аппаратов искусственного кровообращения. Показано, что причиной тромбоза может быть не только повреждение сосудистой стенки, но и патологические изменения ферментов свертывания крови и естественных антикоагулянтов. Активация свертывающей системы крови (т.е. ферментов, активирующих фибринообразование) характерна и для ДВС-синдрома. Последний является наиболее распространенной формой патологии гемостаза. Он часто встречается при многих заболеваниях и патологических состояниях, в частности при инфекционных болезнях, шоке, травматичных хирургических вмешательствах, терминальных состояниях, акушерской патологии, злокачественных опухолях, деструктивных процессах в органах и тканях, иммунной и иммунокомплексной патологии, острых аллергических реакциях, после обильных кровотечений, массивных гемотрансфузий, при передозировке лекарственных средств с прокоагулянтной активностью и др. (Макарова, Кондратьева,  2000). 
В связи с этим в указанных клинических ситуациях возникает необходимость использования веществ, препятствующих фибринообразованию, т. е. антикоагулянтов. Наибольшее распространение в клинической практике всего мира получили гепарины, относящиеся к группе антикоагулянтов прямого действия (т. е. взаимодействующих непосредственно с факторами свертывания крови).    Клиническое применение гепарина стало возможным после 1930г., когда были получены его натриевые соли (Баркаган, 1988).
Несмотря на то что гепаринотерапия проводится уже в течение 6 десятков лет и препараты гепарина доминируют и сегодня над другими антикоагулянтами прямого действия, лечение гепаринами сопряжено с риском возникновения ряда осложнений. В первую очередь – это возникновение кровотечений. Кровотечения при гепаринотерапии связаны не только с избыточной ингибицией фибринообразования, но и с тем, что на фоне данной терапии развивается тромбоцитопения. При этом возможны два варианта тромбоцитопении. 
При первом варианте кратковременная, быстрокупирующаяся после отмены гепарина тромбоцитопения связана с его способностью активировать агрегационную функцию тромбоцитов, потенцировать действие других стимуляторов агрегации и ослаблять анатиагрегационный эффект простациклина. При втором иммунном варианте наряду с повышенной внутрисосудистой агрегацией и потреблением тромбоцитов в микротромбы выявляются специфические аутоантитела к определенным тромбоцитарным рецепторам. К числу других осложнений гепаринотерапии относятся аллергические реакции, остеопороз, приапизм, а также снижение уровня антитромбина III.
      В последние годы проведено большое количество сравнительных исследований по оценке эффективности, безопасности и удобства клинического использования нефракционированных и низкомолекулярных препаратов гепарина. Установлено, что гепарины низкой молекулярной массы обладают большей биодоступностью (более чем в 3 раза) при подкожном введении, чем нефракционированные препараты. Период полувыведения в 2 – 4 раза больше у низкомолекулярных гепаринов, что способствует удлинению срока действия препарата. В связи с этим препараты низкомолекулярных гепаринов можно вводить 1 – 2 раза в сутки. Различия в фармакокинетике объясняются меньшей склонностью низкомолекулярных гепаринов связываться с белками плазмы, такими как богатый гистидином гликопротеин, тромбоцитарный фактор 4, витронектин, фибронектин, фактор Виллебранда и др. Таким образом, препараты нефракционированного гепарина удаляются в две фазы: фазу быстрого насыщения, т. е. связывания с белком, и фазу почечного клиренса. Гепарины же низкой молекулярной массы почти полностью удаляются почками.
     Препараты нефракционированного гепарина вводят внутривенно, в виде капельных инфузий, подкожно, внутримышечно. Низкомолекулярные гепарины вводят подкожно, внутримышечно, а некоторые препараты перорально и ректально (Крохмалёва, Хомутов, 1981).
К преимуществам гепаринов с низкой молекулярной массой относится меньшая вероятность развития тромбоцитопении. Возможно, в значительной степени с этим связан тот факт, что при использовании этих препаратов наблюдается меньший процент геморрагических осложнений. На основе этих закономерностей лечение низкомолекулярными гепаринами не нуждается в таком тщательном лабораторном контроле, как лечение нефракционированными препаратами.
Часто в качестве лабораторного контроля эффективности препарата определяют время свертывания и рекальцификации цельной крови, частичное тромбопластиновое время в различных модификациях, активированное время свертывания. Однако эти методики не отличаются высокой восприимчивостью. Они мало чувствительны к низким концентрациям гепарина в крови. Несколько более восприимчив тест активированного частичного тромбопластинового времени (АЧТВ), а также тромбинового (а лучше тромбинкальциевого) времени. При использовании теста АЧТВ показано, что при гепаринотерапии (нефракциониравонным гепарином) для достижения терапевтического эффекта необходимо удлинение времени в 1,5 – 2,5 раза. Более специфичными являются методы, основанные на измерении активности тромбина при его ингибировании плазмой больного, леченного гепарином (т. е. определяется анти-IIа-антитромбиновая активность гепарина). Чувствительность метода возрастает при такой постановке, когда в плазму вносится тромбин повышенной активности и активность регистрируется с помощью хромогенного субстрата (например, S-2288).
 При контроле лечения препаратами низкомолекулярных гепаринов особое значение имеет определение анти-Ха-активности плазмы. В качестве индикатора реакции целесообразно использовать хромогенные субстраты. В связи с этим интересно сравнить соотношение антитромбиновой и анти-Ха-активностей у различных препаратов гепарина. У нефракционированного гепарина она примерно равна 1. У нефракционированных гепаринов это соотношение составляет: для дальтепарина – 2.2, логипарина – 1.5, надропарина – 3.5, эноксопарина – 3.9. Вопросы дозирования препаратов гепарина и контроля лечения при различных заболеваниях изложены во многих публикациях, справочниках и руководствах (Бокарев и др., 1989; Козинец, Макаров, 1997; Машковский, 1997).
В последние годы был проведен ряд исследований с анализом больших групп больных по сравнительной оценке клинической эффективности препаратов нефракционированного и низкомолекулярного гепарина. По данным J. Hirst (1995), при лечении венозного тромбоза нефракционированными гепаринами и оральными антикоагулянтами повторные венозные тромбоэмболии отмечены в 0,8% случаев, при лечении нефракционированным препаратом и оральными антикоагулянтами – в 3,2%. Смертность в первом случае составила 3,2%, в том числе вследствие тромбоэмболии легочной артерии – 0,1%, а во втором случае – 5,9%, в том числе вследствие тромбоэмболии легочной артерии – 0,2%. Выраженная кровоточивость составила при лечении низкомолекулярными гепаринами 3%, а нефракционированными – 6,7%, малая кровоточивость в первом случае составила 11%, во втором – 9,9%. Улучшение показателей венограмм в первом случае составило 65,3%, во втором – 52%. По данным F.J.J. Turpie (1996), смертность при лечении венозных тромбозов нефракционированным гепарином составила 7,1%, а при лечении низкомолекулярным гепарином – 3,9%. При нестабильной стенокардии нефракционированный гепарин и низкомолекулярный гепарин обладают близкими по силе эффектами в плане предотвращения смерти, развития инфаркта миокарда, реваскуляризации и др.
 В литературе встречаются данные о том, что низкомолекулярные гепарины более безопасны в плане геморрагических осложнений, чем нефракционированные гепарины при нарушениях мозгового кровообращения (Kay, et al., 1995).
Суммируя изложенное, можно заключить, что в настоящее время большинство исследователей считают низкомолекулярные гепарины по силе действия не уступающими нефракционированному гепарину. Однако, как было указано ранее, они имеют ряд преимуществ. Это объясняет тот факт, что после 13 лет клинического применения низкомолекулярные препараты постепенно вытесняют нефракционированный гепарин во многих областях медицины.
        Появление низкомолекулярных гепаринов в клинике совпало по времени с внедрением и других новых антикоагулянтов прямого действия. Речь идет, прежде всего, о гирудине, его производных, а также синтетических и пептидных ингибиторах тромбина. Указанные препараты не нуждаются в эндогенных кофакторах, в частности антитромбине III. Однако следует учесть, что в случае возникновения опасности геморрагий, отравление этими препаратами труднее купировать, так как они пока не имеют специфических антагонистов. Между тем эффект гепаринов снимается специфическими антагонистами – протамина сульфатом, полибреном и др.
Исходя из тех преимуществ, которыми обладают гепарины, поиск новых антикоагулянтов прямого действия активно ведется среди сульфатированных полимеров. В частности, полисульфаты пентозана, дерматана и др. также применяются за рубежом в клинической практике. Однако они уступают гепаринам по удельной активности и безопасности применения.
      В лаборатории патологии и фармакологии гемостаза Гематологического научного центра РАМН (Дрозд, Макаров, 1996) разрабатывается новый антикоагулянт хиторин, представляющий собой смесь гепарина и полисульфата хитозана определенной молекулярной массы и степени сульфатирования. Подобный состав обусловлен тем, что авторам впервые удалось показать способность полисульфата хитозана потенцировать антикоагулянтный эффект гепарина. Хиторин, обладая близкой к гепарину удельной активностью, меньше влияет на концентрацию тромбоцитов в крови и обладает меньшей геморрагической активностью. Завершающиеся доклинические испытания свидетельствуют о низкой токсичности хиторина.
Таким образом, за 60 лет применения в клинике препараты гепарина показали высокую эффективность в профилактике и лечении тромбозов и ДВС-синдрома. За последние 13 лет удалось выявить преимущества низкомолекулярных препаратов гепарина перед нефракционированными препаратами. Гепарины служат основой для разработки новых антикоагулянтов прямого действия. 
5.3. Профилактика тромбоза глубоких вен
Тромбоз глубоких вен (ТГВ) и связанные с ним осложнения (в первую очередь тромбоэмболия легочной артерии – ТЭЛА) относятся к наиболее распространенным и представляющим опасность для жизни пациентов заболеваниям системы кровообращения. Ежегодно ТГВ и ТЭЛА диагностируют у 100–160 человек на 100 000 населения. Около 30% из них погибают в ближайший месяц, еще у 20% больных в течение последующих 2 лет развивается рецидив заболевания (Савельев и др., 2001; Замятин, Стойко, Воробьев, 2004).
Современная стратегия профилактики ТГВ предполагает комплексное воздействие на основные элементы системы регуляции агрегатного состояния крови – эндотелий сосудистой стенки, тромбоциты и плазменные факторы свертывания крови (Geerts et al., 2001; Hirsh, 2001; Turpie, et al.,2002)
Эндотелий сосудистой стенки принимает непосредственное участие в поддержании жидкого состояния циркулирующей крови и в процессах тромбообразования. Это свойство эндотелиоцитов обусловлено их способностью синтезировать и выделять различные биологически активные вещества: простациклин, оксид азота, тромбомодулин, тканевый активатор плазминогена, эндотелин, тромбопластин, кофакторы гепарина, ингибиторы протеаз и другие метаболиты, сочетанное действие которых и обеспечивает атромбогенность интимы сосудов. 
Среди факторов, вызывающих изменение функциональных свойств сосудистой стенки и нарушение ее тромборезистентности, выделяют "внешние", связанные с механическим повреждением сосуда, физическим (лучевое воздействие, гипер- и гипотермия) или химическим (экзотоксины, некоторые лекарственные препараты – глюкокортикоиды, гормональные контрацептивы, химиотерапевтические средства), которые всегда повышают риск развития тромбоэмболических осложнений и требуют проведения целенаправленной профилактики. Не менее важное значение имеют и “внутренние” факторы, в первую очередь ишемическое, гипоксическое, реперфузионное и токсическое повреждение эндотелиоцитов, возникающее и приобретающее системный характер при любом остром нарушении жизненно важных функций организма. 
Именно поэтому практически всем пациентам, находящимся на лечении в отделении реанимации и интенсивной терапии, а также всем больным, включая пациентов терапевтического и неврологического профилей, пережившим критические нарушения кровообращения или газообмена, показано проведение полного комплекса мероприятий, предупреждающих венозный тромбоз.
Среди патологических состояний, сопровождающихся нарушением тромборезистентных свойств сосудистой стенки следует выделить эндогенную интоксикацию, вызывающую усиление синтеза и увеличение количества тромбопластина на поверхности эндотелиоцитов, т.е. активацию ключевого механизма тромбогенеза и, соответственно, неконтролируемого патологического свертывания крови. Вероятность такого развития событий наиболее высока у больных с тяжелыми формами хирургической инфекции, при которых, по нашим данным, риск тромбоэмболии легочной артерии непосредственно зависит от степени эндогенной интоксикации, достигая 18% у больных разлитым перитонитом. 
Так как у хирургических больных степень воспалительной реакции непосредственно связана с травматичностью, объемом механического повреждения (оперативного вмешательства, травмы) и наличием инфекционных осложнений, очевидно, что применение менее инвазивных доступов, анатомичность оперирования, тщательный гемостаз и своевременная санация гнойных очагов имеют важное значение для профилактики послеоперационных тромбоэмболических осложнений, чем специфическая терапия.
Не менее значимым условием для процессов венозного тромбообразования является развитие периферической венозной гипертензии и венодилатации с закономерным снижением объемной скорости кровотока в мышечно-венозных синусах. Вероятность таких нарушений наиболее высока при выполнении ортопедических операций и оперативных вмешательств на органах малого таза. Возникновение венозного стаза на фоне интра- и послеоперационной гиперкоагуляции как следствия операционной травмы и появления большого количества активированного тромбопластина и является основным пусковым механизмом развития тромбоза. 
Венозный застой предупреждают:
   • ранняя активизация пациентов в послеоперационном периоде, лечебная физкультура (физические упражнения для ног, применение "ножной педали", обеспечивающей пассивное сокращение икроножных мышц);
       • профилактическая компрессия нижних конечностей (бинтование эластическим бинтом от основания пальцев до верхней трети голени). 
Во время оперативного вмешательства, в ближайшем послеоперационном периоде, а также у пациентов отделения интенсивной терапии, находящихся в состоянии медикаментозного сна, на ИВЛ или в коме, лучше использовать бинты длинной растяжимости, создающие более высокое давление в покое. Такое бинтование обеспечивает уменьшение диаметра вен (что особенно важно при недостаточности клапанного аппарата) и умеренное сдавление межмышечных венозных сплетений и перфорантных вен с соответствующим уменьшением венозной “емкости” нижних конечностей и повышением скорости венозного возврата. 
После восстановления активных движений в нижних конечностях используют бинты средней и короткой растяжимости, обеспечивающие высокое давление при мышечном сокращении и низкое давление в покое, что ведет к значительному увеличению эффективности мышечно-венозной “помпы”. Важно помнить, что результаты применения эластических бинтов непосредственно зависят от методики бинтования – при более высокой компрессии проксимальных сегментов вен или неправильной фиксации бинты не ускоряют кровоток, а усиливают венозный застой, соответственно повышая риск тромбозов. Вероятно, поэтому при рутинном применении бинтов их эффективность близка к эффекту плацебо в отличие от эластических компрессионных гольфов или чулок, практически исключающих угрозу ятрогенного венозного застоя.
В настоящее время фирмы-производители предлагают большой ассортимент лечебного и профилактического трикотажа, и важно правильно подобрать вид изделия, размер и степень компрессии. При отсутствии у больного сопутствующей варикозной болезни применяют профилактические компрессионные трикотажные изделия, создающие на уровне лодыжки давление до 18 мм рт. ст. У больных с сопутствующей варикозной или тромбофлебитической болезнью используют чулки или гольфы II компрессионного класса, при хронической венозной недостаточности, осложненной трофическими расстройствами или острым поверхностным тромбофлебитом – III класса, при флебодисплазиях – IV класса. Применение компрессионного трикотажа в 3–4 раза повышает эффективность специфической антикоагулянтной профилактики ТЭЛА.
Прерывистая пневматическая компрессия проводится с помощью специального компрессора и манжет, разделенных на несколько камер. Последовательное раздувание камер создает эффект "бегущей волны", что особенно полезно при отсутствии собственных активных мышечных сокращений. В результате даже у обездвиженных пациентов существенно увеличивается скорость венозного кровотока, т.е. устраняется один из ключевых факторов тромбогенеза. В тех случаях, когда из-за высокого риска кровотечений или по другим причинам использование прямых антикоагулянтов противопоказано, прерывистая пневматическая компрессия в современном варианте ее проведения является методом выбора.
В структуре профилактических мероприятий, проводимых больным хирургического профиля, особо следует выделить центральные сегментарные блокады. Эпидуральная или спинальная анестезия обладает комплексным воздействием, предупреждает нарушения регуляторных и атромбогенных свойств сосудистой стенки, снижает степень периоперационной активации свертывающей системы, обеспечивает раннюю активизацию больных в послеоперационном периоде. Применение этих методов анестезии признано одним из наиболее эффективных способов профилактики послеоперационных осложнений, в том числе ТГВ и ТЭЛА. Вместе с тем сочетание центральной блокады с назначением антитромботических препаратов несет в себе определенную опасность развития эпидуральной гематомы. В настоящее время вероятность этого осложнения при продленной эпидуральной блокаде оценивают как 1: 3100, а для спинальной анестезии – 1:41000. 
Таким образом, в арсенале врачей есть комплекс мероприятий неспецифической профилактики тромбоэмболических осложнений. Эти мероприятия могут применяться у больных с низким риском и являются обязательными при умеренном риске ТГВ.
У пациентов с высоким риском развития тромбоэмболических осложнений неспецифических мероприятий недостаточно, они должны быть обязательно дополнены применением антитромботических препаратов. По действию на различные элементы системы гемостаза эти препараты условно можно разделить на 2 большие группы: дезагреганты – средства, изменяющие функциональную активность тромбоцитов, и антикоагулянты, воздействующие на плазменные факторы свертывания крови.
Антиагрегантные препараты препятствуют адгезии и агрегации тромбоцитов. Блокада агрегационной способности тромбоцитов закономерно ведет к нарушению процессов формирования первичной гемостатической пробки в месте повреждения сосудистой стенки, а также снижает риск образования тромбов в артериальном русле, т.е. изменяет те процессы гемостаза и тромбоза, в которых тромбоциты принимают активное участие. 
С другой стороны, в венозном русле формирование тромбов происходит при минимальном участии тромбоцитов. Следовательно, назначение дезагрегантов пациентам хирургического профиля достоверно повышает риск кровотечений, в то время как вероятность развития венозных тромбоэмболических осложнений практически не меняется. Поэтому аспирин, клопидогрель, нестероидные противовоспалительные препараты исключены из всех национальных протоколов профилактики тромбоза глубоких вен. 
При подготовке к плановой операции прием аспирина, назначенного по поводу сопутствующих заболеваний, следует прекратить минимум за 2 дня до вмешательства. За это время в кровоток поступит около 100-106 г/л функционально активных тромбоцитов, что достаточно для обеспечения гемостаза в области операционной раны. За 2–7 дней восстановится весь пул циркулирующих тромбоцитов. Не исключено, однако, что отмена аспирина может повысить риск периоперационного инфаркта миокарда у больных ИБС. У таких пациентов в предоперационном периоде можно использовать другие нестероидные противовоспалительные препараты, потому что они в отличие от аспирина вызывают обратимое ингибирование циклооксигеназы. 
Самым распространенным и безопасным считается перевод больного на низкомолекулярные гепарины, что, с одной стороны, обеспечивает профилактику артериальных тромбозов и обострения сопутствующих заболеваний, а с другой – устраняет риск аспиринассоциированных кровотечений. Аналогичным является отношение и к другим дезагрегантам. Клопидогрель, как и аспирин, отменяют за 2–7 дней до оперативного вмешательства, а для профилактики венозных тромбозов используют антикоагулянты.
В последние годы группа антикоагулянтов значительно расширилась. Кроме хорошо известных, широко применяемых гепаринов и непрямых антикоагулянтов в настоящее время созданы и находятся на различных этапах внедрения в клиническую практику селективные ингибиторы факторов коагуляции.
Рекомбинантный ингибитор тканевого фактора (TFPI) тифакогин связывается с фактором Xa и инактивирует комплекс тканевого фактора и VIIa. При проведении исследований III фазы у больных сепсисом были получены неудовлетворительные результаты, дальнейшие исследования приостановлены.
Рекомбинантный нематодный антикоагулянтный пептид (NAPc2) связывается с некаталитическим центром X фактора, блокируя внешний путь каскада коагуляции. При подкожной инъекции эффект препарата сохраняется более 50 ч. Продолжаются исследования II фазы, получены обнадеживающие результаты у пациентов, которым выполняли эндопротезирование коленного сустава.
Инактивированный VII фактор (VIIai) действует по механизму конкурентного ингибирования. Результаты клинических исследований пока противоречивы.
В отличие от ингибиторов внешнего пути, которые пока находятся на стадии испытаний, ингибиторы каскада коагуляции – препараты, действующие на Xa, VIIIa и Va факторы, уже применяются в клинической практике. Среди этих лекарственных средств в первую очередь следует выделить фондапаринукс – селективный ингибитор Xa фактора. Фондапаринукс образует комплекс с антитромбином, повышая его способность связываться с Xa фактором, при этом в отличие от гепаринов фондапаринукс не влияет на взаимодействие антитромбина с тромбином. Эти свойства препарата объясняют его более высокую эффективность в предупреждении венозного тромбоза по сравнению с гепаринами. 
В России препарат зарегистрирован в 2006 г., но в мире уже накоплен большой опыт применения фондапаринукса для профилактики тромбоэмболических осложнений в травматологии и ортопедии. Основу этого опыта составили 4 международных двойных слепых исследования III фазы свёртывания, в которых участвовали 7237 пациентов. Пациентам группы сравнения назначали эноксапарин по 30 мг 2 раза в сутки или по 40 мг 1 раз в сутки. Сравнивали частоту ТГВ, ТЭЛА и кровотечений в течение 11 дней после оперативного вмешательства. 
Во всех исследованиях отмечено существенное (в среднем на 55,2%) снижение риска развития тромбоэмболических осложнений по сравнению с применением эноксапарина. При операциях эндопротезирования тазобедренного сустава относительный риск снизился на 45,4%, при переломе бедра – на 61,6%, при вмешательствах на коленном суставе – на 63,1%. Эффективность фондапаринукса была выше во всех подгруппах больных, и этот результат не зависел от возраста, пола, ожирения, вида анестезии, использования цемента и типа операции (первичная или ревизионная). При этом повышение эффективности профилактики не сопровождалось увеличением риска кровотечений.
Опыт использования фондапаринукса в России пока минимален, поэтому в настоящее время для профилактики венозных тромбозов обычно используют гепарины и непрямые антикоагулянты.
В физиологических условиях гепарин выделяется тканевыми базофилами, но не поступает в кровь, а используется локально и принимает участие в регуляции межклеточных взаимодействий в соединительной ткани, ограничивая активность гистамина и изменяя электрический потенциал сарколеммы, что ведет к блокаде фагоцитоза, торможению роста клеток, изменению их метаболической активности. Антикоагулянтные свойства гепарина становятся значимыми в тех случаях, когда под действием любых внешних или внутренних факторов происходит нарушение микроциркуляции, ведущее к стазу, тромбозу, отеку ткани. 
Уже на ранних стадиях этих процессов интенсивность секреции гепарина резко возрастает, он поступает в кровь, где предотвращает повреждение эндотелия путем связывания и инактивации биологически активных веществ, уменьшает адгезивность эндотелия, тормозит патогенное влияние тромбоцитарных факторов, восстанавливает измененный электроотрицательный потенциал мембран эндотелиоцитов, взаимодействует с антитромбином, оказывая местное антитромботическое действие, а также ингибирует пролиферацию гладкомышечных клеток в интиме. Таким образом, антикоагулянтное действие гепарина является лишь одним из механизмов, с помощью которых гепарин не только предупреждает тромбоз, но и способствует восстановлению среды обитания клеток, обеспечивает им полноценную доставку пластических и энергетических веществ.
Аналогичными свойствами обладают и коммерческие аналоги гепарина, однако есть одно принципиальное отличие препаратов от эндогенного вещества. Все они представляют собой гетерогенную смесь молекул с разной длиной полимерной цепи. В первую очередь это касается, конечно, нефракционированного гепарина (НФГ) – смеси фракций с мол. массой от 3000 до 40 000 Да. Молекулы, имеющие такую массу, безусловно, отличаются по своим свойствам. 
Они по-разному всасываются в месте подкожной инъекции, по-разному связываются с белками плазмы крови, с эндотелием, с макрофагами, белками острой фазы. Только часть этих молекул достигает своей мишени – вступает в реакцию с антитромбином. Какая это будет часть, в конкретной клинической ситуации предсказать очень сложно, соответственно, малопредсказуемым оказывается и клинический эффект НФГ. При подкожном введении НФГ ожидаемый уровень гипокоагуляции в течение 1 сут достигается только у 30% пациентов. У остальных эффект оказывается слабее, а риск тромбоза выше, или, наоборот, отмечается повышенная кровоточивость. 
Если НФГ используется для лечения тромбозов, такие индивидуальные отличия в действии препарата могут быть своевременно выявлены и скорректированы на основании определения в динамике значения активированного частичного тромбопластинового времени (АЧТВ). Но при назначении НФГ для профилактики венозного тромбоза АЧТВ не контролируют, и в этом случае вероятность недостаточных или побочных эффектов применения НФГ оказывается еще выше. Вероятно, поэтому данные наиболее крупных исследований, посвященных эффективности НФГ как средства профилактики венозного тромбоза, свидетельствуют о том, что НФГ уменьшает вероятность развития тромбоза глубоких вен только у больных с умеренным риском, т.е. когда необходимость специфической профилактики остается вообще недоказанной. 
Однако у пациентов с высоким риском, например при операциях на суставах, частота тромбоза составляет 25%, а тромбоза проксимальных сегментов – 10–15%, несмотря на применение профилактических доз НФГ. У таких больных НФГ для профилактики венозного тромбоза назначают по следующей схеме: начинают вводить за 2 дня до операции по 3500 ЕД подкожно через 8 ч; после операции при каждом введении дозу повышают на 500–1000 ЕД с целью достичь верхнего предела нормальных значений АЧТВ через 6 ч после очередной инъекции. 
Обычно при такой тактике индивидуальная профилактическая доза НФГ в послеоперационном периоде составляет около 19 000 ЕД/сут, изменяясь от 13 500 до 30 000 ЕД, а частота тромбозов достоверно уменьшается от 23 до 6%. В особых случаях – для предупреждения прогрессирования венозного тромбоза и рецидива тромбоэмболических осложнений гепарин назначают в терапевтических дозах – в виде внутривенной инфузии в дозе 15 ЕД/кг/ч (в среднем 1000 ЕД/ч). Непосредственно перед инфузией для достижения быстрого эффекта препарат вводят внутривенно струйно в дозе 5000 ЕД. Скорость инфузии контролируют по АЧТВ, стремясь к увеличению этого показателя в 1,5–2,5 раза от исходного. 
Определение АЧТВ должно проводиться каждые 6 ч введения гепарина до тех пор, пока 2 последующих измерения не будут соответствовать терапевтическому уровню, а состояние больного не станет стабильным (отсутствие клинических признаков продолжающегося тромбообразования или кровотечения).
Кроме АЧТВ при длительном использовании профилактических доз и при назначении терапевтических доз гепарина желательным является систематическое определение уровня АТIII и обязательным – подсчет числа тромбоцитов в начале лечения, через 5–6 и 14 дней. Последнее требование определяется высокой вероятностью гепарининдуцированной тромбоцитопении, которая у 5–25% больных возникает сразу после начала гепаринотерапии и носит преходящий характер, а у 1–5% – обусловлена аутоиммунным процессом и может достигать опасного уровня.
Таким образом, из-за низкой биодоступности НФГ (менее 30%), малопредсказуемого по длительности и интенсивности антикоагулянтного эффекта, необходимости лабораторного мониторинга, высокой вероятности тромбоцитопении и других осложнений, прежде всего из-за реальной угрозы кровотечений применение этого препарата для систематической профилактики венозного тромбоза представляется не только малоэффективным, но и опасным, а фармакоэкономический эффект при относительно низкой стоимости препарата – сомнительным.
В связи с этим для тромбопрофилактики все чаще используют низкомолекулярные гепарины (НМГ), из которых наибольшее распространение в настоящее время получили надропарин кальциевая соль, эноксапарин натриевая соль и дальтепарин натриевая соль. По сравнению с НФГ эти препараты имеют высокую (более 90%) биодоступность, более длительные период полувыведения (40–90 мин у НФГ и 190–270 мин у НМГ) и антитромботическое действие (8–12 и 17–24 ч соответственно), в меньшей степени связываются с белками острой фазы, т.е. сохраняют свои свойства на фоне эндогенной интоксикации, обладают более предсказуемым дозозависимым антикоагулянтным эффектом, ослабляют агрегацию тромбоцитов, реже (менее 0,5% случаев) вызывают тромбоцитопению и не требуют лабораторного мониторинга.
Эти свойства НМГ обусловлены химическим составом препаратов. Молекулы гепарина, состоящие на 25–50% из менее чем 18 сахаридов (с мол. массой менее 5400 Да), не способны связывать одновременно АТIII и тромбин, поэтому не могут ускорять инактивацию последнего, но сохраняют способность катализировать процесс ингибирования фактора Xa. В результате соотношение анти-Xa и анти-IIa активности у коммерческих НМГ составляет не 1:1–2, как у НФГ, а 3–4:1, они обладают меньшей, чем НФГ, антикоагулянтной активностью, но имеют более выраженные антитромботические свойства. 
Поскольку состав каждого из коммерческих НМГ различен, они отличаются друг от друга по физико-химическим, биологическим и фармакокинетическим свойствам, не являются взаимозаменяемыми и имеют разную эффективность и безопасность. В итоге эти свойства НМГ реализуются в виде определенных различий в показаниях и противопоказаниях к применению препаратов, изложенных в инструкциях фирм-производителей. Эти отличия позволяют в ряде случае определить приоритет использования того или иного препарата в конкретной клинической ситуации.
Непрямые антикоагулянты нарушают образование витамин К-зависимых факторов свертывания крови (II, VII, IX, X, протеинов C и S), вызывая антикоагулянтный эффект без взаимодействия с АТIII. К этой группе относятся монокумарины (варфарин, маркумар, аценокумарол), дикумарины (дикумарин, тромексан) и индандионы (фениндион, дифенадион). Число больных, принимающих эти препараты, в том числе среди поступающих в общехирургические стационары, постоянно растет. Такие пациенты требуют особенного подхода к выбору метода профилактики тромбогеморрагических осложнений при выполнении операции и инвазивных процедур. 
При низком риске тромбоэмболических осложнений (венозный тромбоз более 3 мес назад, не осложненная системными тромбоэмболиями мерцательная аритмия) терапию варфарином прекращают за 3–4 дня до операции до достижения МНО менее 1,5. Если операция сопровождается умеренным или высоким риском тромбозов, то назначают профилактические схемы НМГ, а после операции возобновляют терапию непрямыми антикоагулянтами. При среднем и высоком риске тромбоэмболий варфарин отменяют за 4 дня до операции до МНО=1,5, в этот период назначают профилактические дозы НМГ. После операции продолжают применение НМГ, затем переходят к поддерживающей терапии оральными антикоагулянтами.
При возобновлении приема оральных коагулянтов необходимо помнить, что их действие проявляется не сразу, первые 24–36 ч в крови циркулируют факторы свертывания, синтезированные еще до начала лечения. Латентный период зависит от сроков жизни этих факторов, поэтому для достижения максимального лечебного эффекта может понадобиться до 4–5 дней. В связи с этим в послеоперационном периоде прием оральных антикоагулянтов в дозе, рекомендованной производителем, начинают через 1–2 сут после операции на фоне гепаринотерапии. 
Желаемый эффект (контролируемый по МНО) достигается в течение 3–5 дней (т.е. при определении МНО с периодичностью 1 раз в сутки необходимо получить подряд 2 одинаковых результата). В этот момент можно уменьшить дозу гепарина, и в течение 1–2 дней его отменить. Аналогичную схему перевода на непрямые антикоагулянты применяют и в том случае, если больному необходима длительная (более 1 мес.) профилактика. Если продолжительность профилактики не будет превышать этот срок (например, при выполнении плановых операций на крупных суставах), то альтернативным вариантом может быть продолжение амбулаторного введения пациенту НМГ или фондапаринукса в профилактических дозах. В клинической практике эти препараты обычно вводят в течение 5–9 дней, однако возможно и более длительное их применение, например при противопоказаниях к назначению непрямых антикоагулянтов. 
Эффективность и безопасность амбулаторного назначения НМГ и фондапаринукса доказаны многочисленными исследованиями. В частности, в исследовании Penthifra Plus пациенты с переломом бедра получали фондапаринукс в течение 28 дней, что привело к значительному (от 35 до 1,4%), снижению частоты тромбоэмболических о может быть продолжение амбулаторного введения пациенту НМГ или фондапаринукса в профилактических дозах. В клинической практике эти препараты обычно вводят в течение 5–9 дней, однако возможно и более длительное их применение, например при противопоказаниях к назначению непрямых антикоагулянтов. Эффективность и безопасность амбулаторного назначения НМГ и фондапаринукса доказаны многочисленными исследованиями (Geerts et al., 2001; Hirsh, 2001; Turpie, et al.,2002).
В частности, в исследовании Penthifra Plus пациенты с переломом бедра получали фондапаринукс в течение 28 дней, что привело к значительному (от 35 до 1,4%), снижению частоты тромбоэмболических осложнений по сравнению с плацебо. Снижение риска составило 95,9%, при этом ни у одного из пациентов, получавших арикстру, не было выявлено симптомов ТЭЛА.
Таким образом, за последние годы перечень препаратов, применяемых для профилактики венозного тромбоза, значительно изменился. Появились или появятся в ближайшем будущем новые средства с селективным и соответственно более предсказуемым действием на систему гемостаза. Каждый из этих препаратов может иметь особенности действия, но одно общее свойство будет всегда – применение антикоагулянтов увеличивает опасность кровотечений. Такая закономерность понятна – первичная тромбоцитарная пробка, которая образуется в месте повреждения сосудистой стенки, обеспечивает лишь временную остановку кровотечения. 
В дальнейшем процесс происходит с участием тромбина, который вызывает реакцию высвобождения и вторую волну агрегации тромбоцитов, превращая ее в уже необратимую и в то же время активируя образование фибрина, ведет к образованию фибринтромбоцитарной пробки, т.е. к устойчивому гемостазу в зоне операции. Поскольку вторичная активация тромбина зависит от активности остальных факторов коагуляции, очевидно, что применение любых неселективных (гепарины) или селективных ингибиторов плазменных факторов будет нарушать процесс окончательного гемостаза.
При этом, чем сильнее действие препарата на процессы тромбообразования, тем больше вероятность геморрагических осложнений. По этой причине наиболее эффективный из современных специфических средств профилактики венозного тромбоза препарат, фондапаринукс, назначают хирургическим больным только в послеоперационном периоде, когда никаких сомнений в качестве гемостаза в области вмешательства уже не остается, следовательно, не увеличивается и опасность кровотечений. Это очень важное преимущество нового поколения антитромботических препаратов, поскольку оно позволяет решить главную проблему профилактики тромбоэмболических осложнений – проблему сложного для каждого хирурга и анестезиолога выбора между опасностью кровотечения, связанного с проведением периоперационной профилактики, и риском тромбоэмболических осложнений при отказе от назначения препаратов. 
Применение современных более эффективных и менее опасных антитромботических препаратов приведет к улучшению результатов лечения, уменьшению риска послеоперационных осложнений и повышению качества дальнейшей жизни пациентов.   
5.4. Острый коронарный синдром и низкомолекулярные 
гепарины
В крупных контролированных исследованиях установлено, что применение стандартного гепарина и аспирина позволяет в значительной мере предотвращать развитие острого инфаркта миокарда у больных с нестабильной стенокардией, особенно при комбинированном применении препратов. Так, P. Theroux и соавт. (1988) показали, что общая частота случаев смерти и нефатального инфаркта миокарда уменьшается на 93% при лечении гепарином в виде непрерывной внутривенной инфузии и на 71% при лечении аспирином (по 325 мг дважды в сутки) по сравнению с таковой у больных, не получавших эти препараты. Сходные результаты получены этими авторами в другом исследовании, включавшем большее число больных с нестабильной стенокардией (Theroux et al.,1993).
Другая группа исследователей изучала эффективность гепарина и аспирина у 796 больных с острым коронарным синдромом. После 5 дней терапии общее число случаев смерти и не фатального инфаркта миокарда с зубцом Q достоверно уменьшилось на 57% в группе больных, получавших аспирин 75 мг/сут, и не изменилось в группе больных, получавших прерывистую внутривенную инфузию гепарина под контролем активированного частично тромбопластинового времени (АЧТВ), которое поддерживали на уровне в 1,5 - 2,5 выше исходного. При комбинированной терапии гепарином и аспирином отмечено наиболее значительное снижение (на 75%) числа случаев смерти и нефатального инфаркта миокарда. Авторы считают, что неэффективность монотерапии гепарином связана с прерывистым его введением, вследствие чего до последнего времени рекомендовали постоянную внутривенную инфузию гепарина. Однако в исследованиях SESAIR Study Group (1995 г.), в которые была включена группа больных с нестабильной стенокардией, рефрактерной к антиангинальной терапии, при применении гепарина в виде постоянной внутривенной инфузии по сравнению с дробным подкожным введением 7500 - 10 000 ЕД каждые 8 ч или назначением одного аспирина в дозе 325 мг/сут в течение 1 мес наблюдения не выявлено существенных различий между группами в частоте случаев развития острого инфаркта миокарда, необходимости выполнения аортокоронарного шунтирования, коронарной ангиопластики или частоте случаев смерти. В 1-й группе не было отмечено случаев развития нефатального инфаркта миокарда, но 2 больных умерли; во 2-й группе наблюдалось 2 случая нефатального инфаркта миокарда и 1 случай смерти. Общая частота случаев смерти или развития нефатального инфаркта миокарда составила в 1-й группе 5,4%, во 2-й - 8,6% и в 3-й - 11,1%.Таким образом, эффективность монотерапии гепарином была выше, чем монотерапии аспирином, что согласуется с данными P. Theroux и соавт. Вместе с тем не обнаружено существенной разницы в исходах нестабильной стенокардии в зависимости от способа введения гепарина.
Однако гепарин как противотромботический препарат при длительном применении обладает рядом нежелательных свойств и приводит к развитию побочных явлений, таких как тромбоцитопения с последующим гепарин-индуцируемым тромбозом, остеопороз, увеличение потребления антитромбина III. Он также характеризуется низкой биодоступностью, обусловленной гетерогенностью молекулярной массы и структурой молекулы гепарина, низкой эффективностью в ингибировании тромбина, связанного с фибрином, а следовательно, и в ограничении роста тромба, трудностью в подборе индивидуальной дозы, чувствительность к которой варьирует в широких пределах, особенно при врожденном или приобретенном дефиците антитромбина III. Существенно затрудняют лечение нередко возникающие геморрагические осложнения, связанные со способностью гепарина ингибировать активность и образование тромбина, усиливать фибринолиз и нарушать взаимодействие тромбоцитов с сосудистой стенкой, что препятствует образованию сгустка. И, наконец, применение стандартного гепарина требует регулярного лабораторного контроля вследствие неравномерного антикоагулянтного эффекта, что ограничивает применение гепарина лишь острой стадией заболевания (Панченко, Добровольский, 1996).
Наличие перечисленных нежелательных свойств у стандартного, или нефракционированного, гепарина поставило перед исследователями задачу получения антикоагулянта нового поколения. Такими препаратами явились синтезированные из нефракцинированного гепарина низкомолекулярные гепарины (НМГ). В настоящее время практическому здравоохранению известны такие препараты НМГ, как фраксипарин, кливарин, клексан, фрагмин.
В отличие от гепарина, который оказывает антикоагулянтное воздействие путем торможения образования тромбина, НМГ угнетает активацию фактора Ха. Однако и НМГ тормозят образование некоторого количества тромбина, что связывают с наличием в них полисахаридных фрагментов с мол. массой выше 5400кД. В содержании последних и скрывается основное различие между НМГ разного производства.
В определенной степени антикоагулянтный эффект НМГ связан также с высвобождением ингибитора тканевого активатора. В экспериментах на животных было показано, что НМГ проявлял одинаковую с гепарином эффективность в лечении венозного тромбоза, вызывая меньше геморрагических осложнений. В то же время при артериальном тромбозе сравнительные данные об эффективности гепарина и НМГ более противоречивы. Но в клинических наблюдениях у больных с бедренно-подколенным шунтом была показана эффективность НМГ в профилактике артериального тромбоза (Edmondson, 1994).
Положительный эффект НМГ в клинике может быть также обусловлен наличием у них противовоспалительных и противопролиферативных свойств. Для них менее характерно, чем для обычного гепарина, развитие остеопороза.
Таким образом, НМГ по сравнению со стандартным гепарином обладают меньшей антикоагулянтной активностью, под которой понимают способность антикоагулянтов удлинять время свертывания плазмы крови в системе ориентировочных тестов АЧТВ и тромбопластинового времени. В связи в незначительным влиянием НМГ на показатели времени свертывания крови нет необходимости в организации контроля за ними в процессе лечения (Hirsh, 1992).
В последние годы появились отдельные работы, демострирующие благоприятный эффект НМГ у больных с острым коронарным синдромом. Так, E. Gurfinkel и соавт. (1995) изучали применение НМГ фраксипарина у 219 больных с нестабильной стенокардией; они подтвердили, что НМГ могут уменьшать общее число случаев развития нефатального инфаркта миокарда и смерти. Пациенты в этом исследовании были разделены на три группы: группа А получала аспирин 200 мг/сут, группа В - аспирин 200 мг/сут + стандартный гепарин 5000 МЕ болюсом, затем 400 МЕ/кг в сутки и группа С - аспирин 200 мг/сут + 214 МЕ/кг анти-Xa (фраксипарина) подкожно 2 раза в день. Длительность антикоагулянтной терапии в группах В и С составляла 5 - 7 дней. Наилучшие результаты при этом были получены в группе С. Так, ангинозные приступы возобновились в 37, 44 и 21% случаев соответственно в группах А, В и С; нефатальный инфаркт миокарда в группе А возник у 7 пациентов, в группе В - у 4 и в группе С - ни у одного. Только в группе В было зафиксировано два больших кровотечения. Эпизоды безболевой ишемии миокарда в изучаемых группах были зафиксированы соответственно в 38, 41 и 25% случаев. Длительность пребывания в стационаре также была меньше в группе С. Это исследование продемонстрировало, что лечение аспирином и фраксипарином в острой фазе нестабильной стенокардии было эффективнее, чем одним аспирином или аспирином и стандартным гепарином.
В другом многоцентровом рандомизированном плацебоконтролированном исследовании с участием 1506 пациентов с острым коронарным синдромом (нестабильная стенокардия и инфаркт миокарда без зубца Q) больным назначали НМГ фрагмин по 120 МЕ/кг (максимально 10 000 МЕ) подкожно 2 раза в день в течение первых 5 - 8 дней, а затем 7500 МЕ подкожно однократно в течение 35 - 45 дней или плацебо. Все пациенты получали аспирин и другую антиангинальную терапию. В этом исследовании показано, что число случаев развития нефатального инфаркта миокарда или смерти было ниже в группе, получавшей фрагмин (дальтепарин), по сравнению с группой плацебо, составляя в первые 6 дней соответственно 1,8 и 4,8% (р > 0,001). В течение длительного периода лечения (35 - 45 дней) частота развития летальных исходов, инфаркта миокарда и необходимость в реваскуляризации были также меньше примерно на 50% (10,3 и 5,4%; р > 0,001).
Таким образом, ведущая роль внутриартериального тромбоза в генезе острого коронарного синдрома диктует необходимость применения прямых антикоагулянтов. Препаратами выбора являются НМГ в связи с достаточно высокой эффективностью, простотой применения (1 - 2 раза в сутки подкожно), отсутствием необходимости частого лабораторного контроля, низкой частотой развития кровотечений, в том числе и при использовании сравнительно высоких доз, которые рекомендуются для применения у больных с острым коронарным синдромом.
С целью устранения и профилактики внутриартериального тромбообразования НМГ применяют не только при остром коронарном синдроме, но и при транзиторных церебральных ишемических атаках, малых инсультах, в офтальмологии. НМГ находят чрезвычайно широкое применение для профилактики и лечения венозных тромбозов в хирургии, травматологии и ортопедии; при гинекологических и урологических операциях, гемодиализе, у больных с тромбоэмболическими осложнениями на фоне тромбоцитопении. Применение НМГ показано в пред- и послеоперационном периоде в хирургической практике с целью профилактики тромбоэмболических осложнений в системе легочной артерии, особенно у больных, имеющих факторы риска их развития (тромбоз глубоких вен, злокачественные новообразования, ожирение, варикозное расширение вен, легочная эмболия в анамнезе, возраст старше 60 лет).
5.5. Гепаринотерапия и злокачественные новообразования
В ряде экспериментов показано, что гепарин тормозит рост здоровых и злокачественных клеток в некоторых тканевых культурах. Антимитотическое действие гепарина осуществляется, по-видимому, за счет его влияния на внутриклеточную вязкость. Повышение вязкости протоплазмы способствует образованию промитотического геля и тем самым ускорению процесса деления клеток. С другой стороны, антикоагулирующий эффект, способствующий снижению вязкости, уменьшает или устраняет повышенную митотическую активность опухолевых клеток. С этим связано цитостатическое действие гепарина на бластомные клетки. Смертность мышей после внутрибрюшинного введения клеток асцитного рака Эрлиха уменьшалась при введении им гепарина или препаратов кумарина. Внутрикожное введение метилхолантрена вызывает увеличение числа гепариноцитов в тканях. Можно предполагать, что увеличение содержания гепарина в тканях и крови при злокачественных новообразованиях является неспецифической защитной реакцией организма. Гепарин и препараты кумарина угнетают гиалуронидазу, которая благоприятствует инфильтративному росту и метастазированию злокачественных опухолей. Резкое увеличение количества базофильных тучных клеток наблюдается также при развитии спонтанных опухолей, главным образом по их периферии. Соседние с гепариноцитами опухолевые клетки не имеют или почти не имеют митозов. Это подтверждает факт, выявленный in vitro: гепарин тормозит митотическое деление клеток (Перлик 1965).
По мере распространения опухолевого процесса у больных снижалось содержание свободного гепарина, нарастали концентрация фибриногена и фибринолитическая активность. Уже в 1-й стадии распространенности процесса содержание гепарина было снижено вдвое по сравнению с нормой, фибринолитическая активность – на верхней границе нормы или превышала ее, а концентрация фибриногена была по крайней мере в полтора раза выше нормы (Бергут, 1973).
У больных раком матки уровень свободного гепарина крови повышен (6,3±0,51 МЕ/мл) по сравнению с контролем (5,4±0,25 МЕ/мл), антитромбопластиновая активность крови увеличена с 99,8±2,73% в контроле до 123,3±10,17% у больных (Зильберт,1973).
У больных раком яичника выявлены изменения, аналогичные наблюдавшимся у больных с злокачественными опухолями матки. Свободный гепарин и антитромбопластиновая активность крови повышены (139,6±14,81%).
У больных фибромиомами матки уровень свободного гепарина оказался сниженным (5,2±0,82 МЕ/мл), а антитромбопластиновая активность повышена (132,5±13,31).
У больных кистомами яичников уровень свободного гепарина снижался (5,1±0,12 МЕ/мл), а антитромбопластиновая активность крови была повышенной (159,0±10,08%).
У больных раком желудка после операции резекции желудка наблюдается тенденция крови к гиперкоагуляции, о чем свидетельствует укорочение времени свертывания крови, повышение уровня протромбина и фибриногена, увеличение количества тромбоцитов и укорочение времени рекальцификации оксалатной плазмы, а также угнетение фибринолитической активности крови. 
Толерантность плазмы к гепарину в первые сутки после операции по поводу рака желудка резко повышается, достигая 2 – 1,5 мин против нормы 7 – 11 мин. Резкое повышение уровня прокоагулянтов крови после операции с угнетением фибринолитической активности и повышение толерантности плазмы к гепарину создают непосредственную угрозу послеоперационных тромбоэмболических осложнений. В связи с этим больным, начиная с третьего дня после операции применяли гепарин на протяжении 2 – 3 дней с постепенным переходом на производные кумарина и индандиона (Джувеликян, 1973).
При поступлении в клинику у большинства больных раком поджелудочной железы антикоагулянтная активность крови была повышена, что отражало удлинение тромбинового времени и увеличение уровня свободного гепарина. После желчеотводящих операций уровень антикоагулянтов в крови постепенно снижался и к 30 – 40 дню достигал нормы (Жуковская, Игин, 1973; Куценко и др., 2011).
Известно, что в организме – носителе злокачественной опухоли прогрессирование процесса и ухудшение состояния больного сопровождается гипоксией и повышением содержания недоокисленных продуктов гликолиза. По данным В.П. Казначеева (1965) гепарин является одним из важнейших медиаторов в межуточном обмене и, в частности, ингибиторов ферментативных систем.
Учитывая эти положения, авторам представлялось существенным попытаться изучить у больных злокачественными образованиями в процессе лучевого лечения в условиях гипербарической оксигенации содержание гепарина и гепариноцитов в крови, сопоставив их с активность неспецифических моноэстераз (кислой и щелочной фосфатаз) в клетках и выворотке. В качестве косвенного показателя степени гипоксии определяли содержание в крови пировиноградной кислоты (Соколова и др., 1973).
Обследованы больные с распространенными злокачественными новообразованиями различной локализации (легкие, голова и шея, мягкие ткани). Все больные получали дистанционную гамма-терапию в условиях гипербарической оксигенации в барокамере в атмосфере чистого кислорода под давлением 3 атм. Суммарная очаговая доза колебалась от 3600 до 4500 рад. Несмотря на относительно однородный контингент больных, отмечен значительный разброс показателей как до, так и после лечения. В связи с этим больные были распределены в зависимости от непосредственного результата лечения на 2 группы: 1 группа – с хорошим непосредственным клиническим эффектом; 2 группа – с отсутствием эффекта от лучевой терапии. В группе с отсутствием эффекта от лучевой терапии до лечения отмечалось очень низкое содержание свободного гепарина при относительно удовлетворительном уровне базофилов, высокая активность кислой фосфатазы в клетках крови. Концентрация пировиноградной кислоты колебалась у нижней границы нормы. К моменту окончания лечения содержание гепарина явно возрастало, а пировиноградной кислоты снижалось, нарастала активность кислой фосфатазы. Можно предположить, что низкий уровень гепарина перед началом лечения с повышением его после курса лучевой терапии, сочетающееся со снижением содержания пировиноградной кислоты и нарастанием активности кислой фосфатазы в элементах крови отражали недостаточность реакций адаптации организма к злокачественному росту и проводимому лечению.
При хорошем лечебном эффекте умеренно сниженное до лечения содержание гепарина существенно не изменялось, хотя количество базофилов в ряде случаев значительно возрастало. Содержание пировиноградной кислоты оставалось в пределах нормы. Активность кислой фосфатазы не нарастала.
У подавляющего большинства детей, больных злокачественными опухолями (лимфогранулематоз, ретикулосаркома, опухоль Вилмса, нейрогенные опухоли), средние показатели уровня свободного гепарина имели тенденцию к удлинению (7,0±0,8 с) по сравнению со средними показателями здоровых детей (5,0±0,6 с). При распространенных процессах (генерализованная стадия у больных системными заболеваниями, появление метастазов у больных солитарными опухолями) наблюдалось более значительное увеличение средних показателей свободного гепарина по сравнению с больными, у которых злокачественный процесс был менее распространенным (Кирдан, Котман, 1973).
Во время химиотерапии независимо от ее эффективности у больных наблюдалось уменьшение содержания гепарина, более выраженное у детей, у которых химиотерапия была безуспешной, и злокачественный процесс продолжал прогрессировать. При отсутствии эффекта от лечения среднее снижение показателей свободного гепарина составило 1,3±0,27 с.
Изучение субмикроскопических изменений в злокачественных клетках саркомы 45 у опухоленосителей показало, что имитация у них гиперфункции гепарином первой противосвертывающей системы приводит к регрессии опухоли. В зоне роста этой опухоли отмечается снижение полиморфизма злокачественных клеток. В саркоплазматических клетках отмечалось уплотнение хроматина ядра и цитоплазмы, редукция гранулированных канальцев и свободных рибосом, уменьшение числа митохондрий и их дегенерация. Это приводит к угнетению митотической активности, замедлению и остановке роста опухоли и ее дегенерации (Кудряшов и др., 1973).
Тромбоз является одним из осложнений у больных с солидными злокачественными новообразованиями. При этом повышенный риск тромботических осложнений обусловлен выработкой опухолевыми клетками тканевого фактора, который является физиологическим прокоагулянтом, и его наличие приводит к развитию системного гиперкоагуляционного состояния. Активированные протеазы, участвующие в процессе гемокоагуляции, влияют на поведение опухолевых клеток на экспериментальных моделях, увеличивая подвижность, инвазивную способность, рост, а также ангиогенез в новообразовании. Таким образом, воздействие на активированные серинпротеазы коагуляции может влиять на биологические свойства опухоли.
 Результаты анализов эффективности лечения тромбоза глубоких вен свидетельствуют о том, что показатели выживаемости больных, получавших низкомолекулярной гепарин, превышают таковые у пациентов, принимавших нефракционированный гепарин на ранних этапах лечения тромбоза глубоких вен (Hettiarachchi et al., 1999). Эти данные вполне соответствуют результатам, отмечавшимся в ходе проведения клинических испытаний. Однако трудно объяснить, каким образом достаточно кратковременное применение низкомолекулярного гепарина приводит к столь существенному увеличению показателей выживаемости у больных со злокачественными новообразованиями. Одним из вероятных предположений является способность низкомолекулярного гепарина снижать риск возникновения бессимптомной тромбоэмболии легочной артерии, которая приводит к летальному исходу, за счет этого увеличиваются показатели выживаемости (Hettiarachchi et al., 1999). 
 Применение далтепарина – низкомолекулярного гепарина не оказало достоверного влияния на показатели однолетней выживаемости у больных с далеко зашедшими стадиями рака. Тем не менее, наблюдаемое улучшение показателей выживаемости в подгруппе больных с лучшим прогнозом дает основания предполагать потенциальную эффективность далтепарина путем изменения биологических свойств опухолевой ткани (Ornstein, Zacharski, 2002). 
Гепарин, применяющийся в клинической практике как антикоагулянт первого выбора, обладает целым рядом свойств, выходящих за рамки антикоагулянтной системы. В обзоре М.В. Кондашевской (2012) приведены сведения об участии гепарина в иммунных, воспалительных и репаративных процессах. Обобщены данные о механизмах действия гепарина. Сделан вывод, что эффекты гепарина в значительной мере зависят от состояния организма. 
5.6. Нежелательные эффекты длительного применения 
гепарина 
Применение гепарина для снижения коагуляционной активности гемостаза в настоящее время уже распространилось за пределы хирургических и терапевтических клиник сердечно-сосудистой патологии благодаря широкому использованию его в комплексной терапии различных заболеваний, осложняющихся возникновением синдрома диссеминированного внутрисосудистого свёртывания (ДВС-синдрома) крови. Естественно, что с расширением использования гепарина повышается и вероятность развития побочных реакций, особенно при длительном его применении (Ефимов, Румянцева, 1992).
Глубина и длительность торможения свёртывания после введения гепарина зависит от дозы, вида инъекций и повторяемости введения антикоагулянта. На характер биологической активности препарата сильное влияние оказывает его макромолекулярный состав (полидисперсность). Этот же фактор влияет на частоту и характер побочных эффектов гепарина.
Известно, что гепарин оказывает угнетающее воздействие на свёртываемость крови, блокируя активность факторов свёртывания сериновых протеаз в комплексе с антитромбином Ш (АТШ). Вместе с тем он может давать фармакологические эффекты вне комплекса с антитромбинами, например, вытеснять в кровоток эндотелиальную липопротеидлипазу и таким образом стимулировать процесс разрушения атерогенных липидов, обладает противовоспалительной и противоаллергической активностью, регулирует широкий спектр ферментативных реакций и др.
Многие из этих сторон влияния гепарина могли бы найти самостоятельное использование в клинической практике, но сильно превалирующий эффект одновременного угнетения свёртываемости крови исключает возможность такого избирательного применения традиционных препаратов антикоагулянта.
Растворы таких препаратов имеют неоднородный молекулярный состав. Традиционно в них содержатся макромолекулярные фракции от 4х103 до 40х103 дальтон, которые, кроме того, неодинаковы по моносахаридному составу, а также степени заряженности. При этом основную антикоагулянтную активность препаратов определяют молекулы, масса которых составляет 4х103 – 20х103.
В связи с тем, что гепарин быстро элиминируется из кровотока, постоянство его присутствия в циркуляции поддерживают многократными инъекциями или капельными инфузиями. Продолжительность инъекционного курса во многом определяет характер и глубину побочных реакций, вызываемых полидисперсным гепарином. Поэтому для достижения желаемого эффекта гепарина целесообразно подбирать условия введения препаратов этого антикоагулянта с учётом механизма развития побочных эффектов, а также путей их устранения.
Кровотечения и геморрагии.
Самым опасным и наиболее распространённым побочным эффектом гепарина являются кровотечения, которые могут возникать из эрозирующихся язв, травматических повреждений и хирургических ран, в местах внутрисосудистых инъекций. При этом частота возникновения кровотечений зависит и от применяемых доз антикоагулянта. Так, в случаях с использованием дозы 50 МЕ/кг этот вид осложнения составляет не более 5%, а при дозе 100 МЕ/кг частота увеличивается более чем в 3 раза.
Риск появления геморрагий возрастает по мере увеличения продолжительности применения гепарина. В основе этого осложнения лежит сочетанное глубокое торможение свёртываемости крови и увеличение проницаемости капилляров, возникающих за счёт вытеснения из базальной мембраны сосудов комплекса хондроитинсульфат – белок высокомолекулярными фракциями гепарина и угнетения реакций агрегации и адгезии тромбоцитов к коллагену; сопутствующая гипокоагуляция увеличивает тяжесть возникающего сосудистого осложнения.
Тромбоцитопения.
Тромбоцитопения является ещё более распространённым побочным эффектом при внутрисосудистом введении полидисперсного гепарина. Однако она может возникать различными путями в зависимости от длительности применения антикоагулянта.
При однократной внутривенной инъекции препарата под влиянием высокомолекулярных фракций гепарина, как правило, наблюдается транзиторное уменьшение количества кровяных пластинок. В этом случае происходит образование тромбоцитарных агрегатов, которые задерживаются разветвлённой сосудистой сетью лёгких, печени, селезёнки. Агрегация клеток этого типа обратима и недлительна.
При курсовом лечении гепарином возникшая аналогичным путём тромбоцитопения (до 100х109/л) удерживается несколько дней, но в дальнейшем, несмотря на продолжающееся введение антикоагулянта, число кровяных пластинок спонтанно начинает восстанавливаться. Клинической значимости такая тромбоцитопения, как правило, не имеет и не нуждается в специальной лекарственной коррекции. Восстановление клеточной популяции происходит вскоре после отмены препарата.
Реже тромбоцитопения возникает отсрочено, как правило, при возобновлении инъекционного введения гепарина после непродолжительной его отмены или перерыва между курсами. Характерной особенностью этого типа тромбоцитопений являются тромбоэмболические осложнения, частота возникновения которых весьма велика – до 80%.
У пациентов с тромбоцитопенией этого типа находят повышенный уровень адсорбированных на кровяных пластинках IgG и С3. Под влиянием терапевтических доз гепарина они стимулируют в этих клетках высвобождение серотонина – мощного индуктора агрегации, который и реализует этот эффект в кровотоке. Высвобождающиеся при этом тромбоксан и дополнительные порции 5-окситриптамина ведут к усилению тромбоцитарного агрегатообразования.
С прекращением введения гепарина число клеток восстанавливается до нормы в течение недели. Продолжение инъекций гепарина при отсроченной тромбоцитопении может привести к возникновению парадоксальных тромбозов, нередко сопровождающихся геморрагиями, а также ДВС-синдромом. Отсроченную тромбоцитопению наиболее часто наблюдают при использовании полидисперсных препаратов гепарина, полученных из лёгких крупного рогатого скота.
Остеопороз.
Остеопороз описывают при длительных курсах внутривенного и подкожного введения гепарина. Причины этого феномена окончательно не установлены. Считают, что гепарин – сильный природный полианион – связывает ионы кальция, удерживая их в электростатических комплексах. Кроме того, гепарин способен потенцировать действие паратиреоидного гормона на остеокласты, а также повышать активность хондроитинсульфатазы и коллагеназы, ускоряющих рассасывание костей.
Дисфункция надпочечников.
Дисфункция надпочечников проявляется в усиленном выделении натрия с мочой на фоне задержки калия. Этот феномен является результатом дефицита альдостерона, вызванного угнетением активности 18-гидроксилазы – фермента, который гидроксилирует кортикостерон в заключительной фазе биосинтеза альдостерона в zona glomerulosa надпочечников. Подавление секреции альдостерона у пациентов, получающих гепарин, имеет различную продолжительность, но клинической проблемой становится довольно редко. Имеются наблюдения прямой инактивации гепарином антидиуретического гормона. Прекращение использования гепарина приводит к самостоятельной нормализации этих показателей.
Влияние на печень.
Хотя гепарин оказывает незначительное токсическое действие, его длительное использование может сопровождаться транзиторным повышением уровней аспартатаминотрансферазы (АСТ) и аланинаминотрансферазы (АЛТ). Этот эффект, как правило, совпадает с периодом проведения терапии гепарином и быстро исчезает при отмене антикоагулянта.
Повышенная чувствительность и другие реакции.
Реакции на гепарин не ограничиваются описанными выше явлениями, но могут состоять также в появлении сыпи (крапивница), бронхоспазме, сосудистом отёке и анафилаксии, возникающих в ответ на введение гепарина подкожно и внутримышечно. Синдром парестезии и зуд нижних конечностей могут возникнуть у пациентов после подкожного введения гепарина. Основные проявления этого состояния развиваются через неделю после его регулярных введений. Симптоматика ослабевает или исчезает при отмене гепарина или под влиянием антигистаминных препаратов, назначаемых профилактически.
Некроз кожи.
Некроз кожи – в настоящее время весьма редкое осложнение в терапии гепарином, при которой используют подкожные введения полидисперсных препаратов антикоагулянта. Клинические проявления начинаются с ощущения дискомфорта, покраснения кожи и её уплотнения в местах инъекций. В большинстве случаев процесс перерастает в открытый некроз иногда с образованием геморрагических пузырей. Описанные реакции, как правило, начинаются на 6 – 14 день от начала инъекций гепарина и чаще возникают (8 из 10 случаев) при использовании препаратов, получаемых из лёгких коров.
При анализе рассмотренных данных хорошо видны две основные причины, от которых зависит возникновение осложнений при систематическом использовании полидисперсного гепарина: это молекулярная неоднородность (главным образом присутствие высокомолекулярных фракций в традиционных препаратах гепарина) и длительность их пребывания в кровотоке.
При этом негативные эффекты (конкурентное вытеснение из базальной мембраны капилляров протеогликанов, тромбоцитопения с последующим нарушением микроциркуляции и др.) связаны с высокомолекулярными фракциями антикоагулянта. Напротив, позитивные фармакологические эффекты гепарина (селективное угнетение факторов свёртывания, активация эндотелиальной липопротеидлипазы и др.) ассоциируются с низкомолекулярными фракциями гепарина. Следовательно, избежать их или уменьшить вероятность возникновения осложнений при длительном использовании гепарина можно, если применять его низкомолекулярные фракции.
В настоящее время зарубежными фирмами выпускаются фармакологические препараты таких фракций, которые часто называют низкомолекулярным гепарином (НМ-гепарин), они содержат молекулы в основном с массой 4х103 – 6.5х103 дальтон. Эти препараты обладают наибольшей способностью взаимодействовать с антитромбином Ш, в комплексе с которым он угнетает активность факторов свёртывания – сериновых протеаз (факторы XIIa, XIa, Xa, IXa, VIIa, IIa). Компоненты таких препаратов с наименьшей молекулярной массой в комплексе с антитромбинои Ш оказывают антитромботическое действие, поскольку селективно инактивируют только фактор Ха. При этом глубина и длительность угнетения этого фактора превышают эффект подавления активности тромбина (фактор Па) независимо от вида инъекции гепарина. Это обстоятельство широки используется в лабораторной практике для контроля глубины действия препаратов НМ-гепарина.
Преимущества антитромботического эффекта НМ-гепарина состоят в том, что длительность его действия в 3 – 4 раза превышает таковую аналогичной дозы нефракционированного гепарина, его использование не сопровождается возникновением тромбоцитопении и связанных с ней нарушений микроциркуляции.
Учитывая, что НМ-гепарин практически не активирует агрегацию кровяных пластинок, приводящую к резкой тромбоцитопении, им целесообразно заменять нефракционированный препарат при необходимости продолжать антикоагулянтную терапию в случаях возникновения геморрагий. 
Таким образом, использование низкомолекулярных фракций полидисперсных фракций гепарина позволяет во много раз уменьшить частоту возникновения нежелательных эффектов, наблюдаемых при применении коммерческих препаратов антикоагулянта. К сожалению, при всех достоинствах препаратов фракционированного гепарина их использование ограничено высокой стоимостью.
Более доступным способом исключения осложнений при длительной гепаринотерапии является внутрилёгочный путь введения растворов полидисперсных препаратов гепарина в виде аэрозоля, величина частиц которого не должна превышать 10 мкм. Такой способ даже после однократного введения позволяет создавать длительную гипокоагуляцию, глубина которой невелика и постоянна в течение нескольких дней. Противопоказания к применению этого способа не известны.
После однократного внутривенного введения гепарина в терапевтической дозе гипокоагуляционный эффект сохраняется не более 4 – 5 часов; при внутримышечном введении он удлиняется до 6 ч, а после подкожных инъекций продолжается не более 8 – 12 ч. Наибольшую (более 24 ч) длительность воздействия гепарина на свёртываемость крови в виде антитромботического действия удаётся получить при ингаляционном, ректальном и внутрикожном введении, при этом ингаляционный способ введения представляется наименее травматичным. Кроме того, обладая уникальной возможностью создавать умеренное и пролонгированное снижение свёртываемости крови, ингаляционный способ введения гепарина позволяет избежать осложнений, возникающих при частых инъекциях (гематомы, инфильтраты и др.).
Максимальная продолжительность эффекта после однократной ингаляции имеет видовые различия и может составлять от 2 (собаки, крысы) до 4 (мыши) дней и достигать 14 дней для человека.
Увеличение длительности свёртывания крови в результате повышения концентрации гепарина в крови сочетается с продолжительной активацией антитромбина Ш.
После однократного введения гепарина через лёгкие на фоне умеренной гипокоагуляции до 4 сут сохраняется повышенная активность липопротеидлипазы. Удлиняется также период активации гистаминазы (диаминоксидазы). Первый клинический опыт применения ингаляций гепарина как способа воздействия на свёртываемость крови при лечении больных с кардиоваскулярными и тромбоэмболическими расстройствами показал, что ни у одного из 86 пациентов при систематическом введении гепарина в ингаляциях на протяжении 5 лет не возникло рецидива основного заболевания. Последующая практика показала, что ингаляционный способ введения гепарина обеспечивает в кровотоке человека длительную и равномерную гипокоагуляцию, глубина которой не превышает 30 – 40% и не вызывает побочных эффектов. Выраженность гипокоагуляционного эффекта коррелирует с концентрацией гепарина в крови, но в отличие от инъекционного введения имеет особенности воздействия на свёртывающую систему крови. В частности, через 2 часа после введения препарата через дыхательные пути отмечается выраженное подавление активности всех плазменных факторов гемокоагуляции (до 20% для факторов IXa и VIIIa, до 30 – 35% для факторов XIa и XIIa, до 40 – 45% для IIa и VIIa, до 50 – 60% для  Va и  Xa). Количество тромбоцитов достоверно не изменяется. Для сравнения с этими эффектами целесообразно вспомнить, что при внутривенном введении гепарина в лозе 100 МЕ/кг (что в 5 раз меньше ингалируемой дозы) в этот же срок коагулирующая активность ниже 50% регистрируется лишь у факторов VIIa, IXa, XIa, а активность факторов  IIa и Va уже приближается к 100%; остальные факторы имеют активность более 50%, т.е. к этому времени антикоагуляционный эффект заканчивается.
Отличительной особенностью интратрахеального введения гепарина является полное восстановление активности факторов II, V, VII и Х только через 5 часов после однократной ингаляции, но вместе с тем практически исчезает активность факторов VIII, IX, XI и XII, обеспечивая сохранение интегральной гипокоагуляции крови. Характерная для применения гепарина тромбоцитопения при этом способе введения антикоагулянта не проявляется. Через сутки после однократной ингаляции пониженная свёртываемость крови сохраняется, но она уже менее выражена вследствие восстановления (до 50% и более) активности этих факторов. Интересно, что если в ближайшие после ингаляции гепарина часы внутривенно ввести нейтрализующее количество протамин сульфата, то это приведёт к обратимому восстановлению свёртывания крови, после чего вновь разовьётся умеренная гипокоагуляция.
Механизм пролонгированной гипокоагуляции при попадании гепарина в лёгкие изучен ещё не полностью. Однако уже известно, что он поступает в кровь несколькими путями. Начало воздействия на систему гемокоагуляции обусловлено скорее всего появлением в кровотоке низкомолекулярных фракций гепарина, которые проникают во время ингаляции непосредственно в кровь через аэрогематический барьер. Обилие образующихся в крови при этом их комплексов с антитромбином Ш на протяжении ближайших 2 – 3 ч после ингаляции обеспечивает угнетение активности всех факторов свёртывания – сериновых протеаз. Однако примерно через 5 ч таких комплексов становится существенно меньше, что приводит к значительному восстановлению наиболее чувствительных к ним факторов Xa, IIa, VIIa и Va. В этот период можно было бы ожидать нормализации свёртываемости крови. Но она не наступает, так как в кровотоке уже появляются и другие, более крупные молекулы гепарина, которые избирательно подавляют активность факторов VIIIa, IXa, XIa и XII. Таким образом, обеспечивается эффект пролонгированной гипокоагуляции, которая при однократной ингаляции продолжается не менее 24 ч. Считают, что пролонгированное угнетение активности факторов VIIIa, IXa, XIa, и XII связано с поступлением в кровь молекул гепарина с большей массой, накопленного клеточным пулом. Следовательно, лишь часть гепарина поступает непосредственно в кровоток, основная же его масса накапливается клеточным депо – клеточным пулом, откуда его макромолекулы в активном состоянии равномерно поступают в кровяное русло. В контексте рассматриваемой проблемы понятие «клеточный пул» объединяет клетки различных типов, способных захватывать, накапливать и секретировать гепарин. Сюда относятся эндотелиальные клетки кровеносных сосудов, способные длительно поддерживать присутствие введённого антикоагулянта в кровотоке. Важным элементом такого депо являются тучные клетки - обязательный компонент соединительной ткани всех органов млекопитающих, за исключением хряща, рубцовой и костной ткани. Благодаря выраженной способности к захвату биологически активных веществ и распространённости в организме тучные клетки принимают активное участие в депонировании экзогенного гепарина при его введении через лёгкие. В самих лёгких эту роль выполняют также альвеолярный эпителий и особенно лёгочные макрофаги. Они активно захватывают гепарин со стенок дыхательного дерева и транспортируют этот мукополисахарид в лимфатические узлы. Кроме того, существуют доказательства того, что определённая часть гепарина при его ингаляции попадает непосредственно в лимфатические капилляры из интерстициального пространства.
В настоящее время сфера применения ингаляций гепарина весьма обширна. Внутрилёгочный способ введения гепарина  успешно используется для профилактики глубоких венозных тромбозов и лёгочных эмболий, в комплексной терапии позднего токсикоза беременных, при гестационном сахарном диабете, хроническом гломерулонефрите у детей, дыхательной недостаточности у больных хронической пневмонией и др.
Следует заметить, что абсолютное большинство этих заболеваний по принятой классификации относят к состояниям риска по возникновению хронического ДВС-синдрома. Лечебная эффективность курсового использования ингаляций гепарина при этих заболеваниях, когда существенно снижена его концентрация в кровотоке, отсутствие при этом традиционных побочных реакций (кровоточивость, тромбоцитопения, остеопороз и др.), доступность и простота применения ингаляций делают этот нетрадиционный метод необходимым при лечении и профилактике ДВС-синдрома. Более того, устанавливающаяся на длительное время умеренная концентрация гепарина безопасна с точки зрения нарушения гемостаза и достаточна для получения других, некоагуляционных фармакологических эффектов (Ефимов, Румянцева, 1992).
























ЧАСТЬ П. ГЕПАРИН И ЗООТОКСИНЫ
ГЛАВА 6. ВЛИЯНИЕ ГЕПАРИНА НА ТОКСИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ЖИВОТНЫХ ЯДОВ

Зоотоксины являются уникальной по химическому составу и физиологическому действию группой биологически активных соединений. Вырабатываемые для повреждения чужеродного организма, в процессе эволюционного развития зоотоксины были значительно «усовершенствованы» для достижения этой цели, были «отработаны» тончайшие механизмы воздействия их на определённые системы.
Среди животных организмов ядовитые формы встречаются практически во всех таксонах. Биологическая ядовитость имеет относительный характер. Е.П. Павловский (1950) писал: «Ядовитость животного является свойством относительного значения: оно проявляется лишь при действии ядовитого животного на какой-либо другой организм, становящийся объектом действия яда». Таким образом, яды, вырабатываемые теми или иными органами, служат химическими факторами, участвующими в межвидовых (аллелохимических) взаимодействиях (Барбье, 1978).
Всех ядовитых животных можно разделить на две большие группы: первично-ядовитые и вторично-ядовитые животные. К первично-ядовитым относят животных, вырабатывающих ядовитый секрет в специальных железах или имеющих ядовитые продукты метаболизма. Как правило, ядовитость первично-ядовитых животных является видовым признаком и встречается у всех особей данного вида. К вторично-ядовитым относят животных, аккумулирующих экзогенные яды и проявляющие токсичность только при приёме их в пищу.
Первично-ядовитые животные по способам выработки яда и его применению подразделяются на активно- и пассивно-ядовитых. Активно-ядовитые животные, имеющие специализированный ядовитый аппарат, снабжённый ранящим устройством, называются вооружёнными. В типичном случае ядовитый аппарат таких животных имеет ядовитую железу с выводным протоком и ранящее приспособление: зубы рептилий, жало у насекомых. Ранящий аппарат позволяет вводить ядовитый секрет в тело жертвы парентерально, что является наиболее эффективным способом введения яда для ядообразующего организма (Пигулевский, 1966; Орлов, Гелашвили, 1985; Гелашвили, Крылов, Романова, 2015).
Другую группу активно-ядовитых животных составляют организмы, ядовитые аппараты которых лишены ранящего приспособления - невооружённые ядовитые животные. Примерами могут служить кожные железы амфибий, анальные железы насекомых. Ядовитые секреты таких желёз вызывают токсический эффект при контакте с покровами тела жертвы. Чем энергичнее идёт всасывание с покровов (особенно со слизистых), тем эффективнее действие токсина. У пассивно-ядовитых животных ядовитые метаболиты вырабатываются в организме и накапливаются в различных органах (пищеварительных, половых) и тканях, как, например, у рыб, моллюсков, насекомых (Орлов, Гелашвили, Ибрагимов, 1990).
Гепарин является эндогенным биополимером, регулирующим многие физиологические функции. Хорошо изученные антикоагулянтные свойства гепарина обусловили его применение в эксперименте в качестве неспецифического лекарственного средства при отравлении ядами змей из группы геморрагических коагулянтов. В работах M. L. Ahuja и A. G. Brooks (1946), Б. К. Ахмедова (1956), З. С. Баркаган и Б. В. Полушкиным (1960), И. А. Вальцевой (1969) было показано, что гепарин способен заметно снижать токсичность ядов гадюки Рассела и среднеазиатской гюрзы в опытах с кровью in vitro и на животных, как при введении гепарина в смеси с зоотоксином, так и по отдельности. 
Однако в дальнейшем были представлены убедительные доказательства, что антидотные свойства гепарина связаны не только с его действием на свертывающую систему крови, поскольку гепарин был активен также против ядов, относящихся по способу действия к группе нейротропных антикоагулянтов, - пчелиному яду и яду кобры (Гелашвили, 1975; Хомутов, 1977). В  тоже время было показано, что гепарин не оказывал нейтрализующего эффекта на яд щитомордника и жабий яд при совместном введении (Хомутов, 1983). Поэтому первая часть нашей экспериментальной работы посвящена более подробному выяснению влияния гепарина на токсичность ядов животных, относящихся к разным таксономическим группам (Гиноян, Лушникова, Хомутов, 2011; Khomutov et al., 2010).
6.1. Яды членистоногих
Среди ядовитых представителей типа Членистоногих (Arthropoda) наиболее полно изучены виды, относящиеся к классам насекомых (Insecta) и паукообразных (Arachnida), в связи с чем мы изучали влияние гепарина на токсичность яда пчелы (Apis mellifera mellifera L.) и пёстрого скорпиона (Butus eupeus C. Koch). Пчелиный яд и яд скорпиона по характеру своего действия относятся к нейротоксическим антикоагулянтам.
6.1.1. Пчелиный яд
Пчелиный яд, эволюционно приспособленный к защите пчелиного жилища, представляет собой сложную многокомпонентую систему, в которой выделяют полипептиды, ферменты, амины и феромоны. Особую роль в регуляции функций организма, являющегося акцептором пчелиного яда, играют полипептиды яда, к которым относится мелиттин, апамин, МСД-пептид, адолапин, тертиапин, секапин, минимин, кардиопеп (Крылов, 1995; Гиноян и др., 2008; Гелашвили и др., 2015; Хомутов, 2017).
Мелиттин является основным физиологически нестабильным компонентом пчелиного яда. Он составляет свыше 50%  сухого вещества яда и образован 26 остатками 12-ти аминокислот. В водной среде мелиттин формирует тетрамер, состоящий из двух димеров. В водных растворах молекулярная масса мелиттина изменяется от 2840 (мономер мелиттина) до 11200 (тетрамер мелиттина), при этом изменяется и объем молекулы. 
Основные биологические эффекты мелиттина связаны с его способностью менять или нарушать структуру мембран. Связываясь с мембраной, пептид способен образовывать каналы, в результате чего повышается проницаемость для ионов, что может вызвать лизис клеток. При этом наблюдается накопление Na+, Са2+ и утечка К+ и метаболитов, пропорционально количеству мелиттина, взаимодействующего с мембраной.
Мелиттин ингибирует работу различных АТФаз, в результате чего нарушается транспорт ионов через мембрану. Кроме того, мелиттин усиливает работу Nа+-К+-насоса, увеличивая вход натрия в клетку, при этом может инициироваться митогенез, стимулироваться синтез ДНК.
Мелиттин способен образовывать комплексы с некоторыми пептидами, например с альбумином, тропонином и кальмодулином. Мелиттин и кальмодулин обладают взаимоингибирующими свойствами. Прямым связыванием мелиттин подавляет активность белка киназы С, Са-кальмодулинзависимой киназы, протеинкиназы, аденилатциклазы. Пептид повышает активность фосфолипазы А2, вызывая тем самым образование арахидоновой кислоты из мембранных фосфолипидов. 
 Было установлено, что в результате стимулирования мелиттином систем, воспроизводящих в артериальных стенках простагландины, в несколько раз увеличивается количество простациклина, расширяющего кровеносные сосуды. Мелиттин нарушает процесс свёртывания крови, действуя в двух направлениях: угнетает активность тромбопластина, зависящую от его связи с некоторыми фосфолипидами, и вызывает денатурацию фибриногена, вероятно, путём образования связей между щелочным мелиттином и кислым фибриногеном.
 При изучении влияния мелиттина на тепловую денатурацию белков было установлено, что это влияние усиливается при повышении концентрации (свыше 30 мг/мл) и уменьшается при снижении концентрации. Защитный эффект мелиттина сильнее всего проявляется в отношении альбумина и гамма-глобулина при концентрации пептида 0,3 мг/мл. Повышение устойчивости белков, по мнению ряда авторов, противодействует воспалительной реакции. 
Апамин принадлежит к самым малым натуральным пептидам, действующим на ЦНС, его молекулярная масса 2036. Апамин составляет примерно 3% от общего количества яда и состоит из 18 аминокислот.
Апамин является сильным нейротоксином. При внутривенном введении сублетальных доз апамина (1-2 мг/кг) мышам у них появляются не координированные движения конечностей, переходящие в судороги мышц всего тела. После периода двигательной активности, которая в зависимости от величины дозы, длится 30-50 часов, выжившие мыши проявляют двигательную сверхвозбудимость в следующие 20-30 часов. При введении пептида в мозговые желудочки его активность возрастает в 1000 раз. Установлено, что апамин избирательно блокирует кальцийзависимое проникновение калия через мембрану нервных клеток и тем самым угнетает пуринергическую иннервацию. Подавляя тормозные процессы в ЦНС, апамин тем самым оказывает положительное влияние на процессы возбуждения. 
Апамин оказывает влияние на постсинаптические мембраны центральной и  периферической нервной  системы.  Показано,  что в концентрациях 10-8–10-7 моль/л апамин обратимо  угнетает неадренергическое торможение норадреналина, АТФ и кофеина в гладкомышечных клетках желудочно-кишечного тракта. Все эти процессы связаны с активацией кальцийзависимой калиевой проводимости. Установлено блокирующее действие апамина на некоторые типы данной проводимости и в других тканях: скелетных мышцах, некоторых нейронах и нейробластоме, гепатоцитах (Овчинников, 1980). 
 Под влиянием апамина происходит увеличение скорости и силы работы сердца, но это не связано, ни с расширением, ни с сужением сосудов. Действие апамина на сердце в большой мере обусловлено специфическим влиянием на кальциевый транспорт через клеточные мембраны. Апамин способен поддерживать пониженную работу сердца и предупреждать возникновение резкой слабости в результате снижения кровяного давления. При аритмии апамин в дозе 0,2 мг восстанавливал нормальный ритм работы сердца (Овчинников, 1980; Крылов, 1995) . 
Апамин ингибирует Са2+- и активирует К+-каналы кардиомиоцитов. В то же время апамин может частично ингибировать калиевый ток, не влияя на кинетику активации. По мнению ряда авторов, существуют две различные популяции канала – апамин-чувствительные и апамин-нечувствительные К+-каналы.
При исследовании влияния компонентов пчелиного яда на гипофизарно-надпочечную систему, было обнаружено, что наиболее сильно её активирует апамин. Внутривенное введение апамина кошкам в дозе 10 мг/кг вызывает быстрое увеличение в крови обоих надпочечных гормонов - кортизона и адреналина. Примерно через час после инъекции пептида уровень кортизона был в 9, а адреналина в 8 раз выше исходного. Одновременно наступали изменения в сердечно-сосудистой системе: внезапное повышение давления крови на 30-50%. Эти данные дают основание считать, что апамин действует как стимулятор на мезенцефальную ретикулярную формацию мозга. Необходимо отметить, что адреналин также угнетает некоторые проявления воспалительной реакции, в результате чего усиливается мощное антивоспалительное действие кортизола. 
МСД-пептид – пептид, вызывающий дегрануляцию тучных клеток, состоит из 22 аминокислотных остатков и составляет 2% от общего веса яда. Наименование МСД (Mast Cell Degranulating) дано пептиду за его способность разрушать тучные клетки. При этом из мастоцитов высвобождаются гистамин, гепарин, серотонин и гемотрипсиноподобный протеолитический энзим. 
Его молекулярная масса равна 2598. Пептид проявляет ярко выраженные свойства основания, его рН примерно 12. Его щелочные свойства зависят от наличия 9 щелочных аминокислот против 2 молекул аспарагиновой кислоты, причем одна из них имеет амидопириновую карбоксильную группу. 
МСД-пептид принадлежит к группе так называемых «специфических гистамин-выделителей». Специфические гистамин-выделители дегранулируют мастоциты и освобождают находящиеся в них биологически активные вещества, приводя в действие специальную энергозависимую каталитическую систему, находящуюся в мастоцитах.
 МСД-пептид оказывает влияние на проницаемость капилляров и вызывает отек в месте инъекции.  При использовании в дозах больших, чем необходимо для дегрануляции тучных клеток, МСД-пептид оказывает противовоспалительное действие.  Пептид способен высвобождать гистамин из тучных клеток и в этом отношении он в 10–1000 раз  активнее мелиттина. 
Введение МСД-пептида в мозговые желудочки в дозе 0,1 мкг вызывает признаки раздражения ЦНС. Трехкратное увеличение дозы вызывает токсические явления и гибель животного. Способность МСД-пептида раздражать ЦНС, вероятно, обусловлена его структурным сходством с апамином. 
Ряд авторов опубликовали убедительные данные об антивоспалительной активности МСД-пептида. Они установили, что по массе он примерно в 1000 раз активнее, чем гидрокортизон при карагининовом воспалении лапы крысы. При внутривенном введении пептида в дозе 200 мкг/кг он полностью снимает отек воспаленной лапы крысы, вызванный брадикинином, простагландином Е, серотонином, каликреином и гистамином.
Aдолапин - единственный из всех компонентов пчелиного яда, который обладает болеутоляющим действием. Это действие обусловлено свойством адолапина замедлять биосинтез и фармакологическую активность простагландинов Е, которые снижают противоболевой порог. Молекулярная масса адолапина равна 11500. Известно, что эта величина является границей между молекулярной массой белков и пептидов. Полипептидная цепь состоит из 103 аминокислот. 
Адолапин препятствует агрегации (склеиванию) эритроцитов крови, которое наступает, когда к эритроцитарной суспензии добавляют раствор желатина. По мнению многих авторов, задержка агрегации эритроцитов является свойством, присущим эффективным противовоспалительным средствам.
Адолапин угнетает активность двух ключевых ферментов обменных процессов биосинтеза воспаления - циклооксигеназу и липооксигеназу. С циклооксигеназы начинается биосинтез простагландинов, а липооксидаза, включающая группу лейкотреинов, вызывает спазмы гладких мышц и действует гемотоксически. 
Высокая активность, обезболивающее и противовоспалительное действие, высокий терапевтический индекс и незначительная анафилактогенность характеризуют адолапин как перспективное лекарственное средство. Его можно применять самостоятельно или в комбинации с другими средствами. При фармакологическом и биохимическом изучении адолапина установлено известное преимущество его перед рядом синтетических противовоспалительных препаратов.
Тертиапин и секапин – минорные полипептидные компоненты пчелиного яда. Тертиапин обладает выраженным пресинаптическим действием на нервно-мышечный препарат лягушки. Особенностью тертиапина является независимость его пресинаптического действия от содержания кальция в среде (Овчинников и др., 1980). Этот пептид ингибирует Са2+-связывающий белок кальмодулин, регулирующий активность большого числа Са2+-связывающих ферментов. Секапин при введении мышам в дозе 80 мкг/кг вызывает седативный эффект, гипотермию и пилоэрекцию. 
Минимин (молекулярная масса около 6000) составляет до 3% от веса пчелиного яда, вызывает прекращение роста личинок дрозофилл, из которых развиваются мухи в 1/4 натуральной величины.
 Кардиопеп – компонент пчелиного яда,  обладает адреномиметическими и антиаритмическими свойствами.
Таким образом, обсуждая данные литературы, можно с уверенностью сказать, что пептиды, входящие в состав пчелиного яда, являются регуляторными пептидами по следующим параметрам: во-первых, их молекулярная масса не превышает величину, граничащую с белками; во-вторых, регуляторное действие пептидов пчелиного яда реализуется при воздействии на организм минимальных доз; в-третьих, регуляторное действие пептидов осуществляется за счёт совместного действия пептидов, ферментов и аминов, а также за счёт суммарного действия нескольких пептидов, регулирующих одну из функций. Широкий набор регуляторных пептидов, присутствующих в пчелином яде, совместно с ферментами и биогенными аминами обеспечивает многостороннее воздействие на организм человека, что является клинической основой апитерапии (Хомутов и др.,2006; Хомутов, Пурсанов, 2011; Хомутов, 2017).
В наших экспериментах методом пробит-анализа было установлено, что пчелиный яд данного образца в дозе 7,0±0,9 мг/кг вызывал гибель 50% экспериментальных животных (DL50). Предварительная инкубация пчелиного яда с гепарином in vitro в течение 15 мин при температуре 37°С приводила к значительному ослаблению его токсических свойств. Так, при соотношении компонентов смеси яд-гепарин 1:0,5 DL50 возрастала примерно в 2,5 раза (до 17,4±1,8 мг/кг), а при увеличении количества гепарина в смеси в 10 раз (1:5) была вдвое выше, чем в контроле – 14,1±1,2 мг/кг (рис. 6.1). 
Доза, вызывающая в эксперименте гибель всех мышей (2 DL50), равнялась 13,0 мг/кг для чистого пчелиного яда. При добавлении к зоотоксину гепарина в соотношении яд-гепарин 1:0,5 2DL50 возрастала до 25,0±3,4 мг/кг, а при соотношении компонентов смеси 1:5 была несколько ниже (19,0±2,1), но, тем не менее, значительно превышала контрольное значение. Блокирование эндогенного гепарина его антагонистом протамин сульфатом вызывало заметное увеличение токсичности пчелиного яда, DL50 в этом случае составила 5,1±0,3 мг/кг (рис. 6.1). 
При введении животным летальной дозы (2 DL50) пчелиного яда в контроле все животные погибали. При инъекции животным смеси яд-гепарин в соотношениях 1:0,05; 1:0,5 и 1:5 выживаемость крыс была соответственно 33, 75 и 50%.
Таким образом, оптимальным соотношением компонентов в смеси яд + гепарин, сопровождающиеся максимальным антидотным действием, являются весовые соотношения 1:0.5. Увеличение или снижение концентрации гепарина в смеси относительно оптимального антидотный эффект значительно снижается.
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Рис. 6.1. Токсичность пчелиного яда и смеси гепарин-яд.
    1. DL50 пчелиного яда;                                   2. DL50 смеси яд-гепарин (1:0,5);
    3. DL50 смеси яд-гепарин (1:5);                     4. 2DL50 пчелиного яда;
    5. 2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0,5);                6. 2 DL50 смеси яд-гепарин (1:5);
    7. DL50 пчелиного яда на фоне протамин сульфата (10 мг/кг).

Антидотное действие гепарина проявлялось не только при взаимодействии с пчелиным ядом в виде смеси, но и при предварительном инъецировании его лабораторным животным. Введение 5, 50, 500 и 5000 МЕ/кг гепарина мышам за 10 минут до инъекции летальной дозы яда способствовало выживанию соответственно 18, 68, 35 и 26% экспериментальных животных. 
Кроме того, гепарин оказывал не менее сильное защитное действие даже при его поступлении в организм на фоне действия яда. При инъекции тех же доз гепарина через 10 минут после введения зоотоксина в эксперименте выживало 15, 60, 50 и 40% особей соответственно (рис. 6.2). 


Рис.6.2. Выживаемость экспериментальных животных при введении 
пчелиного яда в дозе 2 DL50 в сочетании с гепарином
1. Пчелиный яд                                             2. Смесь яд-гепарин (1:0,05)
3. Смесь яд-гепарин (1:0,5)                          4. Смесь яд-гепарин (1:5)
5. Яд на фоне гепарина (5 МЕ/кг)                6. Яд на фоне гепарина (50 МЕ/кг)
7. Яд на фоне гепарина (500 МЕ/кг)            8. Яд на фоне гепарина (5000 МЕ/кг)
9. Гепарин на фоне яда (5 МЕ/кг)               10. Гепарин на фоне яда (50 МЕ/кг)
11.Гепарин на фоне яда (500 МЕ/кг)            12. Гепарин на фоне яда (5000 МЕ/кг)

6.1.2. Яд скорпиона
Нативный яд скорпиона представляет собой бесцветную слегка опалесцирующую жидкость со слабокислой реакцией. Белковые компоненты яда довольно термостабильны и выдерживают нагревание до 80ºС  без существенной потери активности. В яде присутствуют углеводы, представленные моно- и полисахаридами, у некоторых скорпионов обнаружены биогенные амины, например серотонин и гистамин. Особый интерес представляет белковая фракция яда, содержащая токсические полипептиды и ферменты (Орлов, Гелашвили, 1985; Гелашвили и др., 2015). 
Современные методы фракционирования и очистки сложных смесей высокомолекулярных соединений позволили выделить из яда различных видов скорпионов несколько десятков индивидуальных полипептидных  токсинов и установить их первичную структуру. По специфической токсичности их можно разделить на три группы. К первой группе относятся токсины, проявляющие максимум активности на млекопитающих. Это токсины млекопитающих. Во вторую группу входят токсины, избирательного действия на насекомых. Третью группу представляют токсины, максимально активные для ракообразных (Овчинников, 1980). 
Яд скорпионов содержит ферменты, характерные и для других ядовитых животных: фосфолипаза А и В, ацетилхолиноэстераза, кислая фосфатаза, нуклеозидаза, фосфодиэстераза, гиалуронидаза, рибонуклеаза. Распределение ферментов в ядах скорпионов различных видов весьма неравномерно, что в определенной степени может быть связано  с их недостаточной изученностью (Гелашвили, Орлов, 1977; Кулмаматов и др., 1980). 
Механизм действия нейротоксинов заключается в замедлении скорости быстрых натриевых каналов электровозбудимых мембран, что приводит к развитию стойкой деполяризации. Этот эффект нейротоксины проявляют в низких концентрациях (10-9 – 10-7 моль/л), что указывает на высокую селективность их связывания с компонентами ионного канала. Связывание токсинов с мембраной существенно зависит от мембранного потенциала и уменьшается при его снижении (Наумов, 1980). 
В результате деполяризующего действия нейротоксинов возникают ритмические потенциалы действия в нервных волокнах, возрастает их длительность, увеличивается высвобождение нейромедиаторов и нейромодуляторов из нервных окончаний и физиологических депо (катехоламинов, эндорфинов, циклических нуклеотидов). Нарушение нейрогуморальной регуляции вызывает развитие широкого спектра патологических реакций: клонические и тонические сокращения скелетной и гладкой мускулатуры, изменение тонуса сосудов деятельности сердца, поражение функций нервной и эндокринной систем. Введение токсинов в желудочки мозга экспериментальных животных может вызвать состояние, характерное для малого эпилептического припадка (Смирнова и др., 1990; Гелашвили и др., 2015).
Картина красной крови значительно изменяется при введении яда скорпиона. Для большинства показателей характерна двухфазность изменений. Количество эритроцитов, гематокрит, концентрация гемоглобина в крови возрастает в первый час, снижается на 5-й час, и практически возвращается к исходному уровню через 24 часа. Индексы красной крови, отображающие насыщенность эритроцитов гемоглобином, в первый час снижаются, в последующие сроки - возрастают с максимумом, падающим на 5-й час (Киреева, 1985). 
 Снижение общей концентрации гемоглобина в крови и средней концентрации дыхательного пигмента в одном эритроците отражает степень насыщения гемоглобином красных клеток крови. Уменьшение концентрации гемоглобина в эритроцитах сопровождается аналогичным сдвигом кривой диссоциации оксигемоглобина. Сродство гемоглобина к кислороду влияет на уровень органических фосфатов, т. к. они в значительной мере определяют энергетический статус эритроцитов и являются модуляторами свойств гемоглобина (Дворцова и др., 1982). 
После инъекции яда скорпиона сродство гемоглобина к кислороду повышается. Кроме того, увеличивается концентрация метгемоглобина в красных клетках крови, что служит показателем старения или быстрого изнашивания эритроцитов (Лашина, 1985). 
В нашей лаборатории в опытах на лабораторных мышах было установлено, что DL50 яда скорпиона (Butus eupeus) составляет 0.39±0.01 мг/кг, а 2 DL50 - 0.72±0.02 мг/кг. Максимальный протекторный эффект гепарина регистрируется при весовом соотношении яд-гепарин 1:0.5, т.е. в растворе концентрация яда 1 мг/мл, а гепарина 0.5 мг/мл. При увеличении содержания гепарина в смеси  (1:5) антидотный эффект проявляется в меньшей степени (рис. 6.3).
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Рис. 6.3. Влияние гепарина и протамин сульфата на токсические 
свойства яда скорпиона
1- DL50 яда скорпиона (0.39±0.01);         2- DL50 смеси яд-гепарин (1:0,5);
3- DL50 смеси яд-гепарин (1:5,0);           4- 2 DL50 яда скорпиона (0.72±0.02);
5- 2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0,5);         6- 2 DL50 смеси яд-гепарин (1:5,0)
7- DL50 яда скорпиона на фоне протамин сульфата (10 мг/кг)
* - Различия между контрольными и экспериментальными группами
 статистически значимы (р≤0,05)
При предварительной инъекции протамин сульфата в дозе 10 мг/кг с последующей инъекцией яда скорпиона величина DL50  снижается и составляет 0.15±0.01 мг/кг (рис. 6.3).
Интересные данные были получены при сочетанном применении гепарина и яда скорпиона. При введении яда скорпиона в дозе 2 DL50 в течение суток 100% мышей погибали. Использование инкубированной in vitro смеси яд+гепарин в соотношении 1:0.5 увеличивало выживаемость мышей до 90%. Увеличение или уменьшение концентрации гепарина в смеси снижало выживаемость экспериментальных животных (табл. 6.1).
                                                                                              Таблица 6.1 
Выживаемость мышей (%) при введении яда скорпиона в дозе 2 DL50
в сочетании с гепарином
	Условия 
эксперимента
	Выживаемость, %
	Условия 
эксперимента
	Выживаемость, %

	Яд скорпиона 2 DL50
	0
	Гепарин (500 МЕ/кг) → яд
	50

	Яд + гепарин (1:0.05)
	40
	Гепарин (5000 МЕ/кг) → яд
	40

	Яд  + гепарин (1:0.5)
	90
	Яд → гепарин (5 МЕ/кг)
	20

	Яд  + гепарин (1:5.0)
	60
	Яд → гепарин (50 МЕ/кг)
	70

	Гепарин (5 МЕ/кг) → яд
	30
	Яд → гепарин (500 МЕ/кг)
	40

	Гепарин (50 МЕ/кг)→яд
	80
	Яд → гепарин (5000 МЕ/кг)
	30


При предварительном введении гепарина максимальная выживаемость регистрировалась при инъекции мукополисахарида в дозе 50 МЕ/кг. В этом случае выживаемость составляла 80 %. Изменив последовательность введения, т.е. инъекция гепарина на фоне действия яда, получили 70-процентную выживаемость при дозе 50 МЕ/кг. Тенденция оптимальной дозы гепарина, максимально предупреждающей гибель животных, просматривается во всех указанных сериях экспериментов. Отклонение от оптимальной дозы в большую или меньшую сторону сопровождается меньшим антидотным эффектом (табл. 6.1).                                                                                          
6.2. Яды амфибий
Ядовитые представители класса амфибий (Amphibia), встречающиеся на территории Российской Федерации, немногочисленны: жабы, жерлянки, чесночницы и саламандры. В наших экспериментах были использованы  яды настоящих жаб (Bufo bufo L.) и пятнистых саламандр (Salamandra salamandra L.), которые не влияют на процесс свёртывания крови. 
6.2.1. Жабий яд
Свежеполученный из паротидных и других кожных желез жаб секрет (жабий яд) - белого цвета вязкая жидкость, содержащая 70 % воды и 30 % сухого остатка. Высыхая, яд превращается в стекловидную массу желтовато-коричневого цвета. Высушенный яд жаб сохраняется в неизменном виде и не теряет своей физиологической активности в течение многих лет (Захаров и др., 1973).
Установлено, что по химическому составу жабий яд резко отличается от других ядов животного происхождения, таких, как яды пчел, змей, скорпионов и др. Это различие, прежде всего, состоит в том, что токсические действующие начала яда жаб не являются белковыми по своей природе, как это характерно для большинства зоотоксинов. M. N. Brigge (1960), Л.М. Физер (1964) и др. указывают на содержание в ядовитом секрете кожных желез жаб двух типов токсинов. Первый тип - производные 5-гидрокситриптамина, а второй тип представлен стероидами. В составе яда имеются, главным образом, буфадиенолиды - стероидные соединения, производные циклопентанапергидрофенантрена, сходные по структуре с генинами сердечных гликозидов растений - карденолидами, но, в отличие от них имеющие в качестве боковой цепи не 5-ти, а 6-членное, дважды ненасыщенное лактонное кольцо.
Группа аминов жабьего яда составляет примерно 4 % от сухого секрета ядовитых желез (Frerejacque, 1958). Основная часть этой группы приходится на долю буфотенина и родственных ему соединений - буфотенидина, буфотионина и дигидробуфотенина. Буфотенин обладает прессорным действием, аналогичным действию адреналина, но менее резко выраженным (Физер, Физер, 1964). Из других родственных буфотенину индолопроизводных соединений, обнаруженных в яде жаб, необходимо отметить и широко известные своей физиологической активностью  адреналин, серотонин и триптамин (Zelnik, Ziti, 1964; Witliff, 1968).
Среди веществ стероидной природы, входящих в состав яда жаб, различают две группы соединений. Одна из них представлена стеринами (холестерин и др.), весьма инертными в токсическом отношении (Frerejacque, 1958). Другие стероиды яда ввиду своей высокой физиологической активности, в основном, в отношении сердечно-сосудистой системы, объединены в группу кардиотонических веществ. Основным компонентом яда жабы обыкновенной Bufo vulgaris Linné является буфоталин  (5,9% от высушенного секрета). Буфотоксин из яда жаб того же вида представляет собой субериларгининовый эфир буфоталина (связанный генин) и также обладает физиологическим действием (Физер, Физер 1964).
В цельном яде жаб, кроме названных соединений, были обнаружены и белковые вещества, АТФ, а также некоторые ферменты, как, например, фосфолипаза A (Witliff, 1968). Однако, в отличие от некоторых других зоотоксинов, яд жаб (Bufo bufo L.) лишен гиалуронидазной и холинэстеразной активности (Артемов, 1970).
Для человека кожный яд жабы практически малоопасен. Однако случаи отравления этим ядом, особенно животных, неоднократно наблюдались в различных странах (Smyth, 1954; Mеyer, Lind. 1971). Было замечено, что секрет ядовитых желез жаб может вызывать сильное раздражение слизистых оболочек. В литературе описаны случаи и смертельного отравления жабьим ядом при попадании его в желудочно-кишечный тракт животным и человеку (Knowles, 1964; Licht, 1967). Авторы отмечают, что в картине отравления преобладают нарушения основных интегрирующих систем организма: нервной и сердечно-сосудистой.
Кардиотропные свойства яда жаб давно привлекали внимание исследователей. Стероидные компоненты яда сходны по строению с сердечными гликозидами и оказывают на сердце выраженный стимулирующий, хотя и кратковременный эффект. Эти соединения, а также буфотенины, близкие по строению и действию к катехоламинам, были выявлены в яде широко распространенной в России зеленой жабы Bufo viridis Laur. (Крылов и др., 1977). Ф. Ф. Талызин и др. (1967) в опытах на изолированном сердце лягушки показали, что яд зеленой жабы при добавлении в перфузат приводил к увеличению амплитуды сердечных сокращений и к учащению ритма сердца. Положительные ино- и хронотропный эффекты проявлялись и на изолированном сердце теплокровных животных – кошек, крыс (Крылов и др., 1971). Было показано, что жабий яд не влияет на бета-адренорецепторы, активация которых приводит к инотропным эффектам (Орлов, Крылов, 1974). В экспериментах было выявлено, что механизм действия генинов яда сходен с действием сердечных гликозидов, которые вызывают умеренное блокирование мембранной Na-K-АТФазы и повышение внутриклеточного содержания ионов кальция (Орлов, Крылов, 1980; Вальцева и др., 1991).
В опытах на кроликах, кошках и собаках (Орлов, Крылов, 1974; 1986) было установлено, что при введении жабьего яда в интервале нетоксических доз у животных происходило усиление функциональной активности сердечно-сосудистой системы, выражающееся в повышении амплитуды ЭКГ, АД, минутного объема сердца. Кроме того, было показано, что кардиостимулирующее действие яда проявлялось и в условиях моделирования недостаточности сердца: при перевязке левой коронарной артерии собак (Орлов, Крылов, 1986), при реанимации после 50-минутной остановки сердца собак в условиях гипотермии (Крылов и др., 1978), 10-минутной клинической смерти крыс (Крылов и др., 1995).
Стимулирующее влияние жабьего яда, а также некоторых его фракций на функцию внешнего дыхания установлено рядом исследователей. В работе Б. Н. Орлова с соавторами (1975) показано, что при капельном внутривенном введении кошкам раствора жабьего яда, во время фибрилляции сердца от токсической дозы яда, дыхание оставалось регулярным и глубоким, а после последующей остановки сердечной деятельности глубокие дыхательные движения регистрировались еще 5-8 минут. 
Наряду с изучением действия яда на функции внешнего дыхания большой интерес представляет анализ механизмов этого влияния, в частности, влияние на энергетический обмен, тканевое дыхание. Исследования Я. К. Карталляну (1968) показали, что как действие нативного яда, так и его анодной и катодной фракций, приводили к увеличению общего потребления кислорода и интенсивности окислительно-восстановительных процессов в органах (кора головного мозга, продолговатый мозг, сердце, печень, надпочечники). Наиболее выраженные изменения были отмечены в тканях сердца и мозга, слабее в остальных органах. Карталляну приходит к выводу, что яд жаб является весьма перспективным для практической медицины, особенно в случаях, связанных с необходимостью стимуляции, так как усиливает функцию коры надпочечников, углубляет внешнее дыхание, повышает общее потребление кислорода и выделение углекислоты организмом. В этой связи интересно привести данные А. Н. Довганского (1962) , который показал, что жабий яд предотвращает угнетение тканевого дыхания после ожоговой травмы.
Изучение влияния жабьего яда на кровь показало его способность активно вмешиваться в некоторые процессы кроветворения. В. И. Захаров (1960) в экспериментах на кроликах и крысах отметил способность жабьего яда значительно повышать образование аглютининов в организме животных и стимулировать фагоцитарную активность лейкоцитов.
В опытах с перфузией верхнего шейного ганглия кошки раствором яда жабы (Bufo bufo L.) были показаны его холинолитические свойства (Артемов и др., 1961, 1967; Побережская и др., 1962). Было установлено, что яд жабы вызывал блокаду передачи нервных импульсов и снижал лабильность шейных симпатических ганглиев. Блокирующее действие фракции яда жабы показано и на нервно-мышечном соединении при изучении влияния стероидов яда - буфалина, цинобуфагина и резибуфагина на нервно-мышечную передачу (Yoshida, Sakai, 1977). 
В экспериментах на лягушках было показано, что жабий яд при действии на изолированный нервный ствол вызывал деполяризацию возбудимых мембран, снижал амплитуду потенциала действия и значительно повышал аккомодационное сопротивление нервной ткани (Орлов, Аратен, 1970; Орлов, Гелашвили,1985). Интересные наблюдения были сделаны исследователями при изучении влияния яда жабы на высшие отделы центральной нервной системы (Орлов, 1963, 1964, 1970). В серии опытов с помощью методики Крушинского авторами было показано, что жабий яд оказывает хорошо выраженное влияние на центральные механизмы аудиогенной судорожной реакции у крыс, вследствие чего эта реакция полностью снижается или в значительной степени ослабляется.
Интересные результаты были получены японскими исследователями при изучении влияния на ЦНС стероида яда японской жабы - буфалина (Yoshida, Sakai, 1977). Было установлено стимулирующее действие буфалина на ЦНС. Введение крысам внутривенно буфалина в дозе 0,8 мг/кг вызывало у животных судороги. При этом увеличивалось содержание в мозгу общего ацетилхолина с 1,22 до 1,57 мкг/кг и свободного ацетилхолина с 0,71 до 1,20 мкг/кг, что было подтверждено и in vitro при добавлении буфалина к инкубируемым срезам мозга. Обсуждая механизм судорожного действия буфалина, авторы полагают его основой вмешательства буфалина в обмен ацетилхолина в холинэргических синапсах центральной нервной системы.
Из приведенного выше материала следует, что жабий яд, оказывает существенное влияние на функциональное состояние нервной системы на разных ее уровнях. Это действие во многих случаях является следствием непосредственного влияния яда на нервную ткань; в других случаях, видимо, следует говорить об опосредованном действии яда через нарушение функции других интегрирующих систем организма, связанных с обеспечением нормального функционирования нервной системы. Главным образом при этом имеется в виду сердечно-сосудистая система (Орлов и др., 1990; Гелашвили и др., 2015).
Жабий яд в наших экспериментах вызывал гибель 50% животных (DL50) в дозе 4,7±0,2 мг/кг. Предварительная инкубация жабьего яда с гепарином не влияла на его токсичность. DL50 смеси яд-гепарин при соотношении ее компонентов 1:0,05, 1:0,5 и 1:5 оставалась практически на том же уровне и равнялась 4,2±0,3, 4,5±0,4 и 5,0±0,6 мг/кг соответственно (табл. 6.2). 
Доза жабьего яда, приводящая к гибели 100% крыс (2 DL50), была 8,2 мг/кг. 2 DL50 смеси яд-гепарин в тех же соотношениях не отличалась от  контроля и составила 8,0±0,6, 8,1±0,7 и 8,4±0,8 мг/кг соответственно. Жабий яд, введенный на фоне антагониста гепарина протамин сульфата, не изменял своей активности, его DL50 составляла 4,1±0,2 мг/кг (табл. 6.2).
                                                                                        Таблица 6.2
Влияние гепарина и протамин сульфата на токсические свойства
яда жабы
	№ п/п
	Условия эксперимента
	Доза яда, мг/кг

	1.
	DL50 яда жабы
	4.7±0.2

	2.
	DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05)
	4.2±0.3

	3.
	DL50 смеси яд-гепарин (1:0.5)
	4.5±0.4

	4.
	DL50 смеси яд-гепарин (1:5.0)
	5.0±0.6

	5.
	2 DL50 яда жабы
	8.2

	6.
	2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05)
	8.0±0.6

	7.
	2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.5)
	8.1±0.7

	8.
	2DL50 смеси яд-гепарин (1:5.0)
	8.4±0.8

	9.
	DL50 яда жабы на фоне протамин 
сульфата (10 мг/кг)
	4.1±0.2


Таким образом, жабий яд не изменял своих токсических свойств ни при введении смеси, гепарин-яд, инкубированной в течение 30 мин при температуре 370С, ни при предварительной блокаде эндогенного гепарина протамин сульфатом. 
6.2.2. Яд саламандры
Яд саламандры пятнистой (Salamandra salamandra) представляет собой секрет околоушных желёз – паротид. Свежеполученный секрет кожных желёз имеет рН около 8, является беловатой клейкой жидкостью, которая быстро застывает на воздухе, превращаясь в хрупкие пластинки.
В основе яда саламандры лежат вещества, относящиеся к классу стероидных алкалоидов. Главной составной частью яда является самандрин - насыщенный вторичный амин с вторичной гидроксигруппой и самандарон, являющийся кетоном самандарина. К минорным компонентам яда относят самандаридин, саманденон, циклонеосамандион, циклонеосамандаридин. Кроме алкалоидов, в яде саламандры присутствуют серотонин, гемолитические белки и липофильные вещества (холестерол и его эфиры) (Орлов и др., 1982, 1985; Habermehl, 1987). 
Яд саламандры обладает ярко выраженным судорожным действием на представителей различных классов позвоночных, вызывая появление на ЭЭГ характерных пик-волновых эпилептиформных разрядов. По своему действию токсин лишь в три раза слабее стрихнина. ДЛ50 яда (для мышей) колеблется от 31 до 36 мг/кг, в зависимости от вида саламандры. Показано, что яд саламандры обладает некоторым гипертензивным и местноанестезирующим действием (Гелашвили, Силкин, 1985; Гелашвили и др., 1986, 1987; Habermehl, 1987). Выявлено влияние яда на сердечно-сосудистую систему, в экспериментах на изолированном сердце яд саламандры (5х10-4 – 5х10-3 г/мл) вызывал начальное угнетение амплитуды сердечных сокращений с последующим развитием брадикардии и остановки сердца в диастоле (Крылов, Ошевенский, 1985; Гелашвили и др., 2015). 
При отравлении ядом саламандры прогрессивно ослабевают рефлексы, вплоть до полного исчезновения. Дыхание становится слабым, наблюдаются сердечные аритмии. При системном введении летальных доз яда причиной смерти является остановка дыхания, тогда как сердце довольно устойчиво к его воздействию (Орлов, Гелашвили, 1985).
Токсичность яда саламандры (DL50) для мышей при внутрибрюшинном введении составляет 24.9±1.8 мг/кг. Наши данные согласуются с данными ряда авторов (Орлов и др., 1990), которые показали колебания DL50 в пределах 20-30 мг/кг (табл. 6.3).
                                                                                        Таблица 6.3
Влияние гепарина и протамин сульфата на токсические свойства
яда саламандры
	№ п/п
	Условия эксперимента
	Доза яда, мг/кг

	1.
	DL50 яда саламандры
	24.9±1.8

	2.
	DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05)
	26.1±2.4

	3.
	DL50 смеси яд-гепарин (1:0.5)
	25.3±1.9

	4.
	DL50 смеси яд-гепарин (1:5.0)
	24.5±2.7

	5.
	2DL50 яда саламандры
	48.8±3.7

	6.
	2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05)
	50.2±2.6

	7.
	2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.5)
	49.4±4.4

	8.
	2 DL50 смеси яд-гепарин (1:5.0)
	48.2±3.7

	9.
	2 DL50 яда саламандры на фоне протамин сульфата (10 мг/кг)
	49.5±4.2


При введении гепарина с ядом саламандры в виде инкубированной in vitro смеси в весовом соотношении 1:0.05, 1:0.5 и 1:5 величина DL50 не претерпевает сколько-нибудь значительных изменений. Увеличение дозы яда саламандры до 48.8±3.7 мг/кг (2DL50) совместно с гепарином в весовом соотношении 1:0.05, 1:05 и 1:5 не влияет на величину 2DL50, характерную для инъекции только яда скорпиона. Нейтрализация эндогенного гепарина протамин сульфатом не изменяет величины DL50 и составляет 49.5±4.2 мг/кг (табл. 6.3).
Таким образом, гепарин в широком диапазоне концентраций не влияет на токсические свойства  яда жабы и яда саламандры.
6.3. Яды змей
Змеиные яды – сложный комплекс биологически активных соединений: ферментов (главным образом гидролаз), токсических полипептидов, ряда белков со специфическими биологическими свойствами (фактор роста нервов – ФРН, антикомплементарные факторы), а также неорганических компонентов. Многие ферменты являются общими для змей различных семейств, например фосфолипаза А2, гиалуронидаза, оксидаза L-аминокислот, фосфодиэстераза, 5'-нуклеотидаза и др., что отражает тесную филогенетическую связь ядовитых желёз с эндокринными железами пищеварительного тракта. В то же время существуют и отличия, характеризующие яд змей той или иной систематической группы. Так, в состав яда аспидов входят токсические полипептиды (нейротоксины), нарушающие передачу возбуждения в нервно-мышечных синапсах и тем самым вызывающими вялый паралич скелетной и дыхательной мускулатуры. Смерть отравленных животных и человека наступает, как правило, от остановки дыхания. В этих ядах присутствует также фермент ацетилхолинэстераза, разрушающий ацетилхолин и усугубляющий развитие паралича (Орлов, Гелашвили, 1985; Гелашвили и др., 2015).
Напротив, в ядах гадюковых и ямкоголовых змей ацетилхолинэстераза отсутствует, но зато широко представлены протеолитические ферменты с трипсино-, тромбино- и калликреиноподобным действием. В результате отравления этими ядами развиваются геморрагические отёки, обусловленные как повышением сосудистой проницаемости, так и нарушениями в свёртывающей системе крови. Одной из тяжёлых форм коагулопатий, вызываемых ядами змей (гюрзы, эфа, щитомордник), является диссеминированное внутрисосудистое свёртывание крови (ДВС-синдром). Высвобождение из тканей под действием энзимов ядов биологически активных веществ (гистамина, брадикинина, эндорфинов и др.) приводит к падению АД, увеличению сосудистой проницаемости, нарушению трофики тканей из-за расстройства микроциркуляции. Прямое действие ядов на ткани и органы в сочетании с аутофармакологическими реакциями обусловливает развитие цепи сопряжённых и взаимосвязанных патологических процессов, характеризующих специфику отравлений, вызываемых змеиными ядами (Орлов и др., 1990).
Яд элапид обладает антикоагулирующим действием. Он замедляет свертывание крови, что связывают с торможением образования тромбопластина, а также фибриногенолитической и фибринолитической активностью яда (Орлов, Гелашвили, 1985).
На территории Российской Федерации обитают ядовитые змеи, относящиеся к четырём семействам: Ужеобразные (Colubridae), Аспидовые (Elapidae), Гадюковые (Viperidae) и Ямкоголовые (Crotalidae). В нашей работе были использованы змеиные яды следующих представителей: кобры среднеазиатской (Naja oxiana Eichw.), эфы песчаной (Echis carinatus Schneid), щитомордника восточного (Agkistrodon blomhoffi Boie), гюрзы среднеазиатской (Vipera lebetina L.).
6.3.1. Яд кобры
В настоящее время из яда различных видов кобр выделены токсические и энзиматические компоненты (Антонов и др.,1982; Нигматов, 1985; Гелашвили, 2015). 
Tu Anthony T. предлагает следующую классификацию нейротоксинов (Tu Anthony T., 1998): пресинаптические нейротоксины, постсинаптические нейротоксины (никотинового и мускаринового типа), нейротоксины, формирующие калиевые каналы, ацетилхолинэстеразные нейротоксины.
Анализ аминокислотных последовательностей постсинаптических нейротоксинов, выделенных из ядов змей, показал, что их можно подразделить на короткоцепные (61-62 аминокислотных остатка) и длинноцепные (71-74 аминокислотных остатка). Нейротоксины с короткой цепью связываются специфично, но слабо с ацетилхолиновым рецептором, связывание происходит медленно и обратимо. Это свойство делает их инструментом для получения ацетилхолинового рецетора в чистом состоянии. Это термостабильные полипептиды, имеющие 4 дисульфидные связи, обладают основными свойствами (Пост-НТ-2). Длинноцепные нейротоксины связываются специфично и прочно с ацетилхолиновым рецептором, в своем составе имеют 5 дисульфидных связей (Mitsuhiro, Kiyoce, 1998).
В настоящее время установлено, что токсические свойства яда кобры зависят главным образом от основных термоустойчивых полипептидов. По характеру фармакологического действия их делят на нейротоксины и кардиотоксины (Давлятов, 1986; Mener, 1982). 
Нейротоксины, выделенные из яда кобры, представляют собой полипептиды, избирательно и спецефически блокирующие холинорецепторы субсинаптической мембраны нервно-мышечного соединения, несмотря на то, что по своим физиологическим свойствам постсинаптические нейротоксины чрезвычайно близки, с точки зрения химического строения они могут быть разделены на два типа 
К типу 1 относятся пост-НТ, представляющие собой простую полипептидную цепочку, состоящую из 60-62 остатков аминокислот, термостабильных, имеющих 4 дисульфидные связи, обладающих основными свойствами, с молекулярной массой около 7000. Отличие nocт – HT-II состоит в большем количестве аминокислотных остатков (71-74), наличие 5 дисульфидных связей и соответственно большей молекулярной массой около 8000. 
         Пост-НТ-1 построены из 15 общих аминокислотных остатков, в их составе, как правило, отсутствуют аланин и метионин. Напротив, в пост - НТ- II аланин встречается. Интересной особенностью яда среднеазиатской кобры является присутствие в нём нейротоксинов обоих типов.
Нейротоксины яда кобры ингибируют дыхание митохондрий в фосфорилирующем состоянии. При этом нейротоксин-I ускоряет дыхание митохондрий, а нейротоксин-II не влияет на этот процесс. По действию на параметры сопряжения нейротоксин-I в 7 раз превосходит нейротоксин-II. Нейротоксины ингибируют активность сукцинат оксидазы, нейротоксин-I является активатором цитохром оксидазы, а нейротоксин-II не влияет на активность данного фермента (Джамалова, Алматов, Нурдинов, 2002).
Цитотоксин, определяющий гемолитический, кардио- и цитотоксический эффект, увеличивает проводимость искусственных фосфолипидных мембран.
Кардиотоксин образует с фосфолипидными мембранами комплексы, которые обладают высокой поверхностной активностью, что обусловливает увеличение анионной проводимости фосфолипидных мембран (Бердыева, 1990). Кардиотоксин составляет около 36% веса яда. Это основной (рН около 12), термоустойчивый диализируемый полипептид. В состав молекулы входит от 42 до 61 остатка аминокислот, соединенных в одну цепочку. Молекулярный вес кардиотоксина составляет 6000-7000. В аминокислотном составе преобладают гидрофильные основные аминокислоты, хотя, в отличие от нейротоксинов, имеются и остатки гидрофобных аминокислот, восемь остатков цистеина образуют 4 дисульфидные связи, участвующие в образовании активной конформации молекулы (Karlsson, 1973; Hider, 1982;). 
Показано, что глюкозаминогликан связывается с кардиотоксином из яда кобры с особой специфичностью, вызывая структурную перестройку белка. Гепарин и гепарансульфат в физиологических условиях связываются с кардиотоксином, усиливая мембранолитическую активность кардиотоксина (Himatkumar et al., 1997).
Прямой гемолитический фактор изменяет структуру мембраны эритроцитов и подготавливает их к воздействию фосфолипазы А. Лизолецитин плазмы крови, образующийся в результате воздействия фосфолипазы А на лецитин плазмы, вызывает сфероцитоз эритроцитов вследствие изменения пространственной ориентации фосфолипидов их мембраны. Методом хроматографии на SP-сефадексе C-25 из яда кобры Naja naja atra были выделены 2 фракции, MT-I и MT-II (мембранные токсины), и очищены до гомогенного состояния. В состав каждой фракции входило 60 аминокислотных остатков. Молекулярная масса фракций составила около 10000 и 6000-7000 Д, соответствено. Показано, что MT-I и MT-II незначительно стимулировали лизис эритроцитов, но значительно усиливали гемолитический эффект фосфолипазы A2. Чувствительность эритроцитов животных к действию токсина снижалась в ряду: морская свинка > человек >кролик> крыса. В опытах на изолированной мышце цыпленка показано, что токсин вызывал деполяризацию мышечных клеток. Обнаружена положительная корреляция между гидрофобностью токсинов и их ингибиторным воздействием на протеинкиназу C (Wang Wan-Yu et al., 1998).
Кроме токсинов в яде элапид присутствуют и другие белковые компоненты, обладающие выраженной биологической активностью. В первую очередь сюда относятся ферменты, из которых ведущую роль в обеспечении токсического действия играют гиалуронидаза,  ацетилхолинэстераза и фосфолипаза. Для ядов змей сем. Elapidae специфическими являются ацетилхолинэстераза, щелочная фосфатаза и кислая фосфатаза (Орлов, Гелашвили, 1985).
Гиалуронидаза является термостабильным белком, однако при нагревании до 54°С в течение 60 минут фермент инактивируется. Оптимум рН для гиалуронидазы среднеазиатской кобры равен 6,0. Гиалуронидаза катализирует гидролиз связи между остатками 2-ацетоамидо-2-дезокси-Д-глюкозы и Д-глюкуроната в гиалуроновой кислоте. Известно, что глюкуронат является компонентом основного вещества соединительной ткани, представляя собой своеобразный  «цемент», заполняющий межклеточное пространство. В связи с физиологической ролью гиалуроновой кислоты становится понятной и та роль, которую отводят гиалуронидазе в развитии интегральной картины отравления (Бердыева, 1972,1974, 1990). Кроме гиалуронидазы в феномене распространения может принимать участие гистамин. Известно, что гистамин образует с гепарином гистамин-гепаринатные комплексы. В свою очередь связывание гепарина в определённой степени снижает инактивирующее действие последнего на гиалуронидазу (Сахибов, 1972; Султанов,1977). 
Фосфолипаза А2 гидролизует природные и синтетические лецитины, фосфатидилсерин, фосфатидиэтаноламин, отщепляя жирные кислоты с образованием лизолетицина. Ионы кальция активируют фермент, причём необходимая для активации концентрация кальция зависит от количества субстрата (Мещерякова, 1982; Батыров, 1990; Condrea, 1965). Медь, цинк, барий тормозят активность, возможно конкурируя с кальцием за активный центр молекулы фермента (Cоndrea, 1965). Тормозящее действие на фосфолипазу А2 оказывают и жирные кислоты. В кислой среде фосфолипаза А устойчива к нагреванию, однако, термостабильность падает при увеличении рН свыше 7,0. 
Вопрос о точке приложения фосфолипазы А2 в молекуле фосфолипидов до конца не ясен. Имеются данные, что фермент отщепляет жирные кислоты в α-положении, в то же время, по мнению других авторов, фосфолипаза атакует кислоты, независимо от их природы (Кондрашевская, 1981; Джамалова и др., 2002; Condrea; 1965; Lee, 1956; Vries ,1961; Reid, 1979;).
Ацетилхолиноэстераза. Значение ацетилхолиноэстеразы (АХЭ) в обеспечении токсичности яда резко снижается в связи с присутствием в последнем ингибитора АХЭ, необратимо тормозящего её активность (Chang, 1955; Lee, 1956). Эта анти - АХЭ активность не связана с протеолитическими ферментами. Во-первых, в ядах элапид не обнаружено протеолитической активности, во-вторых, анти-АХЭ активность в отличие от протеолитической, зависит от содержания цинка (Kumar 1973). Мнения о химической природе ингибитора АХЭ противоречивы. По данным одних авторов (Kumar, 1973) - это крупномолекулярное соединение (мол. масса около 100.000). С другой стороны, выдвигается точка зрения об идентичности ингибитора АХЭ и кардиотоксина яда кобры (Lee, 1980). 
Фосфатазы яда элапид гидролизуют монополинуклеотиды и делятся на несколько основных групп: фосфомоноэстеразы, фосфодиэстеразы и пирофосфатазы (Сахибов и др., 1972).
К первой группе относятся неспецифическая щелочная фосфомоноэстераза, отщепляющая 3-фосфат от молекул олигонуклеотидов. Фермент малоспецифичен и одинаково легко гидролизует различные субстраты: 3-АМФ, 5-АМФ, рибоза-5-фосфат. Оптимум рН лежит в интервале 8,6-9,5, активируется энзим ионами кальция и магния. Другим ферментом, относящимся к этой группе, является 5-нуклеотидаза. Фермент высокоспецифичен и отщепляет от рибазы остаток фосфорной кислоты, находящейся в положении 5, и совершенно неактивен к 2 или 3-нуклеотидам. Оптимум рН для нуклеотидазы, полученной из яда разных кобр, колеблется от 6,4 до 9,0 , однако для высокоочищенных препаратов рН сдвинут в щелочную сторону. Двухвалентные металлы активируют фермент, тогда как цистеин ингибирует его активность.
Яд кобры обладает способностью подавлять дыхание, и интоксикация им приводит к нарушению нормального течения окислительно-восстановительных процессов в клетках тканей. При этом происходит подавление дыхания и разобщение процессов окислительного фосфорелированя митохондрий. Яд вызывает набухание митохондрий с нарушением структуры сопрягающей мембраны (Бердыева, 1990).
Токсикологический скрининг показал, что DL50 для яда кобры при внутрибрюшинном введении составляет 0.6±0.08 мг/кг (рис. 6.4).
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Рис. 6.4. Влияние гепарина и протамин сульфата на токсические 
свойства яда кобры
1- DL50 яда кобры (0.6±0.08);                     2- DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05);
3- DL50 смеси яд-гепарин (1:0.5);              4- 2 DL50  яда кобры (1.5 мг/кг);
5- 2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05);         6- 2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.5);
7- DL50 яда кобры на фоне протамин сульфата (10 мг/кг).
* - Различия между контрольными и экспериментальными группами 
статистически значимы (р≤0,05).
Максимальное протекторное действие гепарина при интоксикации ядом кобры регистрируется при весовом соотношении компонентов смеси яд-гепарин 1:0.05 и DL50 составляет в этом случае 1.7±0.1 мг/кг. Снижение концентрации гепарина в 10 раз сопровождается снижением антидотного действия, а DL50 яда кобры составляет 0.9±0.07 мг/кг. Аналогичная тенденция протекторного действия гепарина при интоксикации ядом кобры наблюдается при применении 2 DL50.. Напротив, токсичность яда кобры на фоне действия протамин сульфата увеличивается, а DL50 снижается, составляя 0.45±0.01 мг/кг (рис. 6.4).
Определив в предыдущей серии величину 2 DL50 равной 1.5 мг/кг, мы использовали эту дозу в качестве тестовой (контрольной) при изучении влияния гепарина на выживаемость мышей при интоксикации ядом кобры. В этом разделе были выполнены три блока экспериментов: использование смеси яда с гепарином, введение яда кобры на фоне действия гепарина и введение гепарина на фоне действия яда (рис. 6.5).
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Рис.6.5. Выживаемость мышей (%) при введении яда кобры в дозе 
2 DL50  в сочетании с гепарином
1- Яд кобры (1.5 мг/кг);                                 2- Смесь яд + гепарин (1:0.05);                 
3- Смесь яд + гепарин (1:0.5);                      4- Смесь яд + гепарин (1:5.0);
5. Гепарин (5 МЕ/кг) → яд;                          6. Гепарин (50 МЕ/кг) → яд;                                             
7. Гепарин (500 МЕ/кг) → яд;                      8. Гепарин (5000 МЕ/кг) → яд;
9. Яд → гепарин (5 МЕ/кг);                        10. Яд → гепарин (50 МЕ/кг);
11. Яд → гепарин (500 МЕ/кг);                  12. Яд → гепарин (5000 МЕ/кг).   

Применение инкубированной смеси яд-гепарин в соотношениях 1:0.05, 1:0.5 и 1:5.0 сопровождалось во всех случаях протективным эффектом, однако максимальная выживаемость животных регистрировалась при соотношениях яд-гепарин 1:0.05, а выживаемость достигала 70%. При введении яда кобры в тестовой дозе на фоне действия предварительно инъецированного гепарина в дозе 5 МЕ/кг отличалось более высокими показателями выживаемости, чем при других дозах мукополисахарида (50. 500, 5000 МЕ/кг). Однако при введении гепарина на фоне действия яда кобры максимальный антидотный эффект отмечался при дозе гепарина 50 МЕ/кг (рис. 6.5).
Таким образом, для каждого сочетания гепарина, введённого совместно с ядом существует определённый оптимум, при котором фиксируется максимальная выживаемость животных. Уменьшение или увеличение дозы гепарина сопровождается более низким уровнем протекции. 
6.3.2. Яд гюрзы
Яд среднеазиатской гюрзы (Vipera lebetina) относится к типичным гематотоксическим ядам с высоким содержанием протеолитических ферментов различной субстратной специфичности. В то же время в яде присутствуют нейротоксические компоненты, обладающие высокой активностью и в целом ряде случаев обеспечивающие летальный эффект ядов. Присутствие в яде токсинов, обладающих как нейротропными и кардиотропными, так и энзиматическими  свойствами, обусловливает развитие цепи сопряженных и взаимно связанных патологических процессов. В яде гюрзы обнаружены такие ферменты, как гиалуронидаза, фосфолипаза А, 5-нуклеотидаза, фосфодиэстераза, дезоксирибонуклеаза, рибонуклеаза, аденозинтрифосфатаза, нуклеотидпирофосфатаза, экзопептидаза (Кадыров, 1987). 
При отравлении ядом гюрзы отмечается диссоциация белково-полисахаридных комплексов основного вещества соединительной ткани стенки сосудов и периваскулярного пространства, деполимеризация кислых мукополисахаридов. Яд гюрзы вызывает дистрофические изменения всех слоев сосудистой стенки, вакуолизацию протоплазмы, полиморфизм и дистрофию ядер, пролиферацию эндотелия. Внутренняя эластическая мембрана находится в состоянии гиперэластоза, неравномерно повышенной складчатости, наружная эластическая мембрана расщеплена, разволокнена, с элементами разрывов. Отмечается значительное нарушение лимфообращения (Бердыева, 1990).
Яд среднеазиатской гюрзы вызывает выраженные морфофункциональные изменения в эндокринных железах, проявляющиеся прогрессирующими вазомоторными и деструктивными нарушениями в паренхиме с последующим отеком стенки сосудов, соединительной ткани и ультраструктурными изменениями клеток, степень выраженности которых зависит от дозы яда и продолжительности его действия. Значительному изменению при этом подвергаются митохондрии (набухание и разрушение крист с резким просветлением матрикса), наблюдается дегрануляция зернистого эндоплазматического ретикулума и атрофия пластинчатого комплекса (Кадыров, 1984).
Нативный яд среднеазиатской гюрзы в больших дозах приводит к уменьшению числа иммунокомпетентных клеток в селезенке неиммунизированных животных. Терапевтические дозы яда гюрзы, напротив, способствуют увеличению количества антителообразующих клеток (Касенов, 1977).
В последние годы было выделено и охарактеризовано множество протеолитических ферментов из яда гюрзы, у многих расшифрована аминокислотная последовательность. Они отличаются молекулярной массой, субстратной специфичностью, оптимумом рН и изоэлектрической точкой, термостабильностью. Часть из них являются сериновыми протеазами, а часть – металлопротеиназами. Например, сериновая протеаза из яда гюрзы с молекулярной массой 37000±2000 и рНopt 9 обладала брадикинин-высвобождающей активностью (Siigur et al., 1991, 1998). 
Две сериновые фибриногеназы, выделенные из яда гюрзы, имеют гомологичную N-концевую последовательность, но отличаются по субстратной специфичности, молекулярной массе и другим свойствам; β-фибриногеназа, гликопротеин с молекулярным весом 52500, расщепляет в первую очередь Вβ цепь фибриногена, а уже затем Аα цепь; обладает аргинин-эстеразной активностью (Siigur et al., 1991); α-фибриногеназа не способна гидролизовать эфиры аргинина, но разрушает α-цепь фибриногена, нарушая его свертывание тромбином (Samel et al., 2002).
 Антикоагулянтная протеиназа, лебетаза, включающая несколько изоформ, гидролизует казеин, фибриноген и фибрин путем гидролиза α и β цепей, а также окисленную В-цепь инсулина. Ее молекулярная масса около 23 кДа, фермент содержит цистеиновые мостики, необходимые для поддержания структуры. Фибринолитическая активность лебетазы прямая, без активации плазминогена (Siigur, Siigur, 1991). 
Этот фермент является металлоэнзимом и содержит 1 моль Zn2+ и 1 моль Са2+ на моль белка. Ионы Cd2+, Cu2+  и Со2+ ингибировали фибринолитическую и казеинолитическую активность лебетазы. Лебетаза ингибировала агрегацию тромбоцитов, вызванную АДФ (Siigur J. et al., 1998); α2-макроглобулин из плазмы человека расщепляется лебетазой с образованием фрагментов с молекулярной массой около 90 кДа, образующих ковалентный комплекс с  ферментом, при этом фибринолитическое действие лебетазы ингибируется (Saidi et al., 1999). В дальнейшем выяснили, что лебетаза обладает широкой субстратной специфичностью, в частности, против многих биологически активных пептидов, например, субстанции Р (Trummal et al., 2000). 
Сходная по свойствам фибриногеназа с содержанием в цельном яде около 7-8%, выделенная из яда гюрзы, является гликопротеином с молекулярной массой 26000±1000. Этот фермент гидролизует В- цепь и А-цепь фибриногена, а также фибрин и казеин. Фибриногеназа активировалась ионами Са2+ и Mg2+. В дозе 100 мкг/мышь фермент не оказывал токсического и геморрагического действия (Gasmi et al., 1991). Этот фермент не оказывал действия на очищенный фактор Х, протромбин и протеин С. Сильная тромболитическая активность фермента отличалась от эффекта плазмина и не зависела от активаторов плазминогена (Gasmi et al., 1997).
Активатор фактора V был выделен из яда гюрзы, он представляет собой одноцепочечный гликопротеин с молекулярной массой 28.4 кДа, его активность угнеталась ингибитором сериновых протеиназ (Siigur et al., 1998).
A. Gasmi et al. (1994) выделили из яда гюрзы белок, не влияющий на коагуляцию крови, но уменьшающий гемолитическую активность человеческой сыворотки, измеренную для классического и альтернативного пути. Авторы частично объясняют утерю активности комплемента протеолитическим расщеплением α цепи С3 и С4. E. Siigur et al. (1985) изолировали из яда гюрзы фактор роста нервов, – гликопротеин с молекулярной массой 32500 и слабой аргинин-эстеразной активностью.
В работах многих авторов показано увеличение проницаемости сосудов при интоксикации ядом гюрзы (Орлов, Вальцева, 1977). Был выделен белок, повышающий проницаемость капилляров, который содержится в цельном яде в количестве примерно 0.2%. Он обладает активностью аргинин-эстеразы и фосфолипазы А2; его N-концевая аминокислотная последовательность показывает значительное сходство с фактором роста сосудистого эндотелия и тромбоцит-высвобождающим фактором роста (Gasmi et al., 2000).
Гетеродимерный дезинтегрин, названный лебеин, был выделен из цельного яда гюрзы. Каждая субъединица содержит 64 аминокислотных остатка с 10 цистеинами и RGD-сайтом на концевой части молекулы. Белок обладает сильным ингибирующим действием на АДФ-индуцируемую агрегацию тромбоцитов плазмы человека (Gasmi et al., 2001). 
Две группы полипептидов, лебетины 1 и 2, ингибирующие агрегацию тромбоцитов, были выделены из яда гюрзы. Лебетин 1 – пептид, богатый пролином и лизином, содержит 12-13 аминокислотных остатков, его последовательность идентична N-концевой последовательности лебетина 2, содержащего 37-38 аминокислотных остатков. Лебетины ингибировали агрегацию тромбоцитов, индуцируемую тромбином и коллагеном. В опытах in vivo внутривенное введение лебетинов сильно ингибировало коллаген-индуцируемую тромбоцитопению крыс (Barbouche et al., 1996; 1998).
Многие авторы высказывают надежды, что вышеупомянутые вещества из яда гюрзы могут быть использованы для изучения физиологических механизмов свертывающей и противосвертывающей систем крови, а также для получения новых эффективных лекарств на основе зоотоксинов.
Расчётным путём определяли DL50 для яда гюрзы, которая составила для мышей 2.8±0.3 мг/кг. Данная величина использовалась в качестве контрольной, достоверные различия с которой (р≤0,05) на рисунке отмечались звёздочкой (рис. 6.6).
При использовании смеси яд-гепарин в соотношении 1:0.005 отмечался максимальный антидотный эффект гепарина, а DL50 в этом случае составляла 6.2±0.3 мг/кг. Увеличение концентрации гепарина в смеси в 10 раз сопровождалось снижением протективного эффекта. Аналогичная картина наблюдалась при увеличении дозы яда гюрзы до 2 DL50. Также как и в опытах с применением DL50 максимальное антидотное действие гепарина проявлялось при введении смеси яд-гепарин в соотношении 1:0.005. Предварительное введение протамин сульфата потенцировало токсические свойства яда гюрзы, а DL50 составляла лишь 1.8±0.3 мг/кг (рис.6.6).
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Рис. 6.6. Влияние гепарина и протамин сульфата на токсические свойства яда гюрзы
1- DL50 яда гюрзы (2.8±0.3);                     2- DL50 смеси яд-гепарин (1:0.005);
3- DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05);           4- 2 DL50 яда гюрзы (6.0 мг/кг);
5- 2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.005);       6- 2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05);
7- DL50 яда гюрзы на фоне протамин сульфата (10 мг/кг).
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05).

Антидотное действие гепарина реализовалось не только при введении в виде смеси, но и при введении яда на фоне гепарина и, наоборот, введении гепарина на фоне действия яда гюрзы (табл. 6.4).  
Сочетанное применение в виде смеси яд-гепарин в соотношении 1:0.005 сопровождается  максимальной выживаемостью экспериментальных мышей (60%). Такой же показатель выживаемости фиксируется при действии яда гюрзы на фоне предварительного введения гепарина в дозе 5 МЕ/кг. Максимальный протективный эффект гепарина на фоне действия яда гюрзы отмечается при дозе мукополисахарида 5 МЕ/кг, при этом выживаемость снижается до 40%. Дозы гепарина выше или ниже оптимальной величины характеризуются меньшим антидотным эффектом (табл. 6.4).
                                                                                            Таблица 6.4
Выживаемость мышей (%) при введении яда гюрзы в дозе 2 DL50
в сочетании с гепарином
	Условия 
эксперимента
	Выживаемость, %
	Условия 
эксперимента
	Выживаемость, %

	Яд гюрзы 2 DL50
	0
	Гепарин (50 МЕ/кг) → яд
	40

	Яд + гепарин (1:0.005)
	60
	Гепарин (500 МЕ/кг) → яд
	30

	Яд  + гепарин (1:0.05)
	30
	Яд → гепарин (0.5 МЕ/кг)
	20

	Яд  + гепарин (1:0.5)
	20
	Яд → гепарин (5 МЕ/кг)
	40

	Гепарин (0.5 МЕ/кг)→ яд
	50
	Яд → гепарин (50 МЕ/кг)
	30

	Гепарин (5 МЕ/кг)→яд
	60
	Яд → гепарин (500 МЕ/кг)
	10


                                                                               
6.3.3. Яд эфы
Яд эфы по своему физиологическому действию во многом сходен с ядом гюрзы, а также сходен по химическому составу, в частности ферментному статусу. Однако токсичность яда гюрзы для мышей в два раза выше, чем  яда эфы, что согласуется с данными литературы (Орлов, Гелашвили, 1985).
Так как яд гюрзы и яд эфы достаточно близки по своему химическому составу и физиологическому действию, то и их взаимоотношения с гепарином, видимо, должны быть сходными. Действительно, яд эфы в смеси с гепарином снижает токсическое действие при определённых оптимальных соотношениях компонентов. Однако, если оптимальным для яда гюрзы является соотношение 1:0.005, то для яда эфы – 1:0.05 (табл. 6.5).
                                                                                          Таблица 6.5.
Влияние гепарина и протамин сульфата на токсические свойства
яда эфы
	№ п/п
	Условия эксперимента
	Доза яда, мг/кг

	1.
	DL50 яда эфы (контроль)
	5.2±0.1

	2.
	DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05)
	6.5±0.2

	3.
	DL50 смеси яд-гепарин (1:0.5)
	5.8±0.1

	4.
	2 DL50 яда эфы (контроль)
	11.6

	5.
	2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05)
	17.7±0.8

	6.
	2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.5)
	14.2±0.5

	7.
	DL50 яда эфы на фоне протамина (10  мг/кг)
	4.1±0.2



Оценивая выживаемость лабораторных мышей при введении смеси яд эфы (2DL50) в соотношении 1:0.005, 1:0.05 и 1:0.5, было показано, что максимальный протекторный эффект фиксируется при соотношении 1:0.05, причём выживаемость в этом случае составляет 70%. Инъекция по схеме гепарин → яд эфы максимальным эффектом сопровождается при предварительном введении гепарина в дозе 50 МЕ/кг. Аналогичная картина наблюдается при введении гепарина на фоне действия яда, однако если в предыдущем варианте выживаемость составляет 60%, то при данном – только 40% (табл. 6.6).
                                                                                                Таблица 6.6
Выживаемость мышей (%) при введении яда эфы в дозе 2 DL50
в сочетании с гепарином
	Условия 
эксперимента
	Выживаемость, %
	Условия 
эксперимента
	Выживаемость, %

	Яд гюрзы 2 DL50
	0
	Гепарин (50 МЕ/кг) → яд
	60

	Яд + гепарин (1:0.005)
	40
	Гепарин (500 МЕ/кг) → яд
	40

	Яд  + гепарин (1:0.05)
	70
	Яд → гепарин (0.5 МЕ/кг)
	10

	Яд  + гепарин (1:0.5)
	30
	Яд → гепарин (5 МЕ/кг)
	30

	Гепарин (0.5 МЕ/кг)→ яд
	20
	Яд → гепарин (50 МЕ/кг)
	40

	Гепарин (5 МЕ/кг)→яд
	40
	Яд → гепарин (500 МЕ/кг)
	20



                                             6.3.4.  Яд щитомордника
 Род щитомордник (Agkistrodon) относится к семейству ямкоголовых змей (Crotalidae). По токсичности яд щитомордника не уступает ядам степной и обыкновенной гадюк, хотя менее ядовит, чем яд кобры. По данным Я. Д. Давлятова (1985) яд щитомордника относится к гематотропным ядам, с ярко выраженной особенностью которых является способность провоцировать тромбообразование в кровеносных сосудах. 
Впервые в 1938 году был получен в кристаллическом виде нейротоксический компонент яда южно-американской гремучей змеи - кротоксин (Slotta, 1938). Выделенный протеин с молекулярной массой 30000 и изоэлектрической точкой при рН  4,7 составлял около 50% массы сухого яда, обладал 75% общей токсичности и по различным физико-химическим критериям представлялся гомогенным образованием (Slotta, 1938; Fronencel – Conreet, 1956). Однако позднее были получены данные, свидетельствующие о химической гетерогенности кротоксина (Hendon, 1971).  Кротоксин представляет собой естественный комплекс, по меньшей мере, двух противоположно заряженных белковых компонентов, удерживающихся вместе на основе кислотно-щелочного равновесия. Хроматографией на КМ - целлюлозе (Давлятов, 1986) кротоксин был разделён на две большие и несколько мелких фракций. В качестве одного из главных компонентов была описана щелочная фосфолипаза А2, со сравнительно низкой токсичностью для мышей (Rübsamen, 1971). 
Вторая большая фракция была представлена кислым белком, лишенным токсичности и фосфолипазной активности. При рекомбинации компонентов токсичность фосфолипазы увеличивается примерно в 12 раз при внутривенном и в1000 раз при подкожном введении. Таким образом, была подмечена уникальная способность кислого белка кротоксинового комплекса, которая выражалась в потенцировании in vivo  токсичности фосфолипазы А2 и торможение in  vitro ее ферментативной активности (Rübsamen, 1971).
При сравнительном изучении биологической активности ядов щитомордников трех видов и пяти других родственных видов из трибы Agkistrodontini в образцах были выявлены геморрагические, прокоагулянтные и антикоагулянтные свойства, а также активность фосфодиэстеразы, щелочной фосфомоноэстеразы, 5’-нуклеотидазы, гиалуронидазы, фосфолипазы А, L-аминокислотной оксидазы и протеазы (Tan, Ponnudurai, 1990). Исследователи выяснили, что межвидовые различия в биологической активности ядов, особенно в фосфодиэстеразной, аргинин-эстеразной и антикоагулянтной активности, могут служить для дифференциации видов. Яды А. piscivorus и А. contortrix не отличались значительно по своей биологической активности.
При изучении эффектов яда щитомордника Agkistrodon piscivorus на микроциркуляцию крыс (Almeida et al., 1977) выяснили, что яд вызывает переполнение, гемолиз и повышение проницаемости сосудов, а также геморрагию и тромбоз. Электронно-микроскопические исследования выявили мезотелиальные и эпителиальные повреждения в легких и ранние воспалительные реакции в сосудах семенников. Во всех сосудах отмечалась фрагментация эритроцитов, а также дегенерация эндотелия и дезинтеграция капилляров. 
При изучении ядов щитомордников A. p. piscivorus и A. c. contortrix  S. S. Bajwa et al. (1982) выявили фибринолитическую, но не тромбино-подобную активность. При разделении на сефадексе G-100 из яда A. p. piscivorus была выделена одна фракция с фибринолитической активностью и молекулярным весом 34000. В яде A. c. contortrix  были выявлены фракции с тромбино-подобной и фибринолитической активностью, с молекулярным весом 73000 и 25000 соответственно. В цельных ядах и их фракциях не было выявлено плазминоген активирующей активности.
 В последствии B.S. Hahn et al. (1995) выделили из яда Agkistrodon p. piscivorus два фибринолитическиз энзима, названных писцивораза 1 и 2. Молекулярный вес этих протеаз 23400 и 29000 Д соответственно. Писцивораза 1 эффективно расщепляла Аα и Вβ цепи фибриногена, а писцивораза 2 активно гидролизовала Аα цепь и более медленно Вβ цепь. Эти фибринолитические ферменты активировались ионами Са2+, Mg2+ и Ba2+, но ингибировались в присутствии Zn2+, Cu2+ и Mn2+, а также цистеином и хелаторами металлов. Эти ферменты не были активны по отношению к специфическим хромогенным субстратам тромбина, плазмина и калликреина. T. Nikai et al. (1988) выделили из яда Agkistrodon p. piscivorus β-фибриногеназу, гликопротеин с молекулярным весом около 33500, обладающий кинин-высвобождающей активностью. Выход фермента при очистке составил 2.5 мг на 1 мг цельного яда. Эксперименты позволяют предположить участие серина в каталитической активности фермента (Nikai et al., 1988).
Яды змей и их компоненты все шире применяют для лечения заболеваний сосудов. L.G. Sun et al. (1990) изучали действие фракций яда щитомордника на атеросклероз у японских перепелов. Яд Agkistrodon halys был разделен хроматографическим методом, и полученные фракции вводились внутривенно, через день, в течение 7 недель перепелам с атеросклерозом аорты, вызванным рационом с высоким содержанием холестерина. Результаты исследования показали, что, хотя не наблюдалось регрессии атеросклероза, у животных отмечалось снижение сывороточного холестерина и пролонгирование времени образования кровяного сгустка в результате лечения одной из фракций яда. Эта фракция содержала два главных белковых компонента, один из которых обладал аргинин-эстеразной активностью. 
При изучении геморрагической активности змеиных ядов семи представителей рода Agkistrodon выяснили, что все эти яды содержат геморрагические токсины, часть из которых оказалась устойчива к нагреванию (100ºС, 5 мин). Яд Agkistrodon p. piscivorus был наиболее активен. Кроме того, все эти яды обладали протеолитической активностью, которая также частично сохранялась при нагревании (Ownby et al., 1994).
B.S. Hanh et al. (1996) выделили из яда Agkistrodon caliginosus тромбиноподобный энзим, названный калобином. Позже те же исследователи выделили вторую тромбино-подобную протеазу, которая оказалась сериновой протеазой с молекулярным весом 41000 и слабой фибринолитической активностью. Этот фермент продуцировал из фибриногена фибрин и также обладал аргинин эстеразной активностью. N-концевая последовательность фермента полностью совпадает с последовательностью калобина и высоко гомологична некоторым другим тромбино-подобным энзимам (Cho et al., 2001).
Y. Komori et al. (1999) выделили лектин из яда щитомордника Agkistrodon piscivorus piscivorus и определили его первичную структуру. Это оказался гомодимерный протеин, связанный дисульфидными мостиками, состоящий из мономеров с молекулярной массой 16200. Эритроциты человека и кролика подвергались агглютинации лектином, причем его активность зависела от кальция. Галактоза, лактоза, рамноза и ЭДТА сильно ингибировали гемагглютинацию, вызванную лектином. Первичная последовательность этого белка оказалась высоко гомологичной лектинам и белкам, связывающим тромбоцитарный гликопротеин Ib, из других змеиных ядов. Этот белок, по-видимому, относится к семейству β-галактозид-связывающих лектинов С-типа (Komori et al., 1999).
Апплагин, сильный ингибитор агрегации кровяных пластинок, был получен из яда Agkistrodon p. piscivorus (Chao et al., 1989). Протеин состоит из 71 аминокислотного остатка, богат цистеином; это димер, связанный дисульфидными мостиками. Он содержит последовательность, распознаваемую тромбоцитарным гликопротеином IIb/IIIa, в позиции 50-52 (Арг-Гли-Асп) и имеет высокую гомологию с другими дезинтегринами змеиных ядов, такими как эхистатин из яда эфы. Апплагин блокирует агрегацию тромбоцитов, вызванную АДФ, коллагеном, тромбином и арахидоновой кислотой. Показано, что это ингибирование связано с ингибированием образования тромбоксана А2 и высвобождения серотонина из плотных гранул. 
 Кроме того, димерный дезинтегрин, названный писцивостатин, был выделен из яда Agkistrodon p. Piscivorus. Молекула состоит из двух цепей, обозначенных как α и β цепи, состоящих соответственно из 65 и 68 аминокислотных остатков и включающих RGD и KGD последовательности. Писцивостатин имеет два мотива, распознаваемых тромбоцитарным гликопротеином IIb/IIIa. Исследования показали, что писцивостатин проявляет две противоположние активности, действуя как ингибитор агрегации тромбоцитов и диссоциации агрегатов тромбоцитов (Okuda, Morita, 2001).
Фракция F, полученная и яда щитомордника Agkistrodon p. piscivorus, представляет собой декапептид, модулирующий действие брадикинина на сокращение гладких мышц. Этот пептид не влиял на депрессорный эффект брадикинина, но усиливал его действие на изолированную подвздошную кишку морской свинки и пролонгировал время релаксации изолированной двенадцатиперстной кишки крысы. Кроме того, эта фракция ингибировала превращение ангиотензина I в ангиотензин II in vitro (Ferreira et al., 1995).
При изучении гиалуронидазной активности ядов 19 змей из трех семейств (Elapidae, Viperida и Crotalidae) наибольшее содержание этого фермента K. Kudo и A. T. Tu (2001) нашли в яде щитомордника Agkistrodon contortrix contortrix. Очищенная гиалуронидаза имеет молекулярную массу около 60 кДа. Этот фермент оказался специфичным против гиалуроновой кислоты и не гидролизовал другие полисахариды (хондроитин, хондроитин сульфаты и гепарин). Он оказался эндогликозидазой, без экзогликозидазной активности, большая часть продуктов гидролиза гиалуроната были гекса- и тетрасахариды с N-ацетилглюкозамином на конце; точкой приложения были β-1,4, но не β-1,3 гликозидные связи (Kudo, Tu, 2001)
Фосфолипаза А2 из яда щитомордника Agkistrodon piscivorus piscivorus является одним из наиболее хорошо изученных ферментов змеиных ядов. Показано, что основная мономерная фосфолипаза А2 подвергается Са2+-зависимому аутокаталитическому ацилированию в процессе гидролиза как модельных, так и природных фосфолипидных субстратов. Ацилирование имеет место в позиции Лиз-7 и Лиз-10, в N-концевом сегменте α-спирали энзима, после чего диацилфосфолипаза в растворе становится димером. Ацилирование позволяет ферменту преодолеть период задержки, наблюдаемый в этих условиях у мономерных фосфолипаз, но не отмеченный у димерной фосфолипазы А2 из яда Crotalus atrox, и значительно увеличить скорость гидролиза агрегированных фосфолипидов (Cho et al., 1988).
 Кроме того, в яде присутствует изоформа фосфолипазы А2, в которой остаток Асп-49 замещен на лизин. Это замещение изменяет последовательность связывания Са2+, служащего ко-фактором, и фосфолипидного субстрата при образовании каталитического комплекса. Определение аминокислотной последовательности Лиз-49 фосфолипазы А2 выявило ее высокую гомологию обычной фосфолипазе Асп-49. У этих белков наблюдается одинаковый паттерн 14-ти цистеиновых остатков, консервативные гидрофобные участки, окружающие активный центр и остатков Асп-99 и Гис-48, которые участвуют в каталитической реакции (Maraganore, Heinrikson, 1986). 
Тем не менее, свойства этих ферментов существенно отличаются. Так, показано, что скорость реакции, катализируемой фосфолипазой Лиз-49, и летальность при внутрижелудочковом введении составляет менее 3%, антикоагулянтная активность около 4%, а летальность при внутривенном введении – примерно 20% по сравнению с фосфолипазой Асп-49. Оба фермента имеют очень маленькую прямую гемолитическую активность. Однако обе фосфолипазы примерно равны по силе действия на нервно-мышечный диафрагмальный препарат и изолированную полоску желудочка сердца (Dhillon et al., 1987). 
При действии на сердце и нервно-мышечный препарат фосфолипаза Асп-49 гидролизовала фосфатидилхолин и фосфатидилэтаноламин, тогда как с фосфолипазой Лиз-49 гидролиза фосфолипидов не наблюдалось. Выяснилось, что присутствие аспартата-49 в активном центре фосфолипазы А2 существенно для ее каталитического действия. Замещение Асп-49 на лизин сильно снижало связывание Са2+ и сродство к субстратным аналогам. Тщательная очистка фосфолипазы Лиз-49 из Agkistrodon piscivorus piscivorus и исследование ее свойств позволили сделать вывод об отсутствии фосфолипазной активности у этой изоформы (Berg et al., 1988).
 В последние годы было выяснено, что лиз-49 фосфолипаза А2 из яда Agkistrodon piscivorus piscivorus и других змей семейства Crotalidae оказывает свое миотоксическое действие по принципиально иному молекулярному механизму. Короткая катион-гидрофобная последовательность (115-129) вблизи С-конца фосфолипазы Лиз-49, которая отличается от таковой фосфолипазы Асп-49, (KKYKAYFKLKCKK) отвечает за ее мембрано-повреждающие свойства и способность лизировать клетки скелетной мускулатуры в культуре(Núñez et al., 2001).
В яде трех видов щитомордников (Agkistrodon contortrix contortrix, Agkistrodon contortrix mokasen, Agkistrodon piscivorus piscivorus) и других змей семейства Crotalidae было найдено высокое содержание цитрата. Цитратные соли кальция, магния, цинка, железа, натрия и калия могут входить в состав яда и служат эффективным буфером (Frietas et al., 1992).
В наших экспериментах DL50 для мышей при внутрибрюшинном введении, полученная расчётным путём, составляет 0.78±0.03 мг/кг, что несколько выше данных, приводимых в литературе (0.57 мг/кг) (Орлов и др., 1990).
Сочетанное применение яда щитомордника в виде смеси в широком диапазоне соотношений концентрации яда и гепарина в смеси, а также при предварительном введении протамин сульфата, блокирующего активность эндогенного гепарина, протекторного эффекта мукополисахарида не отмечено (табл. 6.7). 
В результате проведённых исследований по токсикологической характеристике исследуемых зоотоксинов с достаточно высокой степенью уверенности можно сказать, что протекторное действие гепарина не зависит от таксономической принадлежности того или иного яда. Так, введение яда пчёл, скорпионов, ядов кобры, гюрзы и эфы в сочетании с гепарином характеризуется снижением токсических свойств указанных ядов животных, причём блокада эндогенного гепарина напротив потенцирует действие токсинов природного происхождения. Однако, гепарин индифферентен в отношении ядов жабы, саламандры и яда щитомордника (Хомутов, 1983; 1987).
                                                                                                   Таблица 6.7
Влияние гепарина и протамин сульфата на токсические свойства
яда щитомордника
	№ п/п
	Условия эксперимента
	Доза яда, мг/кг

	1.
	DL50 яда щитомордника (контроль)
	0.78±0.03

	2.
	DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05)
	0.82±0.01

	3.
	DL50 смеси яд-гепарин (1:0.5)
	0.80±0.05

	4.
	DL50 смеси яд-гепарин (1:5.0)
	0.74±0.02

	5.
	2 DL50 яда щитомордника (контроль)
	1.5

	6.
	2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.05)
	1.60±0.1

	7.
	2 DL50 смеси яд-гепарин (1:0.5)
	1.58±0.08

	8.
	2 DL50 смеси яд-гепарин (1:5.0)
	1.46±0.2

	9.
	DL50 яда щитомордника на фоне протамин сульфата (10 мг/кг)
	1.44±0.1



Исследуемые зоотоксины отличаются друг от друга не только по таксономическим признакам, но и по химическому составу и физиологическому действию. Пчелиный яд, яд скорпиона и яд кобры по физиологическому действию относятся к нейротоксическим антикоагулянтам, яды гюрзы, эфы и щитомордника – к геморрагическим коагулянтам, а яды жабы и саламандры к кардиотоническим стероидам, индифферентным к процессу гемокоагуляции (Пигулевский, 1966; Орлов и др., 1990).
Ещё одним установленным фактом возможного взаимодействия гепарина с зоотоксинами является наличие оптимального весового соотношения гепарина и яда, как в инкубированной in vitro смеси, так и при предварительном введении, причём каждый из исследованных токсинов имеет свой специфический, характерный только для данного яда, оптимум взаимодействия гепарина с ядом, снижение или увеличение уровня гепарина сопровождается снижением его антидотного действия.
В связи с установленными in vivo фактами предположение о том, что гепарин может вступать во взаимодействие с рядом токсинов (пчелиный яд, яд скорпиона, яды кобры, гюрзы и эфы) или не реагировать на присутствие гепарина (жабий яд, яд саламандры и яд щитомордника) нуждается в подтверждении, которым может быть исследование процессов взаимодействия in vitro физико-химическими методами (Хомутов и др., 2009).
6.4. Взаимодействие гепарина с зоотоксинами in vitro
Как известно, устойчивость комплексных соединений в растворе определяется константой диссоциации его комплексных ионов. Константа диссоциации характеризует термодинамическую  устойчивость комплекса, зависящую от энергии между центральным атомом и лигандом. Сдвиг равновесных (оптимальных) концентраций ионов ведёт к разрушению комплексного соединения, что выражается в изменении физико-химических показателей исследуемого раствора (Бычков, 1981).
6.4.1. Пчелиный яд
Методом фотоэлектроколориметрии было установлено, что при исследовании смеси, инкубированной in vitro в течение 15 мин при температуре 37°С, в которой в 1 мл содержится 1 мг пчелиного яда или 1 мг мелиттина, основного действующего начала пчелиного яда, и возрастающие концентрации гепарина (0.05-5000 МЕ/мл), светопоглощение раствора как содержащего яд, так и мелиттин, последовательно увеличивается, достигая максимума при содержании гепарина в растворе 50 МЕ/мл, дальнейшее увеличение концентрации гепарина сопровождается снижением величины светопоглощения (рис. 6.7). 
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Рис. 6.7. Влияние гепарина на показатели светопоглощения (%) 
раствора пчелиного яда и мелиттина.
* - Различия между контрольной и экспериментальной группами 
статистически значимы (р≤0,05).
•  - Различия между группами «яд пчелы» и «мелиттин» 
статистически значимы (р≤0,05).
Необходимо отметить, что величина показателей светопоглощения пчелиного яда при всех исследованных концентрациях гепарина достоверно ниже, чем показатели раствора, содержащего мелиттин. Как известно, мелиттин составляет 40% массы нативного пчелиного яда, который кроме мелиттина содержит ряд ферментов, которые, возможно не участвуют во взаимодействии с гепарином.
В литературе имеются разноречивые сведения о том, что с одной стороны, связь гепарина с прокоагулянтами ковалентна и является карбоксильным эфиром (Menez et al., 1982), а другие считают, что длительное существование комплекса гепарин-антитромбин+тромбин  не имеет места: гепарин быстро отщепляется, выполняя лишь каталитическую функцию в реакции инактивации тромбина антитромбином (Li et al., 1976).
Исходя из этого, можно предположить, что соединение, получившееся при взаимодействии гепарина и активных начал яда, либо комплекс реагирующих ионов, либо полимер мономолекулярных цепочек яда. Тогда гепарин, выполнив каталитическую функцию мицеллообразования, будет находиться в надосадочной жидкости (Haas, 1946).
Как известно, классическим антагонистом гепарина является протамин сульфат, вступающий с гепарином во взаимодействие с образованием комплексного соединения, в котором мукополисахарид теряет свои антикоагулянтные свойства (Ляпина, Азиева, 1989; Racanelli, Ahsan, Fareed, 1989).
Чтобы проверить, остался ли гепарин в растворе после взаимодействия с пчелиным ядом, образовавшуюся взвесь осаждали центрифугированием и определяли гепарин в надосадочной жидкости по его взаимодействию с протамин сульфатом (табл.6.8).
                                                                                          Таблица 6.8
Экстинкция растворов гепарин (50 МЕ/мл)- пчелиный яд и надосадочная жидкость- протамин сульфат
	№ серии
	Концентрация пчелиного яда, мг/мл

	
	0.1
	0.2
	0.5
	0.8
	1.0
	2.0
	5.0
	8.0
	10
	20

	I
	0.026
	0.048
	0.155
	0.452
	0.642
	0.698
	1.010
	1.262
	1.433
	2.126

	II
	0.022
	0.034
	0.111
	0.153
	0.023
	0.052
	0.128
	0.230
	0.277
	0.611

	III
	1.200
	1.303
	1.225
	0.591
	0.027
	0.055
	0.113
	0.210
	0.233
	0.500

	I серия – Гепарин (50 МЕ/мл) + пчелиный яд;
II серия – Экстинкция надосадочной жидкости после центрифугирования в течение 10 мин, скорость 5000 об/мин; 
Ш серия – Смесь надосадочной жидкости с протамин сульфатом


Полученные значения экстинкции соотносили с предварительно построенной калибровочной кривой. Выяснили, что полученная взвесь осаждается центрифугированием наиболее полно, когда на 50 МЕ гепарина приходится около 1 мг яда. При добавлении протамин сульфата к надосадочной жидкости максимальный прирост экстинкции наблюдался при малых концентрациях яда (0.1-0.5 мг/мл), эти значения соответствовали концентрации гепарина около 10-15 МЕ/мл по калибровочной кривой. При увеличении содержания яда содержание гепарина в надосадочной жидкости резко уменьшалось (до 5-6 МЕ/мл при концентрации яда 0.8 мг/мл), а при концентрации яда 1 мг/мл и выше гепарин в растворе определялся в следовых количествах (табл. 6.8).
Таким образом, результаты экспериментов позволяют заключить, что гепарин, также как и пчелиный яд, расходуется в процессе реакции. Наиболее полно эти вещества взаимодействуют в соотношении 50 МЕ гепарина на 1 мг яда.
Одним из доказательств образования комплекса гепарин-протамин в наших экспериментах служил метод фотоэлектроколориметрии. Было показано, что протамин сульфат (5 мг/мл) увеличивает экстинкцию раствора гепарина по всей линейке концентраций гепарина, однако максимум экстинции регистрируется при концентрации гепарина 50 и 250 МЕ/мл (рис. 6.8).
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Рис.6.8. Показатели экстинкции раствора гепарина и смеси 
гепарин-протамин сульфат.
1 – Гепарин (контроль)
2 – Гепарин-протамин сульфат.
* - Различия между контрольной и экспериментальной группами
 статистически значимы (р≤0,05).

Одним из методов, позволяющим объективно судить о взаимодействии исследуемых веществ в растворе, является метод кондуктометрии и рентгено-структурный анализ. Исследование электропроводности раствора, содержащего пчелиного яда 1 мг/мл, где в качестве растворителя использовалась бидистиллированная вода, показало, что величина электропроводности составляла 175 сименсов и практически не колебалась из опыта в опыт. 
Электропроводность возрастающих концентраций гепарина в пределах 0.05 – 5000 МЕ/мл увеличивалась со 120 до 200 сим (рис. 6.9). 
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Рис. 6.9. Зависимость электропроводности и оптической плотности
 растворов пчелиного яда от концентрации гепарина
1. Электропроводность комплекса гепарин – яд;
2. Электропроводность пчелиного яда (1 мг/мл);
3. Электропроводность гепарина (0.05 – 5000 МЕ/мл);
4. Оптическая плотность комплекса гепарин – яд;
А – кондуктограмма комплекса гепарин - яд;
Б – кондуктограмма пчелиного яда;
В – кондуктограмма гепарина.

Электропроводность инкубированной смеси (37оС в течение 15 мин) пчелиный яд – гепарин снижалась при концентрации гепарина 0.05 МЕ/мл с 300 сим до 100 сим при концентрации гепарина 50 МЕ/мл, т.е. максимальное снижение электропроводности наблюдалось при весовом соотношении яд:гепарин как 1:0.5. Необходимо отметить, что именно при этом весовом соотношении фиксируется максимум оптической плотности. Дальнейшее повышение концентрации гепарина в растворе сопровождается увеличением электропроводности и снижением оптической плотности (рис. 6.9).
Методом рентгено-структурного анализа с помощью регистрации дифрактометрической кривой было показано, что пчелиный яд имеет аморфную структуру, так как при регистрации сцинцилляционным счётчиком на малых углах небыло выявлено ни одного пика, характеризующего кристаллическую решётку (рис. 6.10).
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Рис. 6.10. Дифрактометрическая кривая распределения 
по углам отражения интенсивности рентгеновских лучей 
исследуемых веществ
А – дифрактометрическая кривая пчелиного яда;
В – дифрактометрическая кривая гепарина (50 МЕ/мл);
С – дифрактометрическая кривая смеси яд:гепарин (1:0.5).
         Стрелками показаны пики кристаллизации.
При исследовании гепарина было выявлено наличие трёх пиков кристаллизации на 22, 26 и 29о углах отражения. Сцинцилляционное исследование комплекса яд-гепарин при весовом соотношении 1:0.5 позволило выявить появление двух новых пиков кристаллизации 33 и 37о по углам отражения интенсивности рентгеновских лучей, что говорит об образовании нового химиеского соединения, отличающегося от вступающих в комплекс реагентов (рис. 6.10). 
При исследовании взаимодействия гепарина с различными веществами для доказательства комплексообразования in vitro в числе прочих физико-химических методов широко применяют анализ спектров поглощения веществ в УФ области (Ульянов и др., 1974; Кудряшов и др., 1975; Кудряшов, Ляпина, 1977; Никандров и др., 1987; Ляпина, Аммосова, 1987), поскольку изменения спектров исходных веществ в составе смеси свидетельствуют о модификации их химической структуры (возможном образовании химических связей, конформационных изменениях молекул и т. п.). Гепарин в фосфатном буфере (рН 7.2) в интервале 200-300 нм имеет максимум поглощения при 210 нм. Некоторые препараты гепарина также имеют слабый максимум в области 260 нм, который, по-видимому, обусловлен примесью белка (Алекперов, 1972).
Протамин сульфат имеет в ультрафиолетовой области пик поглощения при 210 нм, но характерная для других белков широкая полоса поглощения с максимумом в интервале 275-280 нм у него отсутствует (Мартин, 1966). При добавлении гепарина светопоглощение смеси возрастает до значений, значительно превышающих суммы экстинкций чистых веществ при данных длинах волн. Особенно заметное изменение оптической активности раствора наблюдается в диапазоне 230-300 нм, где вклад исходных веществ в светопоглощение в данной концентрации практически равен нулю (рис. 6.11). 


Рис. 6.11. Спектры поглощения гепарина, протамин сульфата и их смеси
в УФ области
        1 – гепарин, 1.2 МЕ/мл,
        2 – протамин сульфат, 40 мкг/мл,
3 – смесь гепарина с протамин сульфатом, в тех же концентрациях.
Пчелиный яд, как и большинство веществ белковой природы, имеет два максимума поглощения в области 207-210 и 225 нм, обусловленные вкладом пептидной связи, и слабую полосу поглощения в диапазоне 275-285 нм, характерную для ароматических аминокислот тирозина, фенилаланина и триптофана (Усманов, Кочетов, 1973). Как и в случае с протамин сульфатом, добавление даже небольшого количества гепарина приводит к выраженному изменению спектра поглощения, а именно возрастанию экстинкции во всем исследуемом диапазоне длин волн (200-300 нм) (рис. 6.12). 
По-видимому, неспецифическое увеличение оптической активности, также как и образование нефелометрических соединений в смеси пчелиного яда и гепарина можно объяснить укрупнением молекул в растворе при их химическом взаимодействии.


Рис. 6.12. Спектры поглощения в УФ области гепарина, 
пчелиного яда и их смеси
1 – гепарин, 1.5 МЕ/мл;                     2 – пчелиный яд, 0.05 мг/мл;
     3 – смесь гепарина с пчелиным ядом, в тех же концентрациях.

Мелиттин, основной компонент пчелиного яда, имеет практически такие же спектры поглощения в УФ области, как и цельный пчелиный яд. Наиболее сильное увеличение экстинкции наблюдается при содержании мелиттина 0.02 мг/мл и гепарина 1.2 МЕ/мл, тогда как при увеличении или уменьшении количества гепарина в пробе это изменение не столь значительно.
Фосфолипаза А2 составляет 12% сухого веса пчелиного яда и имеет спектры поглощения в УФ диапазоне, аналогичные мелиттину и цельному яду. Однако при добавлении гепарина в разных концентрациях не выявлено изменений оптической активности смеси по сравнению с исходными веществами.   
6.4.2. Яды змей
Регистрируя показатели экстинкции  гепарина в смеси с ядами змей, показано, что во всех случаях изменения имеют двухфазный характер, с наличием определённого оптимума взаимодействия, при котором величина экстинкции максимальна. Затем при увеличении концентрации гепарина в растворе экстинкция начинает снижаться, достигая при 5000 МЕ/мл гепарина минимальных величин. Однако следует заметить, что каждый из исследованных ядов имеет индивидуальный показатель  оптимума, связанный с концентрацией гепарина в смеси. Так, при взаимодействии яда кобры (1.0 мг/мл) с гепарином в инкубированной смеси максимальное значение экстинкции регистрируется при концентрации мукополисахарида 5.0 МЕ/мл, при взаимодействии яда гюрзы (1 мг/мл) – 0.05 МЕ/мл, а при взаимодействии яда эфы (1.0 мг/мл) – 0.5 МЕ/мл. Однако, следует заметить, что, если при оценке экстинкции  раствора яд кобры-гепарин и яд гюрзы-гепарин оптимальная величина резко отличается от остальных показателей, то при взаимодействии яда эфы с гепарином наблюдается постепенное изменение величины экстинкции относительно оптимальной величины (табл. 6.9).
                                                                                             Таблица 6.9
Влияние возрастающих концентраций гепарина на изменения экстинкции раствора яд (1 мг/мл) + гепарин in vitro
	Яды
	Концентрация гепарина, МЕ/мл

	
	0,05
	0,5
	5,0
	50
	500
	5000

	Контроль
	0.01
	0.2
	0.04
	0.06
	0.09
	0.20

	Кобра
	6,0±2.5*
	7,2±1.4*
	19,6±1.6*
	7,0±1.4*
	5,0±1.1*
	4,2±1.1*

	Гюрзы
	20,0±0.9*
	16,6±1.3*
	9,8±0.4*
	10.2±0.8*
	9,0±1.5*
	7,8±0.5*

	Эфа
	9,8±1.7*
	12,0±1.0*
	11,0±0.6*
	9,0±0.6*
	8,6±0.8*
	7,6±1.1*


* - Различия между контрольной и экспериментальной группами
статистически значимы (р≤0,05).

6.4.3. Жабий яд
Гепарин в широком диапазоне концентраций (0.05 – 5000 МЕ/мл) не изменяет экстинкции раствора яда жабы (1 мг/мл). Яд жабы имеет довольно своеобразный спектр поглощения в УФ области, что обусловлено сложным химическим строением его компонентов небелковой природы (рис.6.13).
Два пика при 210 и 220 нм, в отличие от сходных пиков полипептидной цепи, имеют почти равную интенсивность. Кроме того, жабий яд характеризуется широкой полосой поглощения с максимумами при 280 и 300 нм. Согласно данным Л. и М. Физера (1964), последние пики обусловлены оптическими свойствами буфотенина, производного триптамина, и стероидного генина буфоталина, входящих в состав яда жаб. Спектр поглощения препарата «Буфотин» был полностью идентичен спектру цельного яда. Как цельный жабий яд, так и «Буфотин» практически не меняли своей оптической активности в смеси с гепарином (рис. 6.13).                                 



Рис. 6.13. Спектры поглощения гепарина, буфотина и их смеси
1 – гепарин, 5 МЕ/мл;               
2 – буфотин, 0.02 мг/мл;
3 – буфотин, 0.02 мг/мл + гепарин, 2 МЕ/мл;
4 – буфотин, 0.02 мг/мл + гепарин, 5 МЕ/мл;
5 – жабий яд, 0.05 мг/мл.

6.4.4. Исследование спектров поглощения в видимом диапазоне
Одним из доказательств существования гепарина в конформации вторичной спирализованной структуры явилось образование метахроматического комплекса с тиазиновыми красителями (толуидиновый голубой и его различные модификаты: азур А, метиленовый синий и др.), которые нашли широкое применение при решении теоретических и практических задач: в качестве аналитического реагента в гистологических исследованиях и разработке методов контроля состава полупродуктов и субстанций гепарина, для пришивки гепарина на поверхности полимерных матриц при создании искусственных кровеносных сосудов (протезов). Тиазиновые красители в интервале рН 7.0-1.0 существуют в виде однозарядного катиона (R+) с максимумом светопоглощения при 610 – 650 нм. Стабильность образовавшегося катиона обусловлена наличием в тиазиновом кольце электронодонорских гетероатомов азота и серы, проявляющих по отношению друг к другу отрицательный индуктивный эффект (определённый вклад в стабильность катиона вносят электронодонорные заместители).
Этот эффект усиливается под действием окислителей, осуществляемым в процессе их синтеза, и вследствие потери атомом цетрального азота (или серы) одного из  неподелённой пары электронов, в первой ступени сопровождается образованием катион-радикала (семихинона—S). Во второй ступени атом азота, быстро теряя ещё один электрон, приводит к возникновению катиона тиазония. Термодинамически образование однозарядного катиона красителя выгодно, так как энергия возбуждения ион-радикалов, составляющая около 1 эВ, значительно меньше, чем для нейтральной молекулы (около 4эВ). Это вытекает из того, что минимальная энергия возбуждения переноса электрона с высших занятых молекулярных орбиталей на низшие вакантные орбитали значительно больше, чем разность энергетических уровней, которая необходима для осуществления переноса электрона между связывающими или разрыхляющими орбиталями. Таким образом, механизм образования катиона тиазония включает двухэлектронный перенос, осуществляемый путём инициирования с помощью окислителей (Алекперов, Алиев, 1987).
По структурным особенностям тиазиновые красители напоминают циклические пара-амино- или диалкиламинопроизводные индамины, в которых оба бензольных ядра связаны между собой с помощью атома серы. Это способствует образованию молекулами тиазиновых красителей хиноидной структуры, аналогичной структуре индаминов. По современным представлениям, парахиноидная структура тиазиновых красителей термодинамически считается более выгодной, чем ортохиноидная структура, хотя в обеих формулах гетероатом азота находится в состоянии sp2-гибридизации.
Гипсохромное смещение с одновременным гипохромным эффектом (метахроматический эффект или метахромазия) спектров поглощения красителей тиазинового ряда наблюдается в присутствии в растворе соответствующих хромотропов – полианионов высокой молекулярной массы, в том числе сильнейшего природного полиэлектролита гепарина. 
По современным представлениям метахромазию истолковывают как электростатическое взаимодействие карбокатионного центра димерных молекул красителя, например толуидинового голубого с отрицательно заряженными участками макромолекулы гепарина. Полимер в данном случае действует как центр ориентации молекул красителя, где их концентрирование способствует димеризации с положительным концевым зарядом. Максимальный выход комплекса основных красителей с гепарином со стехиометрическим соотношением 1:1 соответствует сильнокислому значению рН около 3.0. Аналитическую ценность представляет толуидиновый голубой и азур А. В химическом отношении толуидиновый голубой отличается от азура А наличием при С2 фенотиазинового ядра метильной группы (Алекперов, Алиев, 1987).
Свойство катионовых красителей взаимодействовать с отрицательно заряженной молекулой гепарина с изменением спектра поглощения в видимом диапазоне позволяет использовать их для изучения  комплексообразующих свойств гепарина (Клейменов и др., 1983).
Катионовый тиазиновый краситель метиленовый синий имеет максимальный пик поглощения при 664 нм. При увеличении содержания гепарина в смеси этот пик уменьшается, а в области 566 нм появляется новый пик, характерный для комплекса гепарин-метиленовый синий, –  так называемое явление метахромазии (рис. 6.14).


Рис. 6.14. Изменение спектров поглощения метиленового синего (1.910-5 моль/л) при добавлении возрастающих доз гепарина (0-1.8 МЕ/мл)
При добавлении веществ, взаимодействующих с гепарином, метиленовый синий вытесняется из комплекса с гепарином, и наблюдается уменьшение пика поглощения при 566 нм и восстановление максимума при 664 нм, характерного для чистого красителя. Например, при добавлении протамин сульфата (0.2 мл, 0.1 мг/мл, на 10 мл смеси гепарин-метиленовый синий) наблюдается практически полная редукция спектра чистого метиленового синего в пробирке с концентрацией гепарина 0.2 МЕ/мл и частичная – при концентрации 0.4-0.8 МЕ/мл. Столь же выраженное восстановление спектров чистого красителя наблюдается при добавлении тех же доз протамин сульфата к смеси гепарина и азура 1.
Добавление к смеси гепарина с метиленовым синим пчелиного яда в 10 раз большей концентрации, чем протамин сульфат (1 мг/мл), вызывает еще более сильное изменение экстинкции смеси. В пробирках с исходной концентрацией гепарина 0.2-0.6 МЕ/мл наблюдаются спектры, характерные для чистого красителя, что свидетельствует о полном связывании гепарина в растворе, а при изначально более высоких концентрациях гепарина (0.8-1.8 МЕ/мл) происходит лишь частичное восстановление собственного спектра метиленового синего (рис. 6.15). 


Рис. 6.15. Изменение экстинкции смеси гепарина с метиленовым синим
при добавлении пчелиного яда
1 – смесь гепарина с метиленовым синим (МС), 664 нм;
2 – смесь гепарина с метиленовым синим (МС), 566 нм;
3 – смесь гепарина с МС и пчелиным ядом, 664 нм;
4 – смесь гепарина с МС и пчелиным ядом, 566 нм.
При добавлении к такой же серии пробирок с гепарином и метиленовым синим главного компонента пчелиного яда – мелиттина, в пропорции, приблизительно соответствующей его процентному содержанию в яде (0.05 мг/мл), получаются спектры, удивительно похожие на предыдущие, полученные при добавлении цельного яда. В то же время в аналогичных опытах добавление фосфолипазы А2 из пчелиного яда (0.5 мг/мл) приводило лишь к очень незначительному изменению экстинкции смеси, что свидетельствует о слабом взаимодействии фосфолипазы с гепарином или его отсутствии (рис. 6.16).


Рис. 6.16. Изменение экстинкции смеси гепарина с метиленовым синим при добавлении мелиттина и фосфолипазы А2 пчелиного яда
1 – смесь гепарина и МС, 664 нм;
2 – смесь гепарина и МС, 566 нм;
3 – смесь гепарина и МС с мелиттином, 664 нм;
4 – смесь гепарина и МС с мелиттином, 566 нм;
5 – смесь гепарина и МС с фосфолипазой А2, 664 нм;
6 – смесь гепарина и МС с фосфолипазой А2, 566 нм.

При исследовании влияния яда гюрзы на смесь гепарина с тиазиновым красителем был выбран азур 1, поскольку полные метахроматические изменения спектра последнего были заметны уже при вдвое меньших концентрациях гепарина. При добавлении яда гюрзы к смеси гепарина с азуром 1 наблюдались небольшие изменения экстинкции при 604 нм, тогда как пик при 505 нм оставался без изменения (рис. 6.17). Возможно, что гепарин, взаимодействуя только с некоторыми компонентами яда гюрзы, снижает его токсичность в опытах на животных, но мало влияет на физико-химические свойства цельного яда.


Рис. 6.17. Изменение экстинкции смеси гепарина с азуром 1 при
добавлении яда гюрзы
1 – смесь гепарина с азуром 1, 505 нм;
2 – смесь гепарина с азуром 1, 604 нм;
3 – смесь гепарина с азуром 1 и яд гюрзы, 505 нм;
4 – смесь гепарина с азуром 1 и яд гюрзы, 604 нм.
Жабий яд при добавлении к растворам катионовых красителей и их смеси с гепарином вызывал наиболее своеобразные изменения их спектров. Так, при использовании метиленового синего жабий яд вызывал однонаправленные с гепарином изменения спектра поглощения. Добавление яда жабы к раствору красителя приводило к резкому уменьшению пика при 664 нм и появлению максимума при 566 нм. При увеличении содержания гепарина в растворе их эффекты с ядом суммировались, и изменения экстинкции при данных длинах волн были еще более выражены. 
Несколько иная картина наблюдалась в случае использования азура 1. При добавлении жабьего яда к раствору этого красителя также отмечался метахроматический эффект, однако пик, появившийся при взаимодействии зоотоксина с азуром 1, по сравнению с гепарином характеризовался меньшим сдвигом в синюю область и большей интенсивностью (рис. 6.18). 
Таким образом, эти данные подтверждают предположение о низкой вероятности взаимодействия гепарина с ядом жабы, поскольку молекулы обоих веществ имеют сходные возможности (отрицательно заряженные группы) для взаимодействия с катионовыми красителями.

Рис. 6.18. Изменение спектров поглощения азура 1 при добавлении
гепарина и жабьего яда
      1 – азур 1;  2 – азур 1 + гепарин (0.5 МЕ/мл);  3 – азур 1 + жабий яд.
Данные экспериментов, полученные при исследовании взаимодействия гепарина с зоотоксинами in vitro подтверждают предположение о том, что антидотное действие мукополисахарида в отношении ряда животных ядов реализуется за счёт образования комплексных соединений с основными действующими началами зоотоксинов. Однако жабий яд, яд саламандры и яд щитомордника в смеси с гепарином не изменяют своих физико-химических свойств и не изменяют своего токсического действия.
Основным действующим нейропептидом яда щитомордника является кротоксин, который представляет собой нековалентный комплекс между кислым и щелочным белками. Щелочной белок – кротоксин В является фосфолипазой А2. Кислый белок – кротоксин А не обладает ни токсичностью, ни энзиматической активностью. В присутствии фосфолипазы А2 кротоксин А образует с ней комплекс, в котором восстанавливаются высокая токсичность и физико-химические свойства кротоксинового комплекса (Орлов, Гелашвили, 1985). Л.И. Сергеева (1974), изучая гемолитические свойства пчелиного яда, показала, что фосфолипаза А2 не меняет своих токсических и гемолитических свойств в присутствии гепарина, а как было показано выше при изучении спектров поглощения в УФ-области фосфолипаза А2 не взаимодействует с гепарином.
В состав яда саламандры входят стероидные алкалоиды, характерной особенностью которых является наличие семичленного азепинового гетероцикла и оксазолидинового кольца. Основное значение в токсических эффектах яда жабы имеют кардиотонические стероиды, которые представлены свободными и связанными буфогенинами. Буфогенины – производные циклопентанпергидрофенантрена, имеющие в качестве боковой цепи шестичленное лактоновое кольцо (Орлов и др., 1990; Гелашвили и др., 2015). Возможно, что именно из-за такого химического строения яд саламандры и жабий яд не взаимодействуют с гепарином.




ГЛАВА 7. МОДУЛЯЦИЯ ГЕПАРИНОМ 
ПОКАЗАТЕЛЕЙ СИСТЕМЫ КРОВИ, ИНДУЦИРОВАННЫХ 
ЗООТОКСИНАМИ

Известно, что большинство животных ядов обладает способностью резко изменять состав и свойства крови. Изучение действия зоотоксинов на систему крови необходимо потому, что количественные сдвиги в клеточном составе крови и свойствах кровяной плазмы дают ценные материалы для суждения о функциональном состоянии кроветворного аппарата, сердечно-сосудистой системы, нервной системы, обмена веществ и др. (Артемов, Калинина, Михайлова, 1951; Дворцова и др., 1983; Киреева, 1985; Плескова, 2009).
7.1. Морфология крови
7.1.1. Эритроциты
В контрольной серии опытов с введением крысам физиологического раствора количество эритроцитов достоверно не изменяется при повторных исследованиях (табл. 7.1).
                                                                                                Таблица 7.1
Количественная оценка эритроцитов при введении зоотоксинов 
и смеси гепарин-яд
	Наименование 
яда
	Количество эритроцитов (1х1012/л)

	
	Контроль
	Яд
	Яд+гепарин

	Яд пчелы (5 мг/кг)
	7.5±0.1
	8.8±0.1
	8.6±0.3

	Яд эфы (1 мг/кг)
	7.8±0.3
	8.3±0.3
	8.6±0.2

	Яд гюрзы (1 мг/кг)
	7.4±0.4
	8.1±0.4
	7.9±0.1

	Яд кобры (0.5 мг/кг)
	7.9±0.3
	9.4±0.1*
	8.2±0.4

	Яд щитомордника (1 мг/кг)
	8.2±0.5
	10.6±0.1*
	10.2±0.3*


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
   статистически значимы (р≤0,05)

При внутрибрюшинном введении зоотоксинов в указанных в таблице дозах достоверное увеличение количества эритроцитов регистрируется при введении яда кобры и щитомордника. Введение гепарина в дозе 5.0 и 50 МЕ/кг не вызывает сколько-нибудь заметных отклонений от контрольных величин. При инъекции смеси пчелиный яд + гепарин в весовом соотношении 1:0.5, яд эфы + гепарин – 1:0.005, яд гюрзы + гепарин – 1:0.005 и яд кобры + гепарин – 1:0.05 не сопровождалась достоверным увеличением количества эритроцитов, причём в последнем случае количество эритроцитов меньше, чем при введении только яда кобры. Интересно, что эритроцитоз при введении  только яда щитомордника и яд + гепарин в соотношении 1:0.05  практически не имеет различий (табл. 7.1).
Итак, данные полученные при введении исследуемых зоотоксинов и ядов в смеси с гепарином не имеют достоверных различий, в отличие от результатов, полученных при оценке диаметра эритроцитов. В контрольной серии опытов с введением физиологического раствора максимальное количество (47.6±0.9%) характерно для эритроцитов с диаметром 5.7 мкм, а эритроциты с диаметром 2.3 мкм полностью отсутствуют (рис. 7.1).


Рис. 7.1. Изменение диаметра эритроцитов при введении
пчелиного яда и гепарина.
1 – контроль;                     2 – гепарин (50 МЕ/кг);
3 – яд пчелы (2 мг/кг);     4 – яд пчелы + гепарин (2:1).
* Различия между контрольными и экспериментальными 
группами  статистически значимы (р≤0,05)

Кривая Прайс-Джонса при введении гепарина в дозе 50 МЕ/кг и пчелиного яда (2 мг/кг) характеризуется сдвигом влево, т.е. в сторону микроцитоза, а эритроциты с диаметром 8.0 мкм отсутствуют. Этот феномен, возможно, объясняется тем, что пчелиный яд, являющийся мощным мембранолитиком, приводит к гемолизу в первую очередь старые эритроциты, а гепарин нарушает кислотную резистентность эритроцитов (Rudеnko et al. 1995). Иная картина, близкая к контрольной, наблюдается при введении смеси яд-гепарин в весовом соотношении 2:1. По всей видимости, возвращение к нормоцитозу связано с взаимной блокадой компонентов смеси (рис.7.1).
Яд кобры в дозе 0.5 мг/кг, также как и пчелиный яд, сдвигал кривую Прайс-Джонса в сторону микроцитоза, а максимальное количество эритроцитов регистрировалось с диаметром в диапазоне 3.4 – 5.7 мкм. Смесь яда кобры с гепарином в весовом соотношении (1:0.1) сопровождалась смещением кривой Прайс_Джонса вправо в сторону увеличения количества эритроцитов с диаметром 5.7 – 6.9 мкм (табл. 7.2).
                                                                                         Таблица 7.2
Изменение диаметра (%) эритроцитов при введении яда кобры, 
яда щитомордника и гепарина
	Условия 
эксперимента
	Диаметр эритроцитов, мкм

	
	2.3
	3.4
	4.6
	5.7
	6.9
	8.0

	Контроль
	-
	2.5±0.6
	28.4±1.3
	47.6±0.9
	14.6±1.3
	1.6±0.2

	Гепарин
(5 МЕ/кг)
	2.0±0.3*
	36.5±0.6*
	22.3±1.0*
	27.0±0.9*
	10.8±0.9*
	-

	Гепарин
(50 МЕ/кг)
	14.8±1.0*
	34.0±1.8*
	35.8±1.2*
	16.0±0.9*
	1.1±0.2*
	-

	Яд кобры
(0.5 мг/кг)
	5.2±0.7*
	21.6±1.2*
	32.6±0.6
	32.3±1.0*
	8.3±0.7*
	-

	Яд кобры+
Гепарин (1:0.1)
	6.1±0.9*
	6.1±0.5*
	19.8±1.4*
	28.0±1.3*
	35.3±0.7*
	3.3±0.4*

	Яд щитомордника 
(1 мг/кг)
	-
	4.8±0.7
	29.4±1.1
	42.2±1.4
	18.2±1.3
	4,8±0.2*

	Яд щитомордника+Гепарин
(1:0.05)
	-
	3.5±0.4
	11.8±0.6*
	36.8±1.1*
	28.6±1.4*
	17±0.9*


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
статически значимы (p<0.05)

Кривая Прайс-Джонса при введении яда щитомордника в дозе 1 мг/кг практически не отличалась от данных, полученных в контрольной серии, и только количество эритроцитов с диаметром 8.0 мкм увеличивалось в 3 раза. Введение смеси яд-гепарина сопровождалось макроцитозом, а максимальное количество эритроцитов фиксировалось в диапазоне 5.7 – 8.0 мкм (табл.7.2).
7.1.2. Ретикулоциты
Более вариабельными показателями, в отличие от показателей эритроцитов, являются изменения количества ретикулоцитов при введении ядов пчелы, кобры, гюрзы, эфы и щитомордника. Максимальный ретикулоцитоз наблюдается при введении яда щитомордника в дозе 1 мг/кг (118.3±4.6 мг%) при контрольных показателях 41.0±3.2 мг%. Количество ретикулоциов при введении остальных исследуемых зоотоксинов снижается: яд эфы в дозе 1 мг/кг - 52.1±3.4, яд гюрзы (1 мг/кг) - 61.0±9.6, яд пчелы (2 мг/кг) - 79.0±9.9 яд кобры (0.5 мг/кг) - 89.6±3.3 мг%.
Внутрибрюшинное введение гепарина в дозе 50 МЕ/кг сопровождается достоверным увеличением количества ретикулоцитов, достигая уровня 57,7±3,7 мг%. Инъекция яда щитомордника в смеси с гепарином в соотношении 1:0.5 вызывает недостоверное увеличение количества ретикулоцитов, в случае инъекции смеси других ядов с гепарином количество ретикулоцитов  снижается до 38 – 50 мг/%, оставаясь в пределах контрольных величин (рис. 7.2).
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Рис. 7.2. Количественная оценка ретикулоцитов при введении 
зоотоксинов и смеси гепарин-яд.
Яд пчелы (5 мг/кг);                      яд эфы (3 мг/кг);        яд гюрзы (3 мг/кг); 
яд кобры (1 мг/кг);                       яд щитомордника (4 мг/кг).
1 – яд;                                            2 – гепарин; 
3 – яд + гепарин;                          4 – контроль (физиол. р-р).
* - Различия между контрольной и экспериментальными группами 
     статистически значимы (р<0.05).

7.1.3. Гемоглобин
Сравнительная характеристика уровня гемоглобина в периферической крови показала, что внутрибрюшинное введение исследуемых зоотоксинов сопровождается достоверным увеличением его показателя. Так, в контрольной серии экспериментов уровень гемоглобина составляет 165±1.1 г/л, а на фоне введения пчелиного яда 191±1.8, яда эфы - 180±0.9, яда гюрзы - 179±1.7, яда кобры - 197±1.2, яда щитомордника - 200±1.4 г/л (табл. 7.3).
Напротив, при введении гепарина в дозе 50 МЕ/кг происходит резкое снижение показателей гемоглобина (87,5±14,6 г/л). Возможно, снижение уровня гемоглобина на фоне действия экзогенного гепарина связано с тем, что гепарин вступает во взаимодействие с гемоглобином с образованием комплексного соединения.
Однако введение инкубированной in vitro смеси яд + гепарин блокировало повышение уровня гемоглобина при введении зоотоксинов и нивелировало его снижение, вызванное введением гепарина. Таким образом, данные, полученные при инъекции смеси яд-гепарин практически соответствуют контрольным значениям, кроме данных, полученных при введении смеси яд щитомордника+гепарин. В этом случае уровень гемоглобина примерно соответствует таковому при введении яда щитомордника (табл. 7.3). 
                                                                                        Таблица 7.3
Количественная оценка уровня гемоглобина при введении зоотоксинов 
и смеси гепарин-яд
	Наименование 
яда
	Уровень гемоглобина (г/л)

	
	Физ. р-р
	Яд
	Гепарин
	Яд+гепарин

	Яд пчелы (2 мг/кг)
	165±1.1
	191±1.8*
	87,5±14,6*
	160±7.5+

	Яд эфы (1 мг/кг)
	165±1.1
	180±0.9*
	87,5±14,6*
	168±4.4+

	Яд гюрзы (1 мг/кг)
	165±1.1
	179±1.7*
	87,5±14,6*
	163±3.2+

	Яд кобры (0.5 мг/кг)
	165±1.1
	197±1.2*
	87,5±14,6*
	156±8.9+

	Яд щитомордника (1 мг/кг)
	165±1.1
	200±1.4*
	87,5±14,6*
	211±9.1*


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
   статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами «яд» и «яд + гепарин» статистически значимы.                                                        

Итак, в результате полученных экспериментальных данных, можно говорить о том, что в результате взаимодействия пчелиного яда, ядов эфы, кобры и гюрзы in vitro, с последующим введением полученной смеси крысам, указанные яды и гепарин теряют свои свойства. Особняком стоит введение смеси яд щитомордника + гепарин, при котором такого взаимодействия не наблюдается.  
7.1.4. Гематокрит
В контрольной группе животных при введении физиологического раствора показатели гематокрита составляют 46±0.4%. Введение зоотоксинов сопровождается достоверным увеличением показателя с 46±0.4% в контроле до 50-52% в эксперименте. Показатели гематокрита при введении гепарина в дозе 50 МЕ/кг не отличаются от контрольных величин. При инъекции смеси яд+гепарин фиксируется снижение показателей гематокрита до 43-47%, и только при инъекции смеси яд щитомордника-гепарин показатель гематокрита составляет 52±1.2%.
Таким образом, по нашим данным гепарин в дозе 50 МЕ/кг не влияет на количественные показатели эритроцитов и гематокрит, в то же время увеличивая количество ретикулоцитов и резко снижая уровень гемоглобина в периферической крови относительно контрольных величин. 
По данным литературы при внутривенном введении гепарина кроликам в дозе 15 – 30 МЕ/кг независимо от дозы препарата содержание эритроцитов, уровень гемоглобина и гематокрит находились в пределах физиологических колебаний на протяжении 10–12 часов после введения. Количество ретикулоцитов в первые часы увеличивалось на 15%, с последующим снижением до исходных величин (Бабак, 1973).
Рядом авторов (Киреева, 1985; Корнева, Асафова, 1985) установлено, что при введении ядов пчелы, эфы, гюрзы, кобры и щитомордника количество эритроцитов, ретикулоцитов увеличивается, а также возрастает уровень гемоглобина и гематокрит. Наши данные полностью согласуются с ранее установленными фактами. 
Интересные данные были получены при введении гепарина с зоотоксинами в виде смеси, полученной при инкубации in vitro при температуре 37°С в течение 15 мин. В большинстве случаев показатели эритроцитов, ретикулоцитов, гемоглобина и гематокрит соответствовали контрольным величинам и только смесь с ядом щитомордника не изменяла показателей, полученных при инъекции только яда.  
7.1.5. Общее количество лейкоцитов
Оценка общего количества лейкоцитов показала, что достоверное различие с контрольной группой (6.7±0.5 1х109/л) имеют данные, полученные при введении яда эфы (4.5±0.4 1х109/л), яда гюрзы (4.5±0.8 1х109/л) и яда щитомордника (4.8±0.2 1х109/л). При инъекции пчелиного яда и яда кобры отмечалось недостоверное увеличение общего количество лейкоцитов.
Введение гепарина в дозе 50 МЕ/кг сопровождалось достоверным снижением общего количества лейкоцитов и составляло 5,6±0,2 1х109/л. При инъекции смеси яд+гепарин общее количество лейкоцитов возвращалось к контрольным величинам, в то время как при инъекции смеси яд щитомордника + гепарин общее количество лейкоцитов составляло 5.3±0.1 1х109/л (табл.7.4).
                                                                                                 Таблица 7.4
Изменение общего количества лейкоцитов при введении 
зоотоксинов и смеси гепарин-яд
	Наименование 
яда
	Количество лейкоцитов (1х109/л)

	
	Физ. р-р
	Яд
	Гепарин
	Яд+гепарин

	Яд пчелы (2 мг/кг)
	6.7±0.5
	6.9±0.9
	5,6±0,2*
	6.2±0.4

	Яд эфы (1 мг/кг)
	6.7±0.5
	4.5±0.4*
	5,6±0,2*
	5.9±0.8

	Яд гюрзы (1 мг/кг)
	6.7±0.5
	4.5±0.8*
	5,6±0,2*
	6.5±0.3

	Яд кобры (0.5 мг/кг)
	6.7±0.5
	7.1±0.7
	5,6±0,2*
	7.0±0.5

	Яд щитомордника (1 мг/кг)
	6.7±0.5
	4.8±0.2*
	5,6±0,2*
	5.3±0.1*


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
   статистически значимы (р≤0,05)
7.1.6. Лимфоциты
Процентное содержание лимфоцитов в мазке крови при введении исследуемых зоотоксинов снижается с 90±1.5% в контроле до 75-82%  в зависимости от таксономической принадлежности того или иного яда. Количество лимфоцитов при введении гепарина в дозе 50 МЕ/кг снижалось до 47,2±4,8%.
Совместное введение зоотоксинов с гепарином в виде смеси восстанавливало показатели лимфоцитов до контрольных величин, однако, как и в предыдущих экспериментах показатели, полученные с применением смеси гепарина с ядом щитомордника не отличались от данных, полученных при инъекции только яда (рис. 7.3). 
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Рис. 7.3.  Изменение количества лимфоцитов при введении зоотоксинов
и смеси гепарин-яд.
Яд пчелы (5 мг/кг);                      яд эфы (3 мг/кг);        яд гюрзы (3 мг/кг); 
яд кобры (1 мг/кг);                       яд щитомордника (4 мг/кг).
1 – яд;                                            2 – гепарин; 
3 – яд + гепарин;                          4 – контроль (физиол. р-р).
* - Различия между контрольной и экспериментальными группами 
     статистически значимы (р<0.05).

7.1.7. Сегментоядерные нейтрофилы
При введении исследуемых зоотоксинов количество сегментоядерных нейтрофилов достоверно увеличивается. Так,  при инъекции пчелиного яда в дозе 2 мг/кг количество нейтрофилов увеличивается с 6.0±0.9% в контроле до 20.0±1.9%, при введении яда эфы в дозе 1 мг/кг – до 14.2±1.8%, яда гюрзы (1 мг/кг) - 12.3±0.9%, яда кобры (0.5 мг/кг) - 21.0±1.8%, яда щитомордника (1 мг/кг) - 22.3±1.5%, т.е. наблюдается общая тенденция к нейтрофилёзу вне зависимости от таксономической принадлежности животных ядов (рис. 7.4).
Инъекция гепарина в дозе 50 МЕ/кг достоверно не изменяет показателей нейтрофилёза относительно контрольных величин. Введение зоотоксинов в смеси с гепарином в большинстве экспериментов снижают показатели сегментоядерных нейтрофилов относительно данных, полученных при инъекции только ядов, а показатели смеси гепарин + яд гюрзы и гепарин + яд эфы достоверно не отличаются от контрольных величин. Иная картина наблюдается при введении смеси гепарин + яд щитомордника. В этом случае количество сегментоядерных нейтрофилов не отличается от таковых, характерных для введения только яда щитомордника (рис. 7.4).
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Рис. 7.4. Изменение количества сегментоядерных нейтрофилов 
при введении зоотоксинов и смеси гепарин-яд.
Яд пчелы (5 мг/кг);                      яд эфы (3 мг/кг);        яд гюрзы (3 мг/кг); 
яд кобры (1 мг/кг);                       яд щитомордника (4 мг/кг).
1 – яд;                                            2 – гепарин; 
3 – яд + гепарин;                          4 – контроль (физиол. р-р).
* - различия между контрольной и экспериментальными группами 
     статистически значимы (р<0.05).
                                                             
Таким образом, оценивая влияние гепарина на изменения морфологического состава крови, вызванного ядами животных, относящихся к разным таксономическим группам, отчётливо прослеживается тенденция к стабилизации показателей крови при введении зоотоксинов в смеси с гепарином до значений, характерных для контрольных величин. Отдельно стоит серия экспериментов, в которой животным вводят смесь гепарина с ядом щитомордника. В этом случае исследуемые показатели крови соответствуют не контрольным величинам как при инъекции ядов пчелы, гюрзы, эфы и кобры, а соответствуют данным, полученным при введении только яда щитомордника. Это наводит на мысль, что в результате получения смеси пчелиного яда, яда эфы, гюрзы и кобры с гепарином in vitro происходит взаимодействие ядов с гепарином, а при получении смеси яда щитомордника с гепарином такого взаимодействия не происходит.
7.2. Гемолиз
7.2.1. Влияние гепарина на динамику гемолиза эритроцитарной 
массы, вызванного пчелиным ядом и мелиттином
Пчелиный яд может оказывать прямое разрушительное действие на мембраны клеток (в больших концентрациях) (Киреева, 1985). Во многом это обусловлено поверхностно-активными свойствами токсина. Поверхностная активность пчелиного яда является ключевым свойством токсина, при действии его на мембрану клетки. Выяснено, что это свойство обеспечивается основными компонентами яда - мелиттином и фосфолипазой А2.
Биологические свойства фосфолипазы яда обусловлены ее биохимической активностью. Этот фермент вызывает гидролиз липидов мембран. Реакция высвобождения происходит при гидролизе уже 5% фосфолипидов мембраны. Фосфолипаза А2 кроме прямого действия на фосфатидилхолин (лецитин) мембран эритроцитов оказывает еще и непрямое разрушающее действие на мембраны через образование лизолецитина (лизоформы лецитина). Лизолецитин, образующийся при разрыве эфирной связи жирной кислоты и глицерина, обладает свойством поверхностно-активного вещества, то есть снижает поверхностное натяжение на границах раздела фаз. Именно поэтому электрическая прочность мембраны (так называемый “потенциал пробоя”) снижается. В опытах с эритроцитами было показано, что добавление чужеродных белков может снижать потенциал пробоя мембраны настолько, что мембраны начинают пробиваться собственным мембранным потенциалом (Владимиров, 2000). Это свойство лизолецитина обеспечивает дальнейшую деструкцию мембраны в еще большей мере, чем самой фосфолипазой. Лизосоединения и жирные кислоты, образующиеся под действием фосфолипазы А2 остаются в мембране. Эти продукты гидролиза способствуют агрегации, перестройке мембранной структуры клеток, гемолизу (Левин, Шереметьев, 1976).
Основным компонентом пчелиного яда, отвечающим за цитотоксическое действие, является низкомолекулярный пептид - мелиттин. Вообще цитотоксические пептиды являются неотъемлемой частью любого организма и выполняют роль либо “наступательного”, либо “оборонительного” оружия организма. Часто эти пептиды называют “прямыми литическими факторами”, в отличие от токсинов, имеющих ферментативную активность, например, токсических фосфолипаз (Лазарев и др., 2000).
Биологическую активность цитотоксических пептидов связывают со способностью принимать -спиральную структуру, которая амфипатична и формирует ионные каналы в бислое мембран, позволяющие выходить ионам по градиенту концентрации. Однако, существует и альтернативная гипотеза механизма действия таких пептидов, согласно которой пептиды образуют кластеры на поверхности мембраны, что приводит к повышению ее проницаемости (так называемый “эффект ковра”) (Лазарев и др., 2000).
Мелиттин разрушает различные мембраны, однако в больших концентрациях не вызывает растворения мембран полностью. Мелиттин в больших концентрациях находится в виде тетрамера. При попадании в ткань тетрамер диссоциирует на мономеры. Амфифильная молекула пептида “заякоривается” в наружном слое мембраны благодаря электростатическим взаимодействиям С-основного конца и анионов фосфата фосфолипидов и производит “клиновое” вторжение в бислой липидов мембраны.
Распространенной точкой зрения относительно механизма действия не только мелиттина, но и других литических агентов состоит в том, что если рассматриваемый агент обладает способностью увеличивать проницаемость липидных везикул или формировать ионные каналы в плоских липидных бислоях, то для объяснения его действия нет необходимости привлекать представления о специфических рецепторах, которые являются его мишенью. С другой стороны, данные, полученные в последнее время, свидетельствуют о том, что мелиттин оказывает свой литический эффект на эритроциты за счет преимущественного взаимодействия с белковыми, а не липидными компонентами их мембран. Это не позволяет полностью исключить модель, согласно которой мелиттин-индуцированный гемолиз обусловлен взаимодействием пептида с рецептором, регулирующим лизис (Руденко, 1996). 
При изучении динамики гемолиза, вызванного пчелиным ядом и мелиттином и исследовании модулирующего действия гепарина на этот процесс в нашей работе использовали человеческую эритроцитарную массу, полученную на станции переливания крови, которую смешивали в весовом отношении 1:1 с забуференным физиологическим раствором и центрифугировали при 3000 об/мин в течение 10 минут. Надосадочный слой удаляли. Отмывание повторяли еще два раза. К 10%-ой суспензии эритроцитов добавляли раствор пчелиного яда или мелиттина. Раствор перемешивали и засекали время гемолиза, регистрируя экстинкцию на фотоэлектроколориметре (КФК 2 УХЛ 4.2) при красном светофильтре. Определяли время полного гемолиза. Гемолиз считали завершенным, когда значение экстинкции оставалось постоянным в течение 3-х секунд. Кюветой сравнения служил аналогичный раствор с полностью прошедшим гемолизом (в течение 10 минут). Инкубацию эритроцитарной массы с гепарином в объемном отношении 1:1 проводили в термостате при +370С в течение 1 часа. Аликвоты гемолитиков и модуляторов гемолиза добавлялись непосредственно в кювету с эритроцитарной суспензией из концентрированных маточных растворов. Все эксперименты проводили при комнатной температуре (200- 210С). Динамику гемолиза эритроцитов в процессе их взаимодействия с гемолитиком отслеживали по изменению экстинкции смеси при 750 нм в течение двух минут, с частотой два измерения в секунду. 
Пчелиный яд в концентрации 150 мкг/мл вызывал в течение короткого времени (5.4±0.17 мин) полный гемолиз 10%-ной взвеси эритроцитов человека. Гепарин, добавленный к суспензии эритроцитов, вызывал увеличение времени гемолиза. Уже при содержании гепарина в пробе, соответствующем 33 МЕ на 1 мг яда, время гемолиза (7.8±0.28 мин) достоверно отличалось от контроля.  Это изменение с увеличением концентрации гепарина носило двухфазный характер. Вначале при возрастании количества гепарина в пробе примерно до 500 МЕ на 1 мг яда время гемолиза возрастало почти линейно. Максимальное время гемолиза составляло 51.3±2.6 мин при концентрации гепарина 530 МЕ на 1 мг яда. Однако дальнейшее увеличение содержания гепарина было менее эффективным, и время гемолиза несколько понижалось. При концентрации гепарина 3300 МЕ на 1 мг яда время гемолиза было достоверно меньше по сравнению с максимальным и равнялось 30.0±2.7 мин (рис. 7.5).

Рис.7.5. Время гемолиза эритроцитов пчелиным ядом при
добавлении гепарина к суспензии эритроцитов.

При предварительной инкубации эритроцитов с гепарином зависимость времени гемолиза от концентрации гепарина была практически такая же, однако абсолютные значения времени гемолиза были меньше. Максимальное время гемолиза наблюдалось при той же концентрации гепарина (530 МЕ) и составило 38.0±3.5 мин, а при увеличении содержания гепарина до 3300 МЕ время гемолиза уменьшалось до 13.0±1.0 мин (рис. 7.5). 
Сходные результаты получены в работе С. В. Руденко и Е. Е. Нипота (1996), которые наблюдали уменьшение гемолитической стойкости разбавленных эритроцитов при инкубации. По их мнению, это может быть связано с десорбцией с поверхности мембраны компонентов собственной антигемолитической системы, имеющих специфическое сродство к мелиттину пчелиного яда и исходно защищающих мембрану от его литического действия.
При предварительной инкубации пчелиного яда с гепарином в разных концентрациях также наблюдалось угнетение гемолиза. Зависимость гемолитической стойкости от концентрации гепарина была в этом случае более сложной. Изменение  времени гемолиза носило скачкообразный характер. Например, время гемолиза при концентрации гепарина 200 и 530 МЕ на 1 мг яда (36.00±0.71 и 40.40±5.13 мин соответственно) было достоверно выше, чем при концентрации 336 и 670 МЕ (27.00±0.83 и 21.4±3.06 мин соответственно) (рис. 7.6).

Рис.7.6. Время гемолиза при добавлении гепарина и пчелиного яда
к суспензии эритроцитов.
Такая же скачкообразная зависимость времени гемолиза от концентрации гепарина в смеси с пчелиным ядом получена в опытах Л.И. Сергеевой (1974). В работах А.Е. Хомутова и сотр. (2009) показано, что при взаимодействии гепарина и пчелиного яда наиболее эффективное образование нефелометрических соединений происходит при оптимальных соотношениях этих веществ. Причем при добавлении возрастающих доз гепарина к пчелиному яду в фиксированной концентрации наблюдается несколько пиков оптической плотности, что объясняется автором гетерогенным составом зоотоксина.  При сравнении эффективности ингибирующего влияния гепарина в составе суспензии эритроцитов и в смеси с пчелиным ядом четкой закономерности не наблюдалось, хотя можно отметить, что гепарин в малых концентрациях был более активен в составе смеси, а в больших концентрациях – при добавлении к суспензии эритроцитов (рис. 7.6). 
На основании этого факта и данных литературы было сделано предположение, что гепарин может оказывать непосредственное стабилизирующее действие на мембраны. Для проверки этого предположения в следующей серии эритроциты инкубировали с гепарином в концентрации 270 МЕ на 1 мг яда, а затем отмывали до получения отрицательной пробы на гепарин с его антагонистом протамин сульфатом в надосадочной жидкости. Было показано, что гепарин в этом случае полностью элиминировался из суспензии эритроцитов, т. к. время гемолиза после отмывания не отличалось от контроля (табл. 7.5). В то же время гепарин, вновь добавленный к эритроцитам, продолжал оказывать свое протективное действие, замедляя гемолиз. 
                                                                                               Таблица 7.5
Время гемолиза (мин) при добавлении гепарина (270 МЕ на 1 мг яда) 
и после отмывания эритроцитов.
	Условия эксперимента

	Контроль
(мелиттин, 150 мкг/мл)
	Гепарин + эритроциты
	Гепарин + эритроциты, 37°С, 30 мин
	Отмывание эритроцитов
	Добавление гепарина к отмытым 
эритроцитам

	2.9±0.13
	18.2±0.63
	13.4±2.3
	3.8±0.31
	15.1±2.94


При использовании в качестве гемолитика мелиттина в концентрации, соответствующей его процентному содержанию в цельном яде (50%) – 75 мкг/мл, время гемолиза возрастало до 31.8±3.0 мин. Поэтому в последующих экспериментах использовали мелиттин в той же концентрации, что и яд - 150 мкг/мл. В этом случае в контроле время гемолиза равнялось 2.9±0.3 мин. 
Гепарин эффективно угнетал гемолиз, вызванный мелиттином. Концентрация гепарина в суспензии эритроцитов, вызывающая заметное увеличение времени гемолиза, была в 10 раз меньше, чем в экспериментах с пчелиным ядом: при содержании гепарина, соответствующем 3.3 МЕ на 1 мг мелиттина, время гемолиза увеличивалось до 4.5±0.5 мин. Характерно, что в большой концентрации (130 МЕ и выше) гепарин полностью подавлял гемолиз, вызванный мелиттином. 
Ингибирующее влияние гепарина было почти одинаково сильно выражено как в составе суспензии эритроцитов, так и при инкубации с мелиттином. Интересно отметить, что при предварительной инкубации смеси мелиттина с гепарином зависимость доза – эффект при концентрации от 3.3 до 67 МЕ на 1 мг мелиттина была практически линейной, и скачкообразного изменения времени гемолиза не наблюдалось (табл. 7.6). 
В отличие от мелиттина в опытах с цельным пчелиным ядом гепарин даже в больших дозах лишь замедлял гемолиз, но не мог полностью предотвратить. В опытах Л. И. Сергеевой (1974) показано, что гепарин не изменяет активность фосфолипазы А2, второго компонента пчелиного яда, обладающего мембраноактивными свойствами. Таким образом, ингибирующее влияние гепарина на гемолиз эритроцитов пчелиным ядом объясняется главным образом его модулирующим действием на мелиттин.
Поскольку абсолютные значения времени гемолиза не дают представления о развитии этого процесса во времени, в следующих сериях мы изучали влияние гепарина на динамику гемолиза, вызванного пчелиным ядом и его компонентами.
                                                                                                                           Таблица 7.6 
Время гемолиза эритроцитов мелиттином в присутствии гепарина, мин.
	Концентрация гепарина на 1 мг мелиттина, МЕ
	Гепарин + эритроциты
	Гепарин+мелиттин, инкубация 30 мин, 37°С

	0
	2.9±0.29
	2.9±0.29

	3.3
	4.5±0.5
	2.2±0.27

	6.7
	21.0±1.1
	19.6±0.7

	13
	79.4±11.6
	125.0±16.2

	67
	3 часа – гемолиза нет
	3 часа – гемолиза нет

	133
	3 часа – гемолиза нет
	3 часа – гемолиза нет

	267
	3 часа – гемолиза нет
	3 часа – гемолиза нет

	667
	3 часа – гемолиза нет
	3 часа – гемолиза нет


Антигемолитический эффект гепарина в составе смеси с ядом имеет сходный характер с действием гепарина, добавленным к суспензии. По графикам (рис. 7.7) заметно, что в случае предварительной инкубации с ядом ингибирующее действие гепарина проявляется в меньших концентрациях. Добавление гепарина к яду в концентрации 2 МЕ/мл и более полностью ингибирует гемолиз в течение времени регистрации.
Концентрацию гепарина, вызывающую полное угнетение гемолиза в течение 2-х минут, мы использовали в серии опытов по прерыванию гемолитической реакции. Добавление гепарина в экспериментальную систему через 5-30 секунд после начала гемолиза полностью прекращало реакцию (рис. 7.7).



Рис. 7.7 . Динамика гемолиза эритроцитов смесью 
пчелиный яд – гепарин.                  
Концентрация гепарина в пробе:
1 – контроль;        2 – 0,5 МЕ/мл;        3 – 1,0 МЕ/мл;
4 – 1,5 МЕ/мл;      5 – 2,0 МЕ/мл;        6 – 2,5 МЕ/мл.
В экспериментах С. В. Руденко и Е. Е. Нипот (1996) при исследовании мелиттин-индуцируемого гемолиза было показано, что двухвалентные катионы также ингибируют гемолиз, являясь конкурентами мелиттина за пептидные участки связывания на мембране. Однако эти модуляторы предотвращают гемолиз, только если добавлены в самом начале реакции, а на более поздних стадиях только замедляют его (Watala et al., 1992; Subbalakshmi, 1999). По-видимому, гепарин действует по принципиально иному механизму.
В следующей серии опытов мы изучали гемолитическое действие мелиттина. Как и в предыдущих экспериментах гемолитическая активность мелиттина в дозе в два раза меньшей, чем пчелиный яд (75 мкг/мл), была значительно ниже, и гемолиз в течение 2-х минут не начинался. В дозе 150 мкг/мл его активность была несколько выше по сравнению с пчелиным ядом, задержка начала гемолиза почти не наблюдалась.
При добавлении гепарина в возрастающих концентрациях картина изменения динамики гемолиза мелиттином значительно отличалась от предыдущей. В отличие от пчелиного яда, добавление гепарина не приводило к увеличению времени задержки гемолиза. В то же время угол наклона кривых быстро уменьшался, что свидетельствует о резком уменьшении скорости гемолиза (рис. 7.8.).

Рис. 7.8. Прерывание гемолиза при добавлении гепарина 
(50 МЕ/мл, 0.1 мл) в процессе измерения.

7.2.2. Влияние гепарина на динамику гемолиза эритроцитов цельной крови, вызванного зоотоксинами in vitro
В предыдущем блоке экспериментов в качестве субстрата были использованы отмытые эритроциты. Однако, для того чтобы приблизить схему эксперимента к процессам гемолиза, происходящего in vivo нами в качестве субстрата использовалась цельная кровь крыс, забранная из подъязычной вены. При изучении действия зоотоксинов и их совместного применения с гепарином in vitro степень гемолиза определялась методом подсчета эритроцитов в камере Горяева через 15, 30, 60 минут от начала воздействия. В контрольной серии экспериментов к пробе крови добавляли 0,1 мл физиологического раствора и оценивали количество эритроцитов в тех же временных рамках (100%). В качестве контроля использовались данные гемолиза, полученные при введении ядов.
Пчелиный яд в дозе 0.2 мг/мл (в/б) с течением времени снижал количество негемолизированных эритроцитов с 89.4±2.3% через 15 мин воздействия до 51.2±2.6% - через 60 мин. Оценка гемолитической активности пчелиного яда в смеси с гепарином показала, что максимальная антигемолитическая доза гепарина составляет 0.1 мг/мл. В этом случае через 60 мин воздействия количество негемолизированных эритроцитов составляет 94.6±2.4%, что в 1.8 раза превышает контрольную величину (рис. 7.9).        
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Рис. 7.9. Изменение количества эритроцитов (%) в пробе крови (in vitro) при действии смеси пчелиного яда (0,2 мг/мл) и гепарина.
1. Инкубация яд-гепарин 15 мин;
2. Инкубация яд-гепарин 30 мин;
3. Инкубация яд-гепарин 60 мин.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)

Интересно отметить, что повышение концентрации гепарина в смеси в два раза до 0.2 мг/мл сопровождается снижением количества негемолизированных эритроцитов на 60-ой мин воздействия до 78.5±1.6%, что, тем не менее, достоверно выше контроля (рис. 7.9).
Гемолитическое действие яда гюрзы значительно ниже такового пчелиного яда. Так, на 60-ой мин воздействия количество негемолизированных эритроцитов снижается лишь до 73,1±0.8%. В этот же временной период при введении смеси яд гюрзы – гепарин, в которой содержание гепарина составляет 0.02 мг/мл, регистрируется максимальный антигемолитический эффект гепарина, а количество негемолизированых составляет 86.4±1.1%. Последовательное увеличение концентрации гепарина в смеси с ядом гюрзы сопровождается снижением антигемолитического действия гепарина (табл. 7.7).                                                                               
                                                                                        Таблица 7.7
Изменение количества эритроцитов (%) в пробе крови
при действии смеси зоотоксинов и гепарина
	Время
инкубации, мин
	Концентрация гепарина, мг/мл

	
	Яд (0.2 мг/мл) 
(контроль)
	0.02
	0.05
	0.10
	0.20

	Яд гюрзы

	15
	86,5±1.0
	87.2±1.3
	86.1±0.9
	88.0±1.6
	85.4±1.9

	30
	77,6±0.9
	78.4±0.8
	81.3±2.1
	80.6±2.2
	79.8±1.5

	60
	73,1±0.8
	86.4±1.1*
	75.2±0.6
	78.7±2.3
	72.8±2.0

	Яд эфы

	15
	74.9±1.1
	94.3±2.1*
	87.6±0.9*
	80.1±1.7*
	76.3±2.2

	30
	64.7±1.4
	90.5±2.3*
	84.4±1.8*
	75.6±1.9*
	68.2±2.4

	60
	48.7±0.8
	88.7±1.6*
	79.2±2.4*
	75.1±1.5*
	60.3±2.7*

	Яд кобры

	15
	88.3±3.0
	91.3±4.2
	96.4±1.4*
	93.5±2.1
	90.0±1.1

	30
	73.8±1.1
	78,6±2.4
	87.2±2.3*
	77.1±3.2
	71.9±0.8

	60
	49.7±1.2
	64.1±2.5*
	72.8±2.6*
	58.7±1.5*
	52.8±2.3


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
статически значимы (p<0.05)   

Гемолитическая активность яда эфы значительно превышает таковую яда гюрзы. На 60-ой мин воздействия яда количество негемолизированных эритроцитов составляет лишь 48.7±0.8% от интактных показателей. При совместном применении яда эфы и гепарина в виде смеси при содержании гепарина от 0.02 до 0.2 мг/мл через 60 мин инкубации количество негемолизированных эритроцитов достоверно выше, чем в контроле. Однако следует заметить, что оптимальным является содержание гепарина в смеси в количестве 0.02 мг/мл, при котором уровень негемолизированных эритроцитов составляет 88.7±1.6% (табл. 7.7).
Высокой гемолитической активностью обладает и яд кобры, при воздействии которого в дозе 0.2 мг/мл на пробу крови количество негемолизированных эритроцитов снижается при увеличении времени инкубации. Оптимальным является соотношение яда и гепарина в концентрации 0.05 мг/мл. Увеличение концентрации гепарина до 0.1 и 0.2 мг/мл в смеси сопровождается снижением количества негемолизированных эритроцитов до 58.7±1.5 и 52.8±2.3% соответственно (табл. 7.7).  
Яд щитомордника обладает ещё большей гемолитической активностью, чем предыдущие зоотоксины. Через 15 мин инкубации яда с пробой крови количество негемолизированных эритроцитов снижается до 65.9±2.7%, а на 60-ой мин воздействия эта величина составляет 39.0±0.6%. Интересные данные были получены при воздействии смеси яда щитомордника с гепарином, в которых возрастающие концентрации гепарина не изменяли гемолитических свойств яда щитомордника (рис. 7.10).
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Рис. 7.10. Изменение количества эритроцитов (%) в пробе крови (in vitro) при действии смеси яда щитомордника (0,2 мг/мл) и гепарина.
1. Инкубация яд-гепарин 15 мин.
2. Инкубация яд-гепарин 30 мин.
3. Инкубация яд-гепарин 60 мин.

Таким образом, анализируя полученные данные по изучению влияния гепарина на гемолитические свойства зоотоксинов как на модели отмытых эритроцитов, так и на цельной крови можно сказать, что гепарин в большинтсве случаев является антигемолитическим фактором. Исключение составляет яд щитомордника, гемолитические свойства которого не изменяются под воздействием гепарина.
Кроме того, установлено, что гепарин ингибирует процесс гемолиза, вызванного пчелиным ядом. Гепарин, добавленный в суспензию в ходе гемолитической реакции, в концентрации 5,0 МЕ/мл полностью останавливает процесс гемолиза в течение времени регистрации. Показано, что гепарин в смеси с мелиттином в соотношении 1:1 полностью блокировал процесс гемолиза. При добавлении фосфолипазы А2 в систему мелиттин-индуцированного гемолиза, процесс начинал протекать также, как и в случае использования цельного пчелиного яда.
Изучение гемолитических свойств исследованных зоотоксинов позволило построить линейку зависимости динамики гемолиза от таксономической принадлежности того или иного яда: яд щитомордника > яд кобры > яд эфы > яд пчелы > яд гюрзы. Оценивая гемолитическую активность ядов в смеси с гепарином можно построить по оптимальным величинам следующий ряд: яд пчелы > яд эфы > яд гюрзы > яд кобры > яд щитомордника, с учетом того, что яда щитомордника не взаимодействует с гепарином.
Механизм торможения процессов гемолиза гепарином, возможно, связан с комплексообразующим действием мукополисахарида. Подтверждением этому могут служить данные по колориметрическому и спектральному анализу смеси гепарина с зоотоксинами, приведённые в главе 1. Однако ряд авторов считают, что антигемолитическое действие гепарина  связано с блокированием фермента лецитазы, имеющейся в яде пчелы и кобры  (Чазов, Лакин, 1977).
7.3. Белки плазмы крови
Установлено, что из всех составных частей сухого остатка сыворотки крови белки занимают самое большое место: их содержание составляет 6 – 8г%. Сывороточные белки можно разделить на мелкомолекулярные – альбумины и крупномолекулярные – глобулины. Установлены 5 фракций сывороточных белков: α-, β-, γ-глобулины, альбумины.
Количество белковых фракций в сыворотке крови крыс следующее: альбуминов – 47%, α1-глобулинов 12.5%, α2-глобулинов - 8.8%, β-глобулинов – 20%, γ-глобулинов – 11.7%; в сыворотке крови человека: альбуминов – 59.3%, α1-глобулинов 4.2%, α2-глобулинов – 7.9%, β-глобулинов – 11.5, γ-глобулинов – 17.1% (Красов, 1969). 
7.3.1. Альбумины
У человека содержание альбумина в сыворотке крови составляет более 50% (Луйк, Лукьянчук, 1984), молекулярная масса равна 70000, ИЭТ – 4.8 (Красов, 1969). Именно альбумин вносит основной вклад во внутрисосудистое коллоидно-осмотическое давление (Мари и др., 1993), поскольку его концентрация в сыворотке высока, а размеры молекулы невелики. Чрезвычайно важной является транспортная функция. Благодаря наличию в молекуле альбумина большого числа полярных диссоциирующих групп они могут связывать и транспортировать в крови различные вещества, в частности билирубин, жирные кислоты, многие лекарственные вещества, уробилин, ртуть, пенициллин и др. (Анненков, 1974). Характерное свойство альбумина – большая стабильность благодаря высокому отрицательному заряду, что в значительной степени обеспечивает устойчивость рН сыворотки крови (Красов, 1969). Синтез альбумина осуществляется в печени (Мари и др., 1993).
В наших экспериментах при внутрибрюшинном введении пчелиного яда в дозе 0.5 мг/кг содержание альбуминов снижалось с 25.3±2.4% в контроле до 14.2±3.8% через час после инъекции. Через сутки содержание альбуминов возрастало до 50.9±3.9%, а через три недели происходило восстановление и содержание альбуминов в сыворотке крови составляло 31.4±6.3%.
Введение гепарина в дозе 50 МЕ/кг сопровождается повышением содержания альбумина до 31.4±6.3% через час после инъекции. Через сутки величина альбуминовой фракции остаётся на высоком уровне, однако достоверно не отличается от контрольных величин. Через 21 сутки содержание альбуминов также не отличается от контрольных величин (рис. 7.11). 
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Рис. 7.11. Изменение содержания альбуминов (%) при действии пчелиного яда, гепарина и их сочетанного применения.
1 – физиологический раствор (контроль),
2 – пчелиный яд (0.5 мг/кг),
3 – гепарин (50 МЕ/кг),
4 – гепарин + яд (1:2),
5 – пчелиный яд (0.5 мг/кг) → гепарин (50 МЕ/кг).
* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
   статистически значимы (р≤0,05).       

Использование инкубированной смеси гепарин-яд в весовом соотношении 1:2 сопровождается снижением содержания альбуминов в течение 1 часа до 16.5±1.7%. Через сутки, а также через три недели после инъекции содержание альбуминов в сыворотке крови экспериментальных животных не отличается от контрольной группы. Аналогичная ситуация наблюдается при действии гепарина (50 МЕ/кг) на фоне введения пчелиного яда в дозе 0.5 мг/кг (рис. 7.11).
7.3.2. Глобулины                                                    
Общее количество глобулинов в сыворотке 35 – 40%, молекулярная масса 150000 – 190000. Глобулины – сложная гетерогенная смесь белковых молекул (Мари и др., 1993). В составе α1-глобулинов мигрирует ряд конъюгированных белков, простетической группой которых являются углеводы – преимущественно гексозы и гексозамины (гликопротеины). Около 2/3 всей гексозы плазмы циркулирует в составе гликопротеинов. К субфракции гликопротеинов относится группа углеводсодержащих белков-мукопротеинов, в состав которых входят мукополисахариды. Фракция α2-глобулинов включает гаптоглобины, относящиеся по химическому строению к мукопротеинам, и медьсодержащий белок церулоплазмин. На каждую молекулу последнего приходится 8 атомов меди, обуславливающих активность этого белка. С помощью альфа-глобулиновой фракции переносятся стероиды, билирубин, витамины (А, К, Д, Е, В), фосфолипиды, жирные кислоты, холестерин, гормоны, фосфатиды, ферменты, антитромбин (Красов, 1969).
Бета-глобулиновая фракция – это протеины переноса липидов, углеводов, стероидных гормонов, некоторых витаминов и некоторых минеральных веществ (Красов, 1969). Важное значение липопротеидов состоит в том, что они удерживают в растворе нерастворимые в воде жиры и липоиды и обеспечивают тем самым их перенос кровью. К β-глобулиновой фракции относится группа металлсодержащих белков, один из которых трансферрин – переносчик меди, а главное железа. Каждая молекула трансферрина содержит 2 атома трёхвалентного железа. В β-глобулине находится примерно ¾ тромбина или протромбина (Красов, 1969).
Гамма-глобулинами называется фракция, характеризующаяся наименьшей ЭФП, представляющая собой смесь нескольких белков. Гамма-глобулины являются носителями различных иммунных антител, образующихся в ответ на парентеральное введение чужеродных белков. К этой группе относится большинство защитных веществ крови, многие из которых обладают ферментативной активностью. Почти при всех заболеваниях, особенно воспалительных, содержание γ-глобулинов в плазме повышается. 
Некоторое количество глобулинов, как и альбуминов, образуется в печени, но основная масса возникает в других органах, среди которых значительную роль играет слизистая кишечника (Анасашвили, 1968).
Альфа-глобулины
Максимальные изменения процентного содержания альфа-глобулинов в плазме крови регистрируются через сутки после введения исследуемых веществ. При инъекции пчелиного яда в дозе 0.5 мг/кг содержание альфа-глобулинов достоверно снижается до 16.2±2.8% против 33.4±3.8% в контроле. Аналогичная картина наблюдается при введении гепарина в дозе 50 МЕ/кг (табл. 7.8).
Показатель альфа-глобулинов при инъекции смеси гепарин + яд в весовом соотношении 1:2 не отличается через сутки от контрольных величин. Напротив, введение гепарина (50 МЕ/кг) на фоне действия пчелиного яда в дозе 0.5 мг/кг через сутки содержание альфа-глобулинов достоверно снижается относительно контрольных величин, хотя через 1 час после введения данной композиции содержание альфа-глобулинов достигает 31.4±3.9%, что достоверно выше контроля (табл. 7.8).
                                                                                          
                                                   Таблица 7.8
Изменение содержания альфа-глобулинов (%) при действии пчелиного яда,
гепарина и их сочетанного применения
	 Условия 
эксперимента
	Время после введения

	
	1 час
	1 сутки
	21 сутки

	Физиологический р-р (контроль)
	20.7±3.2
	33.4±3.8
	29.7±2.1

	Пчелиный яд (0.5 мг/кг)
	28.5±3.6
	16.2±2.8*
	23.4±3.5

	Гепарин (50 МЕ/кг)
	28.3±6.2
	16.5±3.8*
	33.3±6.2

	Гепарин+яд (1:2)
	24.4±4.6
	34.5±4.2
	26.5±4.0

	Яд (0.5 мг/кг) → Гепарин (50МЕ/кг)
	31.4±3.9*
	22.6±2.1* 
	27.2±2.5


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
   статистически значимы (р≤0,05)
Следует заметить, что при регистрации процентного содержания альфа-глобулинов через три недели после инъекции исследуемых веществ все показатели возвращаются к контрольным величинам, хотя показатели пчелиного яда недостоверно ниже, а показатели гепарина недостоверно выше, чем при введении физиологического раствора (табл. 7.8).
Бета-глобулины
Внутрибрюшинное введение гепарина в дозе 50 МЕ/кг сопровождается резким увеличением содержания бета-глобулинов в плазме крови. Так, через 1 час после инъекции содержание бета-глобулинов составляет 57.2±8.3%, против 12.6±3.5% в контроле, а через сутки этот показатель достигает 73.6±5.3%, что в 6 раз выше контрольных величин (рис. 7.12).
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Рис.7.12. Изменение содержания бета-глобулинов (%) при действии
пчелиного яда, гепарина и их сочетанного применения.
1 – физиологический раствор (контроль);     2 – пчелиный яд (0.5 мг/кг);
3 – гепарин (50 МЕ/кг);                                   4 – гепарин + яд (1:2);
5 – пчелиный яд (0.5 мг/кг) →  гепарин (50 МЕ/кг).
* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
   статистически значимы (р≤0,05)
Пчелиный яд в дозе 0.5 мг/кг достоверно не изменяет содержания бета-глобулинов в течение всего периода наблюдения. В том случае, если на фоне действия пчелиного яда инъецируется гепарин (50 МЕ/кг), то в этом случае через 1 час после введения содержание бета-глобулинов достоверно повышается до 26.7±4.7%. Через сутки, а также через три недели введение указанной композиции не отличается по содержанию бета-глобулинов от контрольных величин.
Любопытные данные были получены при инъекции смеси гепарина с ядом в весовом соотношении 1:2. В том случае за всё время наблюдения достоверных различий по содержанию бета-глобулинов в плазме крови относительно контроля не получено, т.е., по-видимому, взаимодействие пчелиного яда с гепарином снизило бета-глобулинпотенцирующую функцию последнего (рис.7.12).
Гамма-глобулины
В отличие от предыдущей серии экспериментов, в которой при введении гепарина содержание бета-глобулинов многократно увеличивается, при оценке гамма-глобулинов в тех же условиях опыта, их количество не имеет достоверной разницы с контрольными величинами. Напротив, введение пчелиного яда в дозе 0.5 мг/кг через 1 час после инъекции содержание гамма-глобулинов увеличивается с 23.4±4.6% в контроле до 40.9±4.8% в опыте, а через сутки показатель снижается до 12.9±1.5% (табл.7.9).
Через 1 час после инъекции смеси гепарин + яд в весовом соотношении 1:2 количество гамма-глобулинов возрастает относительно контрольных величин до 45.5±8.9%, а при введении гепарина на фоне действия пчелиного яда максимум гамма-глобулинов (33.1±4.7%) регистрируется через сутки наблюдения. Через 21 сутки все показатели не отличаются от контрольных величин, кроме серии опытов с применением смеси, где наблюдается достоверное снижение (14.2±1.7%) содержания гамма-глобулинов в плазме крови (табл. 7.9).                                                                 
                                                                                           Таблица 7.9
Изменение содержания гамма-глобулинов (%) при действии пчелиного яда,
гепарина и их сочетанного применения
	Условия 
эксперимента
	Время после введения

	
	1 час
	1 сутки
	21 сутки

	Физиологический р-р (контроль)
	23.4±4.6
	23.0±0.7
	22.9±2.8

	Пчелиный яд (0.5 мг/кг)
	40.9±4.8*
	12.9±1.5*
	18.7±3.5

	Гепарин (50 МЕ/кг)
	16.6±1.6
	27.4±3.7
	24.5±1.2

	Гепарин+яд (1:2)
	45.5±8.9*
	26.0±7.5
	14.2±1.7*

	Яд (0.5 мг/кг) → Гепарин (50МЕ/кг)
	23.1±2.1
	33.1±4.7*
	19.8±2.5


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
   статистически значимы (р≤0,05)                                                                

По данным литературы пчелиный яд вызывает однотипные изменения белковых фракций сыворотки крови крыс: в первую фазу – фазу уменьшения концентрации общего белка – равномерно снижается абсолютное содержание всех белковых фракций без изменения их относительного содержания; во вторую фазу – восстановления общего белка - первоначально повышается относительное и абсолютное содержание глобулинов (альфа- и бета-), восстановление альбуминов несколько отстаёт (Киреева, 1967). 
Падение концентрации общего белка в первые сутки после введения яда без увеличения относительного объёма плазмы крови можно, в определённой степени, объяснить увеличением проницаемости кровеносных сосудов. Об увеличении проницаемости говорят факты сгущения крови, гемоглобинурия и геморрагии во внутренних органах, а также экспериментально показанное нами увеличение проницаемости кожных капилляров.
В фазу восстановления не все белковые фракции одновременно возвращаются к первоначальному уровню: альбумины восстанавливаются медленнее, чем глобулины. На основании отставания восстановления количества альбуминов можно говорить о возможном нарушении синтетической способности печени.
В усилении синтеза альфа- и бета-глобулинов проявляется, по-видимому, защитная реакция организма на вредоносный агент, т.к. эти белки могут вступать в комплексные соединения с вредными для организма веществами, делая их перенос менее опасным. Изменение содержания гамма-глобулинов может быть связано с действием пчелиного яда на ретикуло-эндотелиальную систему. Гамма-глобулины в фазу восстановления изменяются в зависимости от дозы введённого яда: при меньшей дозе они несколько возрастают, при большей – уменьшаются с последующим восстановлением до исходного уровня (Киреева, 1967). 
Методами электрофоретического анализа, спектрофотометрии, седиментационного ультрацентрифугирования доказано образование комплексов гепарина с альбуминами, - и -глобулинами in vitro (Jaques, 1980), возможно именно поэтому при введении гепарина содержание бета-глобулинов характеризуется очень высокими показателями.
В наших исследованиях было установлено, что гепарин разнонаправленно действует на изменения содержания белков крови, вызванные пчелиным ядом. Исключением является линейка показателей содержания альбуминов и глобулинов, которая характеризует окончание восстановительного периода, в котором все показатели достоверно не отличаются от контрольных показателей.
7.4. Свёртывание крови
В ходе проведенных исследований методом коагулографии показано, что динамическая картина общего времени свёртывания крови, забор которой осуществляли из подъязычной вены, характеризовалась повышением данного показателя как при самостоятельном введении пчелиного яда и гепарина, так и при их сочетании (табл. 7.10). 


                                                                                                    Таблица 7.10
Динамика общего времени свёртывания крови (мин)
	Условия 
опыта
	Время после введения

	
	1 час
	2 сутки
	4 сутки
	7 сутки

	Физ. р-р (контроль)
	4,3  0,4
	2,7  0,3
	2,6  0,2
	2,0  0,2

	Пчелиный яд 1мг/кг
	6,5  0,3*
	4,2  0,3*
	2,7  0,3
	1,7  0,3

	Гепарин 50 МЕ/кг
	7,4  0,4*
	3,2  0,2*
	2,2  1,8*
	2,2  0,8

	Гепарин 500 МЕ/кг
	Не сворачивается 1 час
	3,0  0,1
	2,7  0,1
	2,7  0,1

	Протамин 10 мг/кг
	4,9  0,3
	3,3  0,3
	2,3  0,2
	1,7  0,2

	Гепарин+яд (0.5:1)
	5,7  0,4 
	2,6  0,1  
	2,0  0,1
	2,0  0,1

	Гепарин 500 МЕ/кг→
яд 1 мг/кг
	Не сворачивается 1 час
	2,4  0,2
	2,0  0,2 
	2,0  0,2

	Яд 1мг/кг →
гепарин 500 МЕ/кг
	Не сворачивается 1 час
	3,9  0,5
	2,7  0,5
	2,6  0,5

	Протамин → яд 1мг/кг
	5,6  0,2* 
	4,1  0,2* #
	3,5  0,4#
	2,1  0,1

	Яд →гепарин (50МЕ/кг) 
	2,5  0,2*
	2,7  0,3
	3,7  0,4
	2,6  0,2

	Гепарин (50 МЕ/кг)→ яд
	1,7  0,2*
	2.20.3
	5,1  0,4*
	5,1  0,2*

	Гепарин+яд (5:1)
	2,2  0,1*
	2.9  0,3
	3,4  0,3
	3,4  0,2

	Гепарин+яд (0.5:3)
(центрифугат)
	2,0  0,2*
	2.4  0,2
	2,5  0,2
	2,0  0,2


*   – р 0,05 по сравнению с контролем;                       
#   –  р 0,05 по сравнению с  протамин сульфатом;
  – р  0,05 по сравнению с пчелиным ядом;
1. – р  0,05 по сравнению с гепарином (500 МЕ/кг).
При однократном внутрибрюшинном введении пчелиного яда (1мг/кг) с первого часа эксперимента и по вторые сутки, отмечалось состояние гипокоагуляции, показатель общего времени составил 152% к первому часу исследования и 154% на вторые сутки. Начиная с четвёртого дня и по седьмые сутки эксперимента, наблюдалось приближение показателей к контрольной группе (табл. 7.10).
При введении гепарина (500 МЕ/кг) регистрировали отсутствие свёртывания крови в течение часа. Со вторых суток и до конца эксперимента наблюдался эффект гиперкоагуляции, общее время свёртывания крови составляло 60%, 55%, 72% на вторые, четвёртые и седьмые сутки соответственно. Гиперкоагуляция имела место и при введении гепарина в дозе 50 МЕ/кг, начиная с первого часа после введения на 63% и по четвёртые сутки на 45% (табл. 7.10).
При последовательном введении протамин сульфата и через 10 минут пчелиного яда увеличение общего времени свёртывания крови наблюдалось с первого часа эксперимента на протяжении четырёх суток. Общее время свёртывания крови составило 130% в первый час, 152% на вторые сутки и 134% на четвёртые, в отличие от отдельно введенного пчелиного яда, который вызывал гипокоагуляцию в течение 2-х суток (табл. 7.10). 
Сравнивая полученные данные, по динамике начала свёртывания крови при действии пчелиного яда, выявившее увеличение на 122% к первому часу (табл.7.11), с данными литературы, можно сказать, что  пчелиный яд и его компоненты вызывают нарушение первой фазы свёртывания крови – образование активного тромбопластина и инактивируют образовавшийся тромбопластин.               
Кроме того, пчелиный яд вызывает снижение активности факторов II, V, VII, IX, и  X (Омаров, 1986). Влияние на тромбоциты проявляется в снижении агрегационной способности кровяных пластинок, а также в разрушении уже образовавшихся агрегатов. Под действием мелиттина тромбоциты освобождают серотонин, который играет важную роль в агрегации тромбоцитов (Омаров,1977).
Однако на вторые, четвёртые и седьмые  сутки начало времени свёртывания крови уменьшалось, что свидетельствовало об  образования активного тромбопластина (табл.11). 
                                                                                   Таблица 7.11
Динамика изменения начала свёртывания крови (мин)
	Условия 
опыта
	Время после введения

	
	1 час
	2 сутки
	4 сутки
	7 сутки

	Физ. р-р (контроль)
	1,8  0,14
	1,5  1,20
	1,1  0,10
	0,8  0,09

	Пчелиный яд 1мг/кг
	2,20,18
	1,20,12
	0,70,10 *
	0,70,27

	Гепарин 50 МЕ/кг
	3,80,22
	1,4 0,19*
	0,50,06 *
	0,50,06

	Гепарин 500 МЕ/кг
	11,50,29  *
	1,20,29*
	1,00,20*
	1,00,20*

	Протамин 10 мг/кг
	2,30,23
	2,50,22 *
	1,30,20
	1,00,75

	Гепарин+яд (0.5:1)
	2,50,2*
	1,300,12*
	0,800,18*
	0,800,18*

	Гепарин 500 МЕ/кг→
яд (1 мг/кг)
	Не сворачивается 1 час
	0,700,11*
	0,3  0,06*
	0,300,06

	Яд 1мг/кг→гепарин 500МЕ/кг
	13,50,29*
	1,800,20
	0,800,12
	1,10  0,12

	Протамин 10 мг/кг →яд 1 мг/кг
	1,7  0,10
	1,70  0,30
	0,60,08*#
	0,70  0,13

	Яд 1мг/кг →гепарин 50 МЕ/кг
	0,660,09
	1,200,06

	0,520,21
	1,770,15*

	Гепарин 50 МЕ/кг→яд 1 мг/кг
	0,80,12
	1,20,29
	0,570,27
	1,15  0,15

	Гепарин+яд (5:1)
	0.600.13
	0,730,15
	1,800,07
	1,140,21

	Гепарин+яд (0.5:3)
(центрифугат)
	0,900,16

	1,300,17
	0,520,02
	1,300,28


*   – р 0,05 по сравнению с контролем;
#   –  р 0,05 по сравнению с  протамин сульфатом.

Данная гиперкоагуляция может быть обусловлена появлением в кровотоке разрушенных эритроцитов под воздействием пчелиного яда (Ашкинази, 1977). При разрушении эритроцитов, помимо тромбоцитарного фактора, освобождается АТФ, который не только вызывает агрегацию тромбоцитов, но и облегчает активацию фактора Хагемана, способствуя инициации внутреннего свёртывания. Появление в крови лизированных эритроцитов сопроваждается либирацией эндогенных аминов (Гланц и др.,1972, Новиков и др.,1973), из которых катехоламинам принадлежит важная роль активаторов фактора Хагемана (Ягудин и др.,1969, Попова, Никифорова,1974). Внутрисосудистый гемолиз сопровождается выраженной активацией кининовой системы (Выговская, Воробель,1975), при этом калликреин, образующийся под влиянием активированного фактора  Хагемана, в свою очередь способствует дальнейшей его активации. Происходит вторичная гиперкоагуляция, благодаря рефлекторному выбросу в кровь тканевого (сосудистого) тромбопластина (табл. 7.11).                                
Воздействие пчелиного яда на вторую фазу процесса свёртывания крови, выражается в снижении протромбиновой активности, но не наблюдается какого-либо действия на тромбин (Артёмов,1951). Полученные нами данные позволяют утверждать, что при введении пчелиного яда наблюдается удлинение продолжительности процесса свёртывания крови (табл. 7.12).
                                                                       Таблица 7.12
Динамика изменения продолжительности процесса 
свёртывания крови (мин)
	Условия 
опыта
	Время после введения

	
	1 час
	2 сутки
	4 сутки
	7 сутки

	Физ. р-р (контроль)
	2,50,43
	1,40,18
	1,50,22
	1,20,25

	Пчелиный яд 1мг/кг
	3,70,38*
	2,60,37
	1,80,31
	1,20,12

	Гепарин 50 МЕ/кг
	3,90,18*
	1,10,12
	1,20,20
	1,20,20

	Протамин 10 мг/кг
	4,1  0,37*
	1,10,10
	1,50,16
	1,0  0.1

	Гепарин+яд (0.5:1)
	3.80.12
	1,60,23
	0,90,10
	0,90,10

	Гепарин 500 МЕ/кг→
яд 1 мг/кг
	Не сворачивается 1 час
	1,70,25 *
	1,30,16
	1,30,16

	Яд 1мг/кг →
гепарин 500 МЕ/кг
	Не сворачивается 1 час
	2,30,12*
	1,60,55
	1,10,10

	Протамин 10 мг/кг →
яд 1 мг/кг
	3,70,10*
	2,20,17*#
	2,50,25*#
	1,10,18

	Яд 1мг/кг →гепарин 50 МЕ/кг
	1,840,26
	1,440,18
	2,500,31*#
	1,120,12

	Гепарин 50 МЕ/кг→
яд 1 мг/кг
	1,070,05*
	1,160,09*
	2,800,66*#
	2,70,41*#

	Гепарин+яд (5:1)
	1,680,15
	1,750,10
	2,360,24*
	1,240,13

	Гепарин+яд (0.5:3)
(центрифугат)
	1,260,17
	1,140,02
	1,750,14
	1,240,10


*   – р 0,05 по сравнению с контролем;
#   –  р 0,05 по сравнению с  протамин сульфатом;
  – р  0,05 по сравнению с пчелиным ядом.
К первому часу данный показатель составил 148%, на вторые и четвёртые сутки держалась на уровне 114% и 120% соответственно и на седьмые сутки – 100%, что связанно с полной инактивацией пчелиного яда и выведением его из организма (табл. 7.12).
Пчелиный яд может влиять и опосредованно на процесс гемокоагуляции при участии рецепторов сосудистого русла. Яд и его компоненты способны индуцировать тромбогенез через активацию контактной фазы свёртывания посредством высвобождения им в кровяное русло катехоламинов. В ответ на это в организме может быть выброс в кровоток активаторов плазминогена и гепарина вследствие возбуждения противосвёртывающей системы тромбином, воздействующим на хеморецепторы сосудов в повышенных дозах (Омаров, 1986). Учитывая пролонгированное действие пчелиного яда на фоне протамин сульфата на общее время свёртывания крови, можно предположить, что опосредованное действие пчелиного яда проявляется за счёт активации плазминогена.                                                         
Гепарин, воздействуя на кровь, прежде всего, устраняет гиперкоагуляцию. С одной стороны он считается быстродействующим антикоагулянтом прямого действия, а с другой – он опосредованно влияет на свёртывание крови при участии рецепторов сосудистого русла, то есть рефлекторно (Ляпина, Ульянов, 1987). 
Гепарин ингибирует все 3 фазы свёртывания крови, вступая во взаимодействие с форменными элементами, белками плазмы, тромбоцитарными факторами. Гепарин действует на все стадии образования тромбопластина (Хомутов, 1987). А также он образует комплексные соединения с тромбином, фибрином, антиплазмином, адреналином, фактором XIII, плазмином, плазминогеном, причем в этом случае гепарин повышает свою антикоагулянтную активность, усиливая фибринолиз, временно блокируя свёртываемость крови (Лакин, Балуда,1981). Гепарин ослабляет агрегацию тромбоцитов, способствует активации протеина С тромбином (Баркаган, Белых,1992; Browse, 1988). Протеин С является важным антикоагулянтом и компонентом регуляторной системы, которая ингибирует неферментные факторы свёртывания крови (V, VIII), обладает антитромбическим свойством и поддерживает кровь в жидком состоянии (Баркаган, Белых, 1992; Зубаиров, 1994; High, 1988). 
В случае применения больших доз гепарина возникают большие перепады в системе гемокоагуляции – от почти полной несвёртываемости до нормальных показателей или гиперкоагуляции, т.к. к концу четвертого часа после введения препарата гепарин в крови практически отсутствует (Баркаган, 1992). Ввиду того, что гепарин действует в комплексе с антитромбином Ш (АТ III), при введении больших доз гепарина, запасы АТ III быстро истощаются, и может наступить состояние рикошетной гиперкоагуляции (Баркаган, Белых, 1992). В наших экспериментах гиперкоагуляция наблюдалась на всех стадиях процесса свёртывания крови при введении гепарина (50МЕ/кг) и гепарина (500МЕ/кг). Воздействие на процесс образования протромбиназы при введении гепарина 500 МЕ/кг, проявляется в стойко выраженной гиперкоагуляции начиная с первого часа после введения – 274% и до конца эксперимента –53%. Сокращение времени свёртывания крови отражается и на продолжительности процесса, здесь данный показатель составлял 48% на четвёртые и седьмые сутки. 
Следовательно, дозы гепарина 50МЕ/кг и 500МЕ/кг, являются достаточно большими при своём воздействии на систему крови. Продолжительность биологической активности гепарина всего 3-5 часов, так как происходит его быстрая нейтрализация вследствие расщепления гепариназой, присустсвующей в печени и почках (Хомутов, 1987). Кроме того, гепарин нейтрализуется серотонином, а также вступает в комплексные соединения с белками плазмы крови (Кудряшов, 1975). Снижение биологической активности гепарина в крови является не результатом его инактивации, а следствием удаления из кровеносного русла (Хомутов, 1987).
Эксперименты при введении яда на фоне гепарина (50 МЕ/кг), не выявили гипокоагуляционного воздействия в течение двух суток исследования.  С четвёртых суток было зарегистрированно  увеличение на 162% сохранившимся до конца эксперимента. Динамика изменения общего времени свёртывания при действии пчелиного яда на фоне гепарина (500 МЕ/кг) начиная со вторых суток, проявилось в отсутствии гипокоагуляции со вторых по четвёртые сутки, и увеличении данного показателя к седьмым суткам. В первый час эксперимента, при действии пчелиного яда на фоне гепарина (500 МЕ/кг), отмечалась не сворачиваемость крови в течение часа, что совпадало с результатами, полученными по данному показателю для гепарина (500 МЕ/кг).
На основании полученных результатов и литературных данных, можно предположить, что гепарин, образует комплекс с  пчелиным ядом. Известно, что гепарин снижает токсические эффекты пчелиного яда (Хомутов и др., 1999; Higgibotham,1971), ослабляет действие основных его компонентов, с которыми он образует комплексы  (Хомутов и др.,1987; Kind, Allaway,1982). Предполагая, что предварительно введенный гепарин частично инактивирует действие пчелиного яда, за счёт образования комплексов, были проведены эксперименты по введению гепарина после пчелиного яда. Было показано, что при действии гепарина 50 МЕ/кг после пчелиного яда не наблюдалось достоверных изменений в процессе свёртывания крови. 
При введении гепарина (500 МЕ/кг), показатели общего времени свёртывания тоже не носили достоверный характер, исключение составлял 1-й час эксперимента, что связано с действием гепарина (500 МЕ\кг). Таким образом, введение гепарина после пчелиного яда оказывается более эффективным, и вероятно образующийся комплекс гепарин и яд не вызывал достоверных изменений в свёртывающей системе крови. В частности показано использование гепарина в лечебных целях для профилактики и терапии ДВС-синдрома, а также трмбоэмболических осложнений различной локализации (Сидоркина и др., 2003). 
Подкожные и внутривенные введения гепарина, способствуют активации протеина С тромбином и является наилучшим методом профилактики и лечения тромбофилии, обусловленной дефицитом протеина С (Баркаган, 1992).
Для подтверждения возможности образования комплекса гепарина с ядом, при последовательном их введении в организм, были проделаны эксперименты по введению комплексов предварительно приготовленных in vitro: гепарин (50 МЕ/кг) и пчелиный яд (1мг/кг); гепарин (500 МЕ/кг) и пчелиный яд (1мг/кг); гепарин (50 МЕ/кг) и пчелиный яд (3 мг/кг). Было показано, что комплексы гепарин (500 М/кг) и пчелиный яд (1мг/кг), гепарин (50 МЕ/кг) и пчелиный яд (3 мг/кг) не вызывали достоверных изменений общего времени свёртывания крови.  Комплекс гепарин (50МЕ/кг) и пчелиный яд (1мг/кг) вызывал эффект гиперкоагуляции, сходный с действием гепарина (50 МЕ/кг), но более продолжительный. Полученные результаты свидетельствуют, что модифицирующее действие гепарина по отношению к антикоагулянтным эффектам пчелиного яда, вероятно, связано с возможным образованием комплексов. Существует оптимум соотношения гепарин – яд. Изменение соотношения реагентов в большую или меньшую сторону, сопровождается снижением антидотного эффекта гепарина (Хомутов и др., 1985). 
Одним из важных показателей свёртывания крови является динамика изменения концентрации фибриногена в периферической крови (Кудряшов и др., 1975, 1979; Баркаган, Соломина, 1997). Внутрибрюшинное введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг, а также введение гепарина на фоне пчелиного яда и пчелиного яда на фоне указанной дозы гепарина характеризовалось отсутствием фибриногена в периферической крови в течение 1 часа от момента введения, что, по всей видимости, связано с образованием комплекса гепарин - фибриноген (табл.7.13).
                                                                                               Таблица 7.13
Динамика изменения концентрации фибриногена (мг/мл)
	Условия 
опыта
	Время после введения

	
	1 час
	2 сутки
	4 сутки
	7 сутки

	Физ. р-р (контроль)
	0,4  0,06
	0,3  0,03
	0,6  0,02
	0,3  0,02

	Пчелиный яд 1мг/кг
	0,3  0,02
	0,4  0,02
	0,6  0,04
	0,3  0,02

	Гепарин 50 МЕ/кг
	0,4  0,05
	0,5  0,04
	0,4  0,02 *
	0,4  0,02

	Гепарин 500 МЕ/кг
	Отсутствует
	0,4  0,02 
	0,3  0,04 *
	0,3  0,04

	Протамин 10 мг/кг
	0,4  0,05
	0,4  0,02 
	0,4  0,05 *
	0,4  0,04

	Гепарин+яд (0.5:1)
	0,3  0,05
	0,3  0,02 
	0,3  0,07 *
	0,3  0,07

	Гепарин 500МЕ/кг→яд 1мг/кг
	Отсутствует
	0,3 0,02 
	0,4  0,02 *
	0,4  0,02

	Яд 1мг/кг→гепарин500МЕ/кг
	Отсутствует
	0,4  0,02 
	0,4  0,04 *
	0,50.01*

	Протамин 10мг/кг →яд1мг/кг
	0,3  0.03
	0,4  0,02 
	0,5  0,02 *
	0,4  0,04

	Яд 1мг/кг→гепарин 50 МЕ/кг
	0,400.07
	0,420,02
	0,400.02
	0,400,05

	Гепарин 50 МЕ/кг→яд 1 мг/кг
	0,370,04
	0,30,05
	0,200.02*
	0,220,05

	Гепарин+яд (5:1)
	0,320,03
	0,270.05
	0,240,02*
	0,210,05


* – Различия между контрольной и экспериментальными группами 
статистически значимы ( 0,05)
Максимальное количество фибриногена отмечалось на 4 сутки наблюдения в сериях с инъекцией физиологического раствора и пчелиного яда в дозе 1 мг/кг (табл. 7.13).
7.5. Агрегация и электрофоретическая подвижность
 эритроцитов
Поверхностный заряд эритроцитов определяется структурой мембран и непосредственно связан с физико-химическими превращениями, происходящими на клеточных мембранах (Козинец и др., 2007). Диссоциация кислотных и основных групп поверхности мембраны создает мозаику отрицательных и положительных зарядов, но вследствие преобладания кислотных групп, эритроцит несет на своей поверхности избыточный отрицательный заряд (Козинец и др., 2007; Дерюгина, 2012; Seaman et al., 1983).
В формировании отрицательного заряда наружной поверхности мембраны эритроцита участвуют N-ацетилнейраминовая кислота, содержащаяся в гликопротеинах и гликолипидах (Левин, Шереметьев, 1981; Козинец и др., 2007); боковые -СООH группы аспарагиновой кислоты и -COOH группы глютаминовой, COOH-группы кислых фосфолипидов (Бондарь и др., 1988), что составляет 1,6107 отрицательно заряженных групп на клетку. Сиаловые кислоты определяют 60-90% отрицательного заряда клетки (Seaman et al., 1983; Petelska, Figaszewski, 2002).
Положительный заряд создается аминогруппами лизина, гидроксилизина и аргинина; конечными -аминогруппами белковых цепей; имидазольными группами гистидиновых остатков; фосфо- и гликолипидными атомами азота и аммонийными группами холинов. Количество положительно заряженных групп на поверхности клетки является незначительным (9105 на клетку), по сравнению с отрицательными ионогенными группами (Seaman et al., 1983).
Эритроциты, суспензированные в плазме, окружены электрическим слоем, вследствие притяжения из окружающей среды противоионов, которые под воздействием электростатических сил стремятся приблизиться к ионизированным группам клеточной мембраны (Харитоненко, Ракитянская, 1974).
Поверхностный заряд эритроцитов имеет важное значение для поддержания оптимального состояния гомеостаза, для ионной проницаемости, заряд определяет расстояние между клетками, эффективный диаметр, способность к взаимному отталкиванию, межклеточные взаимодействия (Морозова и др., 1982; Мирошников и др., 1986).
Изменение поверхностного заряда является интегральным показателем сложных патологических изменений кровообращения, биохимических сдвигов в организме (Козинец и др., 2007; Дерюгина, 2012).
Заряд может существенно изменяться как в результате изменения физико-химической структуры клеточной поверхности, так и вследствие нарушения состояния окружения, появления в крови антител, патологических белков и продуктов распaда клеток (Харитоненко, Ракитянская, 1974; Nihei et al., 2008).
Показателями электрокинетических свойств клеток крови являются их электрофоретическая подвижность и величина ξ-потенциала (Харитоненко, Ракитянская, 1974; Козинец и др., 2007).  Согласно уравнению (1) электрофоретическая подвижность клеток в электрическом поле составляет: 
                    USg/tI,  (1)
 где U -электрофоретическая подвижность, I - сила тока,  - удельная электропроводность среды, g- поперечное сечение в камере. Электрофоретическая подвижность связана с -потенциалом уравнением Гельмгольца-Смолуховского (2):
                          ξ=4U/,  (2)
где -вязкость плазмы, -диэлектрическая проницаемость.
Величина ξ-потенциала зависит от толщины двойного электрического слоя клетки: чем толще двойной электрический слой, тем больше величина -потенциала. При перемещении эритроцитов в электрическом поле их поверхность смещения не совпадает с разделом твердой и жидкой фаз, поэтому на границе отрыва частицы с прочнофиксированным слоем ионов от основной  массы жидкости образуется скачок электрокинетического (ξ) потенциала (Козинец и др., 2007)
В случае клеточного электрофореза экспериментально измеряемой величиной является ЭФП клеток, определяющаяся теми нескомпенсированными зарядами, которые находятся в данной период жизнедеятельности клетки и при данных параметрах среды в плоскости скольжения (Мирошников и др., 1986). 
Величина электрофоретической подвижности интактных образцов эритроцитов при постоянной величине рH, ионной силе раствора характеризуется значительной стабильностью  и пропорциональна величине электрического заряда клеток (Харитоненко, Ракитянская, 1974; Козинец и др., 2007). 
Электрофоретическая подвижность эритроцитов зависит от вида животного, но остается постоянной в пределах одного вида (Гильмутдинов, 1994). Электрофоретическая подвижность эритроцитов человека составляет 1,08 - 1,31 мкм·см/В·с, крысы 1,28 - 1,45 мкм·см/В·с (Мирошников и др., 1986). Различия в измерении электрофоретической подвижности зависят от среды, в которой они взвешены; в плазме и фосфатной сыворотке ЭФП эритроцитов одинаковая (Трещинский, Мищук, 1981).
Большое влияние на образование заряда оказывает адсорбция клеточной поверхностью из раствора окружающей среды соответствующих ионов, изменение толщины двойного электрического слоя, перестройка молекулярной архитектоники поверхности  или сочетание нескольких этих факторов (Козинец, 1998).
ЭФП отмытых эритроцитов отличается от таковой неотмытых эритроцитов. Сам процесс отмывания эритроцитов не оказывает влияния на величину ЭФП клеток. На замедление электрофоретической подвижности влияет состав белков и вязкость суспензированной среды. Со сдвигом соотношения белков от физиологического состояния, изменяется заряд и его плотность, по причине адсорбции белков на поверхности клетки, величина электрического заряда которых меньше, чем у эритроцитов; -глобулиновая фракция способствует резкому снижению электрофоретической подвижности, альбуминовая фракция практически не оказывает влияния на их подвижность в электрическом поле (Левтов и др., 1982; Левин и др., 1983). 
Электрофоретическая подвижность эритроцитов уменьшается при старении клеток. При старении эритроцитов изменяется структура и химические свойства мембраны: уменьшается содержание липидов и нарушается проницаемость (Козинец, 1998). Причиной изменения клеток является неспособность восстановления структурных элементов из-за отсутствия необходимых субстратов и нарушения ферментативных систем (Трещинский, Мищук, 1981; Гаврилов и др.,1985). 
На электрокинетические свойства эритроцитов оказывают влияние колебания концентрации клеток красной и белой крови. При низком содержании эритроцитов в крови преобладают субпопуляции клеток с повышенной подвижностью, что связано с увеличением молодых форм эритроцитов, активно пополняющих общий пул клеток на стадии эритроцитопении (Матюшичев, Шамратова, 2005). Сдвиги ЭФПЭ при варьировании уровня клеток белой крови обусловлены влиянием лейкоцитов на эритропоэз, с координацией распределения клеток крови по их объему и через нарушение баланса компонентов сыворотки крови (Матюшичев, Шамратова, 2000, 2008). 
Отмечено изменение электрофоретической подвижности при различных патологических состояниях организма и стрессе (Матюшичев, Шамратова, 1995, 1996). При патологии наблюдается корреляция между ЭФПЭ и СОЭ (Яструбинецкая и др., 2009; Дерюгина, 2012).
Электрокинетический потенциал эритроцитов обеспечивается структурным состоянием поверхности клеток, которое, в свою очередь,  связанно с изменением скорости протекания метаболических процессов, ионообменных свойств частиц, протекания свободнорадикальных процессов в клетке (Зенков и др., 1993; Добротина и др., 2010; Halliwell, 1991, 1992).  
Изменение ЭФПЭ влияет на реологические свойства крови (Шамратова, 2002). Снижение ЭФПЭ ведет к повышению агрегации эритроцитов (Верхуша и др., 1994). Изменения распределения потенциала в клетке вызывает перераспределение липидов между монослоями мембраны (“флип-флоп”) и латеральное перераспределение липидов, приводящее к перераспределению зарядов на поверхности мембраны, с местным изменением их концентрации, повышает доступность адгезивных сайтов (Левин, Шереметьев, 1981; Stoltz, Donner, 1991). Сиаловые кислоты придают структурную стойкость гликопротеину мембраны, и удаление их с поверхности увеличивает общую деформацию эритроцитов, определяя агрегацию клеток (Козинец, 2007).
Агрегация эритроцитов оказывает влияние на микроциркуляцию, увеличивает вязкость крови (Stoltz, Donner, 1991; Vicant, 1994). Агрегаты заполняют просвет капилляров, не оставляя места для пристеночного слоя плазмы, являясь непосредственной причиной стаза крови (Мчедлишвили, 1994). Повышение ЭФПЭ обеспечивает сохранение дисперсного состояния крови, улучшает реологические свойства крови, оказывает дезагрегирующий эффект. Агрегация эритроцитов может быть значительно усилена при патологических условиях (Шуваева и др., 1990), связанных с изменениями функциональной активности клеток (Кузник и др., 1982) и структурной организацией мембран (Козинец и др., 2007; Дерюгина, 2012).  
Исследования проводились стандартными клиническими методами. Величину ЭФП эритроцитов определяли микрометодом (Харамоненко, Ракитянская, 1974), применяя горизонтальную микрокамеру, заполненную 0.2% суспензией эритроцитов. В каждой пробе под микроскопом по секундомеру фиксировали время 8 клеток на 10 мкм в двух направлениях, измеряя полярным переключателем знак заряда на электродах. 
Агрегацию эритроцитов изучали методом Ашкинази (1977), путём подсчёта одиночных эритроцитов в камере Горяева. В качестве стимулятора агрегации использовали 20 мг% раствор декстрана голубого с добавлением хлористого кальция в трис HCl буфере (рН 7.4). Под большим увеличением микроскопа подсчитывали число неагрегированных эритроцитов. Уровень агрегации выражали в процентах: 
Х= число свободных эритроцитов • 100 : общее число эритроцитов
А= 100% - Х                                                                                                
Показано, что пчелиный яд обладает не только антикоагулирующим, но и дезагрегирующим действием. Дезагрегирующий эффект пчелиного яда был зарегистрирован в опытах in vitro (Бажутина, Левтов, 1981; Корнева и др., 1985). При действии пчелиного яда количество эритроцитов, включённых в агрегаты, уменьшалось по мере увеличения числа неагрегированных эритроцитов (Бажутина, Левтов, 1981).
В наших экспериментах изменение агрегации носило недостоверный характер, однако проявляло тенденцию к дезагрегирующему эффекту (табл. 7.14).                                                                                   
Показано, что агрегационные свойства во многом определяются поверхностными характеристиками мембран клеток. Эксперименты при использовании солапивена выявили изменение поверхностных свойств. К первому часу наблюдалось повышение подвижности эритроцитов, свидетельствующее об увеличении суммарного заряда эритроцитов. На первые сутки происходило падение ЭФП, возвращающееся к повышенному уровню к первой неделе опыта. Начиная с первых суток эксперимента прослеживается зависимость между изменением ЭФП эритроцитов и их агрегацией. Первично отсутствие данной зависимости, вероятно, связано либо с перестройками мембраны при действии пчелиного яда, либо вследствие внесения среды. Известно, что нормальные белки плазмы крови в физиологической концентрации, при физиологическом рН и ионной силе адсорбируются на эритроцитах, что влечёт за собой уменьшение ЭФП (Харамоненко, Ракитянская, 1974).
В ходе исследования действия гепарина агрегация эритроцитов достоверно повышалась к первому часу и составляла 144% (табл. 7.14). Затем происходило уменьшение агрегации, приближаясь к 100%. При определённых условиях гепарин способен вызывать агрегацию эритроцитов. Он стимулирует липопротеидную липазу. Образующиеся под влиянием гепарина лизолецитин и жирные кислоты вызывают лабилизацию мембран, что способствует их агрегации (Левин, Шереметьев, 1978). 
Вероятно, изменение мембран эритроцитов отражается и в проявлении ЭФП эритроцитов. Отмечено понижение подвижности эритроцитов в течение первой недели по сравнению с контрольной группой животных. Изменение электрокинетических свойств гепарина является следствием не только адсорбционных эффектов, но и определяется влиянием исследуемых веществ на проницаемость мембран эритроцитов (Русяев, Савушкин, 1974; Дерюгина, 2012).
Понижение ЭФП эритроцитов может быть одной из причин агрегации клеток. Агрегация в значительной степени зависит от увеличения глобулиновой и фибриногеновой фракций белков (Мчедлишвили, 1989). Увеличение белковых фракций при действии гепарина осуществляется за счёт α- и β-глобулинов.
Подвижность эритроцитов к первому часу  практически не изменялась, а к первым суткам снижалась, оставаясь на данном уровне до второй недели эксперимента (табл. 7.14).
Данные литературы и собственные исследования свидетельствуют о способности гепарина вступать в комплексные соединения с различными веществами. При взаимодействии гепарина с пчелиным ядом имеет место реакция комплексообразования с мелиттином, в результате чего образуется новое макромолекулярное химическое соединение, обладающее иными свойствами (Хомутов и др., 1985). На этом факте основано антидотное действие гепарина (Хомутов, 1987). Можно предположить, что слабое проявление эффектов пчелиного яда и гепарина, которое выявилось при их раздельном использовании связано с тем, что при приготовлении смеси гепарин+яд происходит их комплексообразование.
Подвижность эритроцитов при введении гепарина на фоне действия яда практически не изменившаяся к первому часу, достоверно уменьшалась к первой неделе. Динамическая картина ЭФП эритроцитов совпала с действием гепарина, но значительно смещалась во времени. Агрегация эритроцитов достоверно повышалась к первому часу и достигала 135% по отношению к контролю, совпадая с действием гепарина  (табл. 7.14).
Анализируя полученные данные можно утверждать, что наблюдалось наложение эффектов, полученных при действии как пчелиного яда, так и гепарина. В частности, отмечено сходство первичных эффектов при действии смеси яд-гепарин и яд в свёртывании крови и изменении альбуминов сыворотки. Агрегационные свойства эритроцитов, их ЭФП и изменение глобулиновых фракций во многом проявило сходство с действием гепарина. Кроме того, последовательное введение яда и гепарина пролонгировало коагуляционное и агрегационное действие пчелиного яда.
                                                                          Таблица 7.14
Изменение  агрегации и ЭФП эритроцитов  крови при в/б введении 
пчелиного яда, гепарина и их сочетанного применения
	Показатели
	Время после введения

	
	1 час
	1 сутки
	7 суток
	14 суток
	21 сутки

	Физиологический раствор (контроль)

	Агрегация, %
	38.7±4.2
	40.3±3.9
	55.3±1.6
	55.7±4.1
	41.6±3.4

	ЭФП, мкм/с/В/см
	1.31±0.05
	1.2±0.04
	1.01±0.05
	1.16±0.04
	1.25±0.05

	Пчелиный яд (0.5 мг/кг)

	Агрегация, %
	40.5±3.4
	44.9±3.3
	47.4±3.2*
	48.0±4.5
	38.0±1.6

	ЭФП, мкм/с/В/см
	1.5±0.04
	1.12±0.05
	1.11±0.04*
	1.19±0.04
	1.31±0.03

	Гепарин (50 МЕ/кг)

	Агрегация, %
	55.9±2.2*
	56.0±3.3*
	55.4±3.2
	58.0±5.8
	45.7±4.3

	ЭФП, мкм/с/В/см
	1.2±0.04*
	0.92±0.02
	0.96±0.02
	1.29±0.03*
	1.00±0.04

	Смесь пчелиный яд + гепарин (1:1)

	Агрегация, %
	41.0±4.8
	41.1±4.5
	52.4±4.4
	54.2±1.6
	39.7±1.4

	ЭФП, мкм/с/В/см
	1.30±0.04
	1.09±0.02
	0.96±0.05
	1.11±0.03*
	1.43±0.02

	Пчелиный яд (0.5 мг/кг) → гепарин (50 МЕ/кг)

	Агрегация, %
	52.3±1.5*
	55.6±2.0*
	47.2±1.7
	47.0±5.7
	33.3±1.1*

	ЭФП, мкм/с/В/см
	1.30±0.03
	1.08±0.03
	0.75±0.03
	1.15±0.03
	1.28±0.06


* Различия между контрольными и экспериментальными группами
статистически значимы (р≤0.05)

7.6. Перекисное окисление липидов
Процесс перекисного окисления липидов (ПОЛ) – важный метаболический процесс. Он характерен для всех живых организмов и протекает по законам цепных реакций с участием свободных радикалов: перекисного НО2, супероксидного О2-, гидроксильного ОН- и др. (Владимиров, Арчаков, 1972).
Наиболее чувствительными субстратами высокоактивных радикалов кислорода являются ненасыщенные жирные кислоты. Атакуя двойные связи высших жирных кислот, свободные радикалы инициируют триггерные аутокаталитические процессы, приводящие к образованию продуктов ПОЛ.
Малоновый диальдегид (МДА) является одним из конечных продуктов ПОЛ. Изменение содержания МДА хорошо коррелирует с кинетикой скорости образования перекисей липидов и поглощения кислорода. Практически нет ни одного случая, когда какой-либо ингибитор или активатор перекисного окисления ненасыщенных жирных кислот (НЖК) избирательно влиял на этот показатель. Промежуточные продукты ПОЛ быстро разрушаются и стационарная концентрация их на разных стадиях реакции очень низкая, в то время как концентрация МДА со временем не уменьшается, более того  отношение МДА:О2:НЖК – величина постоянная.
Как показали наши исследования, при внутрибрюшинном введении  пчелиного яда в дозе 0.5 мг/кг достоверных изменений концентрации МДА в течение 21 суток не регистрировалось.
При инъекции гепарина в дозе 25 МЕ/кг отмечалась общая тенденция к повышению концентрации МДА, однако в большинстве временных параметров эти различия недостоверны и только через сутки после инъекции гепарина концентрация МДА достоверно повышается с 2.18±0.36 в контроле до 3.12±0.15 нМоль/мл эритроцитов (табл.7.15 )
Введение смеси гепарин-яд в соотношении 1:2 соответственно, также как и действие гепарина на фоне предварительного введения пчелиного яда достоверно не изменяло показатели концентрации МДА, хотя, в последнем случае и наблюдалась некоторая тенденция к повышению концентрации МДА (табл. 7.15).
                                                                               Таблица 7.15 
Изменение концентрации малонового альдегида (нМоль/мл эритроцитов) при введении пчелиного яда, гепарина  и их смеси

	Условия
эксперимента
	Время после введения

	
	1 час
	1 сутки
	7 суток
	14 суток
	21 сутки

	Физиологический р-р (контроль)
	2.14±0.37
	2.18±0.36
	2.65±0.50
	2.85±0.56
	4.67±0.43

	Пчелиный яд
(0.5 мг/кг)
	1.85±0.32
	1.97±0.59
	2.28±0.34
	1.45±0.89
	4.50±1.74

	Гепарин
(25 МЕ/кг)
	2.89±0.54
	3.12±0.15*
	3.31±0.45
	3.34±0.34
	5.37±0.43

	Яд+гепарин
(2:1)
	2.33±0.32
	2.01±0.41
	2.35±0.25
	2.69±0.32
	4.66±0.60

	Гепарин →
пчелиный яд
	3.21±0.36
	2.50±0.50
	3.08±0.27
	3.14±0.30
	4.60±0.36


* Различия между контрольными и экспериментальными группами
статистически значимы (р≤0.05)

Снижение концентрации МДА говорит о снижении интенсивности процессов ПОЛ в мембранах эритроцитов, что объясняется антиоксидантным действием пчелиного яда (Корягин, 2007), в частности угнетением окислительных процессов мелиттином (Крылов, 1995), а также большим содержанием α-токоферола в молодых эритроцитах, чем в общей их фракции. В литературе отмечена тесная связь между свёртыванием крови и ПОЛ (Бышевский и др., 1994). 
Продукты ПОЛ могут непосредственно усиливать коагуляционные свойства крови. Тромбопластической активностью обладают легко пероксидируемые жирнокислотные радикалы фосфолипидов. В процессе тромбообразования в тромбоцитах усиливается синтез эндоперекисей, простагландинов - предшественников тромбоксанов. Перекисное окисление участвует в начальном этапе гемостаза – агрегации тромбоцитов. Перекиси липидов ингибируют образование в эндотелии антиагреганта простациклина (Конторщикова, 2000).
Усиление ПОЛ под действием гепарина обусловлено повышением содержания свободных жирных кислот в плазме за счёт активации гепарином липазы крови (Лакин, Балуда, 1981).
7.7. Аминотрансферазы
Аминотрансферазы, трансаминазы, - ферменты класса трансфераз, катализирующие обратимые реакции трансаминирования, т.е. перенос аминогруппы (-NH2) и водорода от одной молекулы субстрата к другой без промежуточного образования аммиака. Коферменты аминотрансферазы – пиридоксальфосфат и пиридоксаминофосфат. Аминотрансферазы участвуют в азотистом обмене, особенно в обмене аминокислот. Определение аланиновой и аспарагиновой аминотрансфераз в сыворотке крови человека используют в диагностике заболеваний печени и сердца (Браунштейн, 1987).
Наибольшее клинико-диагностическое значение имеет определение активности двух аминотрансфераз: аспартатаминотрансферазы (АСТ) и аланинаминотрансферазы (АЛТ). Различия в наименовании аминотрансфераз определяются названием той аминокислоты, от которой отделяется аминогруппа.
Аспартатаминотрансфераза обратимо катализирует следующую реакцию:
                                                       АСТ
Аспарагиновая + β-кетоглутаровая      →   Щавелевоуксусная + Глутаминовая
     кислота               кислота           ←              кислота                  кислота

Этот фермент широко распространен в органах и тканях человека. Наибольшее содержание АСТ обнаружено в сердечной мышце, затем последовательно в убывающем количестве в печени, скелетной мускулатуре, головном мозге, почках, семенниках. Активность АСТ в сердечной мышце почти в 10000 раз выше, чем в сыворотке. В эритроцитах АСТ содержится в 10 раз больше, чем в сыворотке. Поэтому при определении аминотрансфераз в сыворотке крови последняя не должна иметь даже следов гемолиза.
Фермент, катализирующий обратимый перенос аминогруппы с аланина на α-кетоглутаровую кислоту, получил название аланинаминотрансферазы. Эту реакцию можно представить в следующем виде:  
                                                      АЛТ
             Аланин + α-кетоглутаровая      →   Пировиноградная + Глутаминовая
                                 кислота            ←              кислота                  кислота

Наиболее высокая активность АЛТ обнаруживается в печени, поджелудочной железе, сердце и скелетной мускулатуре. В печени активность АЛТ в несколько тысяч раз выше, чем в сыворотке крови.
Повышение активности аминотрансфераз в сыворотке крови отмечено при целом ряде заболеваний и особенно при поражении органов и тканей, богатых данными ферментами (печень, миокард и др.). Наиболее резкие изменения в активности АСТ наблюдаются при поражении сердечной мышцы.
Повышение активности АСТ в сыворотке крови больных инфарктом миокарда наблюдается в 93 – 98 % случаев. Увеличение активности начинается обычно через 6-12 часов после возникновения инфаркта миокарда, достигает максимума через 24 – 48 часов, затем постепенно падает, возвращаясь к нормальному уровню чрез 4 – 5 дней. При инфаркте миокарда активность АСТ в сыворотке крови может увеличиваться в 2 – 20 раз. 
Считают, что существует тесная корреляция между размерами очага некроза и активностью АСТ в сыворотке крови. Как показали исследования ряда авторов, некроз площадью 1,5х1,5 см приводит к значительному подъему АСТ в сыворотке крови.
При заболеваниях печени в первую очередь и наиболее значительно по сравнению с АСТ изменяется активность АЛТ. Установлено, что повреждение всего лишь одной печеночной дольки достаточно для значительного увеличения активности сывороточной АЛТ. 
Особенно резко повышается активность АЛТ в сыворотке крови при инфекционном гепатите. Максимум повышения активности фермента отмечается на 6 – 10 день заболевания и постепенно возвращается  к норме к 15 – 20 дню. Активность АЛТ увеличивается уже в инкубационном периоде заболевания, что имеет большое диагностическое значение (Комаров, Коровкин, Меньшиков, 2001).
Аспартатаминотрансфераза (L-аспартат; 2-оксоглутарат аминотрансфераза; КФ 2.6.1.1.). Реакции трансаминирования играют важную роль в процессах метаболизма аминокислот и аминов, а также в сопряжении азотистого и энергетического обмена. Поэтому неудивительно, что ферменты катализирующие реакции трансаминирования (аминотрансферазы), интенсивно исследуются как в нашей стране, так и за рубежом. Общая теория процессов аминокислотного обмена, катализируемая пиридоксалевыми ферментами, была сформулирована А.Е. Браунштейном и М.М. Шемякиным в 1952 г. у нас в стране и несколько позднее Е. Снеллом и Д. Метцлером в США. Из большого количества аминотрансфераз наиболее полно изучена аспартатаминотрансфераза (АСТ), катализирующая реакцию:
L-аспартат + 2-оксоглутарат ↔  L-глутамат + оксалацетат
АСТ составляет небольшую долю белков в тканях животных, она может образовывать комплексы с другими ферментами, что затрудняет очистку. Особенно активна АСТ в мышцах сердца, и в большинстве случаев исследования проводили на ферменте из сердец. Выделены и очищены АСТ из сердца свиньи, курицы, человека, лошади, быка и печени крысы. Кинетические исследования показали, что изоферменты различаются по сродству к субстратам: у цитозольного фермента сродство к 2-оксоглутарату выше, чем к L-аспартату, КМ на порядок ниже, а для митохондриального фермента наблюдается обратное соотношение. Дикарбоновые кислоты (субстраты и их аналоги) являются ингибиторами АСТ. Митохондриальный фермент сильнее ингибируется 4-углеродными дикарбоновыми кислотами, а цитозольный – 5-углеродными, например 2-оксоглутаратом. Скорость превращения субстратов в реакции переаминирования при участии фермента увеличивается по сравнению с модельными системами в 106 – 109 раз. Реакция переаминирования состоит из двух полуреакций и протекает по бинарному механизму «пинг-понг», предложенному в классической гипотезе Браунштейна-Снелла.
АСТ обладают свойствами цветного рН-индикатора. В слабокислой среде оба изофермента окрашены в ярко-желтый цвет (максимальное поглощение при 430 нм). По мере подщелачивания раствора происходит обратимый переход в слабоокрашенную форму с максимумом поглощения при 360 нм ( Кочкина В.М., 1995).
Выбор аланинаминотрансферазы (АлАТ) и аспартатаминотрансферазы (АсАТ) в качестве индикаторов влияния гепарина на токсические свойства был обусловлен тем, что эти два фермента являются информативным клиническим тестом при заболеваниях сердца и печени. Хорошо известно, что  пчелиный яд и яд щитомордника обладают ярко выраженным кардиотропным и гепатотропным действием, а значит можно гипотетически полагать, что он будет влиять на активность данных ферментов. С другой стороны, печень является одним из основных депо эндогенного гепарина, который, возможно также влияет на активность АлАТ и АсАТ.
7.7.1. Пчелиный яд
В нашей работе после введения пчелиного яда наблюдалось повышение уровня активности аминотрансфераз в периферической крови крыс. Активность аланинаминотрансферазы, определяемая по прошествии 1 часа от введения пчелиного яда в дозе 2 мг/кг повысилась в 3 раза по сравнению с контролем. Через 6 часов после введения яда активность фермента снижалась до уровня, статистически не отличающегося от контроля (рис. 7.14).
Введение гепарина (50 МЕ/кг) способствовало понижению активности фермента. Достоверные различия от контрольных величин были выявлены и через 1 час, и через 6 часов после введения. Необходимо отметить, что к 6 часам от введения наблюдается тенденция к увеличению активности фермента. К этому времени происходит нейтрализация гепарина вследствие расщепления гепариназой и образования комплексов с серотонином и белками плазмы крови (Кудряшов, 1975).
       Смесь пчелиного яда (2 мг/кг) с гепарином (50 МЕ/кг) вызывала достоверное увеличение активности АлАТ до уровня 0,3400,045 и 0,2580,052 мкмоль ПВК/ч мл через 1 час и 6 часов от введения соответственно.
При введении следующим двум группам пчелиного яда (2 мг/кг) на фоне гепарина (50 и 500 МЕ соответственно) также наблюдалось достоверное увеличение активности АлАТ через 1 час и 6 часов от введения. Более высокая активность фермента проявилась через 1 час после применения пчелиного яда на фоне 500 МЕ гепарина на кг веса. В этой же группе наблюдалось более интенсивное падение активности аланинаминотрансферазы через 6 часов после введения (рис. 7.13).
       Нейтрализация эндогенного гепарина протамин сульфатом в дозе 10 мг/кг вызывала не слишком значительное, но статистически достоверное повышение активности АлАТ, в то время как введение пчелиного яда (2 мг/кг) на фоне протамин сульфата вызывало увеличение уровня фермента более чем в 3,5 раза.
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Рис. 7.13. Влияние пчелиного яда и гепарина на уровень активности
аланинаминотрасферазы в периферической крови крыс
1-  Интактные животные;                    2- Контроль (физ. р-р);
3- Пчелиный яд (2 мг/кг);                    4- Гепарин (50 МЕ/кг);
5- Пчелиный яд+гепарин (1:0.5);        6- Гепарин (50 МЕ/кг) → яд;
7- Гепарин (500 МЕ/кг) → яд;             8- Протамин сульфат (10 мг/кг);
9- Пчелиный яд (2 мг/кг) на фоне протамин сульфата (10 мг/кг).
* - Различия между контрольными и экспериментальными группами статистически значимы (р≤ 0,05)

              Активность аспартатаминотрансферазы, измеренная через 1 час после воздействия пчелиного яда (2 мг/кг) была в 1,6 раза выше контрольной. Через 6 часов от введения яда не наблюдалось статистически значимых отличий от контроля (рис.7.14). 
       Введение гепарина (50 МЕ/кг) способствовало снижению активности фермента через 1 час с последующим повышением через 6 часов после введения.
       Введение смеси пчелиный яд (2 мг/кг) – гепарин (50 МЕ/кг) приводило к статистически значимому повышению уровня фермента, причем через 6 часов после введения не отмечалось тенденции к нормализации активности.
       При введении пчелиного яда (2 мг/кг) на фоне предварительной гепаринизации также наблюдалось увеличение активности АсАТ, однако через 6 часов после введения яда не наблюдалось статистически значимых отличий от контроля.
       Антагонист гепарина протамин сульфат вызывал достоверное, с течением времени мало снижающееся повышение уровня АсАТ.
     Пчелиный яд (2 мг/кг) на фоне протамин сульфата (10 мг/кг) вызывал резкое возрастание активности АсАТ в 5,5 раз с последующим снижением до 1,0180,073 мкмоль ПВК/ч мл через 6 часов от введения (рис. 7.14).
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Рис. 7.14. Влияние пчелиного яда и гепарина на уровень активности
аспартатаминотрасферазы в периферической крови крыс
1- Интактные животные;                             2- Контроль (физ. р-р);
3- Пчелиный яд (2 мг/кг);                            4- Гепарин (50 МЕ/кг);
5- Пчелиный яд+гепарин (1:0.5);                6- Гепарин (50 МЕ/кг) → яд;
7- Гепарин (500 МЕ/кг) → яд;                     8- Протамин сульфат (10 мг/кг);
9- Пчелиный яд (2 мг/кг) на фоне протамин сульфата (10 мг/кг).
* - Различия между контрольными и экспериментальными группами статистически значимы (р≤ 0,05)
Пчелиный яд при введении в организм млекопитающих вызывает тяжелые нарушения обмена веществ. Это связано с прямым его действием на ферментные системы, а также со способностью нарушать нервную и гуморальную регуляцию обмена и вызывать состояние стресса (Артемов, 1962). Установлено, что любые стрессовые состояния, требующие срочной мобилизации компонентов белка для покрытия энергетических нужд организма, связаны с адаптивным, гормонально-стимулируемым биосинтезом определенных аминотрансфераз, участвующих в глюконеогенезе (аланин- и аспартат-аминотрансфераз, аминотрансфераз ароматических аминокислот).
Повышение активности аминотрансфераз можно объяснить и воздействием компонентов апитоксина непосредственно на мембраны клеток. Известно, что мелиттин – мембранолитик, поэтому он изменяет проницаемость мембраны (Хомутов и др., 2005) и таким путем может влиять на локализацию и активность ферментов.
Сам гепарин снижает развитие общего адаптационного синдрома (Jaques, 1983). Предполагается, что гепарин влияет на конститутивный или индуктивный синтез трансаминаз в печени или других органах и тканях, а также образует биокомплекс гепарин + трансаминазы, обеспечивая восстановление нарушенных реакций переаминирования (Федянин, Патеюк, 1973). Кроме того, возможна непосредственная нейтрализация токсичных компонентов яда образованием неактивных комплексных соединений с гепарином (Хомутов, 1987). Этим объясняется меньшая токсичность пчелиного яда в составе смеси по сравнению с введением на фоне предварительной гепаринизации.
7.7.2. Яд щитомордника
Внутрибрюшинное введение яда щитомордника в дозе 1 мг/кг через 1 час после инъекции сопровождается достоверным повышением аанинаминотрансферазы (АлАТ) и аспартатаминотрансферазы АсАТ). При введении гепарина в дозе 50 МЕ/кг активность ферментов недостоверно снижается, а при увеличении дозы антикоагулянта в 10 раз активность достоверно снижается, особенно активность АсАТ, которая снижается с 0.13±0.01 в контроле до  0.05±0.01 мкМ ПВК/ч·мл в эксперименте (табл. 7.16).                                                                                                
                                                                                       Таблица 7.16
Влияние гепарина и яда щитомордника на активность аланинаминотрансферазы (АлАТ) и аспартатаминотрансферазы (АсАТ) 
в периферической крови крыс
	Условия 
эксперимента
	Активность ферментов, мкМ ПВК/ч·мл

	
	АлАТ
	АсАТ

	Физиол. р-р (контроль)
	0.08±0.1
	0.13±0.01

	Яд щитомордника (1 мг/кг)
	0.14±0.02*
	0.21±0.07*

	Гепарин (50 МЕ/кг)
	0.07±0.01
	0.11±0.02

	Яд щитомордника (1 мг/кг) + гепарин (50 МЕ/кг)
	0.16±0.04*
	0.23±0.05*

	Гепарин, 500 МЕ/кг
	0.03±0.01*
	0.05±0.01*

	Яд щитомордника (1 мг/кг) + гепарин (500 МЕ/кг)
	0.20±0.08*
	0.25±0.10

	Протамин сульфат, 10 мг/кг
	0.32±0.02*
	0.38±0.03*

	Протамин → яд щитомордника 
	0.18±0.03*
	0.17±0.01*


* - Различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05).

В отличие от гепарина, при введении которого активность АлАТ и АсАТ снижается, при инъекции протамин сульфата в дозе 10 мг/кг активность ферментов резко повышается до 0.32±0.02 и 0.38±0.03 соответственно.
При введении композиции в виде смеси яд щитомордника + гепарин в весовом соотношении 1:5 активность АлАТ и АсАТ достоверно выше контрольных показателей, но достоверных различий с введением только яда щитомордника не обнаружено. Аналогичная картина наблюдается при действии яда щитомордника на фоне предварительного введения протамин сульфата (табл. 7.16).
Таким образом, с точки зрения гипотезы о взаимодействии гепарина с пчелиным ядом с образованием комплексного соединения, можно было предполагать, что при совместном введении с гепарином либо в смеси, либо при предварительной инъекции активность АлАТ и АсАТ должна снижаться относительно данных, полученных при введении только пчелиного яда. Полученные данные подтверждают эту гипотезу, так как при введении пчелиного яда в сочетании с гепарином активность АлАТ и АсАТ значительно снижается. Протамин сульфат, блокируя эндогенный гепарин, увеличивает активность ферментов, что также говорит в пользу предполагаемой гипотезы. 
Наше предположение о том, что гепарин не взаимодействует с ядом щитомордника и не образует комплексного соединения, при котором яд частично или полностью теряет свои свойства, подтверждается данными активности АлАТ и АсАТ при введении яда щитомордника, при введении в композиции с гепарином и при введении в композиции с протамин сульфатом, которые не имеют достоверных различий друг с другом.






















ГЛАВА 8. ВЛИЯНИЕ ГЕПАРИНА НА ПОКАЗАТЕЛИ СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТОЙ СИСТЕМЫ ПРИ АЛЬТЕРАЦИИ 
ЗООТОКСИНАМИ

При изучении влияния биологически активных веществ (БАВ) на сердечно-сосудистую систему (ССС) используют достаточно информативные показатели, такие как электрокардиография и регистрация системного артериального давления (АД). Кроме того, при изучении механизмов воздействия БАВ, в том числе и зоотоксинов, обращают особое внимание на миокардиальные клетки и интракардиальную нервную систему (Крылов, Ошевенский, 1984).
8.1. Пчелиный яд
Пчелиный яд при внутривенном введении вызывает сложные расстройства сердечной деятельности. Изменения сердечного ритма, которые наблюдались при инъекции сравнительно небольших доз яда (0.5 – 1.0 мг/кг), носили непродолжительный и обратимый характер. Возможно, урежение ритма сердечной деятельности, отмечавшееся непосредственно после введения яда, связано прежде всего с его воздействием на сосудистые рефлексогенные зоны и хеморецепторы эндокарда и носит рефлекторный характер. Об этом свидетельствуют опыты, в которых яд вводился ваготомированным животным. В этом случае не наблюдали отчётливого урежения ритма сразу после инъекции. Замедление сердцебиений наступало значительно позже и сопровождалось сложными изменениями ЭКГ, что, очевидно, является отражением воздействия яда на интракардиальную систему и сердечную мышцу. Об угнетении проводящей системы сердца и узлов автоматии можно было судить по развитию атриовентрикулярного блока, значительному урежению синусного и появлению желудочкового ритма. 
Введение летальных доз яда в итоге приводило к терминальному состоянию сердечной деятельности и необратимым нарушениям тканевого обмена сердечной мышцы, о чём свидетельствовало извращение и уширение комплекса QRS, возрастание зубца Т и общее уменьшение амплитуды зубцов ЭКГ. 
По-видимому, кроме отмеченных нарушений, связанных с воздействием пчелиного яда на рецепторы сердца, проводящую систему и сократительный миокард, не исключена возможность изменений, протекающих по типу аксон-рефлекса. Кроме того, при оценке механизма действия пчелиного яда на ССС нельзя не учитывать ганглиоблокирующие свойства яда и возможность его непосредственного влияния на деятельность соответствующих нервных центров (Орлов и др., 1970).
Установлено, что, во-первых, миокардиальные клетки весьма чувствительны к воздействию зоотоксинов, характерные эффекты наблюдаются при использовании очень низких концентраций пчелиного яда (до 10-8 – 10-10 М), что может указывать на его специфичность по отношению к мембранам миокардиальных клеток. Весьма вероятно, что это действие токсины оказывают и при попадании в общий кровоток. Во-вторых, полученные данные позволяют выяснить причины инотропных, дромотропных, хронотропных и других изменений сердечной деятельности под влиянием апитоксина, которые были обнаружены в экспериментах на препаратах изолированного сердца теплокровных и холоднокровных животных. Характерные изменения медленного входящего тока являются непосредственной причиной уменьшения амплитуды сокращения сердца при воздействиях пчелиного яда и мелиттина, изменения рефрактерной фазы и появления аритмий, состояния функций синусного узла и др. Снижение амплитуды быстрого входящего тока может лежать в основе отрицательного дромотропного действия и возникновения сердечной блокады под воздействием пчелиного яда и мелиттина (Асафова и др., 1984).
Из составляющих пчелиного яда только мелиттин обусловливает контрактильный и морфологический эффект в отношении кардиомиоцитов. Эти эффекты: скоротечное увеличение ЧСС, затем – ослабление, затем - остановка и морфологическая дегенерация. При введении яда на фоне антимелиттиновых антител кардиотоксичные свойства его снижаются или полностью блокируются. При остановке сердца после применения мелиттина наблюдается увеличение систолического кальциевого тока. Морфологическая дегенерация также сопровождается ростом кальциевого тока. Для морфологических повреждений необходимо внеклеточное содержание кальция более 10-6М. Мелиттин деполяризует максимальные диастолические потенциалы, ингибирует генерацию потенциала действия. Индуцирует увеличение натриевого тока. Противомелиттиновый протектор клетки – бепридил (ингибитор Na+-Са2+-обмена), но не блокатор кальциевых каналов типа верапамила. Это позволяет считать, что мелиттин-индуцируемое увеличение кальциевого тока обусловлено входом внеклеточного кальция через сарколеммную Na+-Са2+-обменную систему (Okamoto T., et al., 1995).
Мелиттин подавляет ионные потоки в клетку через кальциевые и натриевые каналы; увеличивает фоновый калиевый ток, подавляет фазовые и тонические сокращения волокон. Изменяется кинетика кальциевых каналов, но не происходит изменений β-адренорецепторов. Эффекты мелиттина не уменьшаются при добавлении индометацина – ингибитора фосфолипазы А2. Вероятно, мелиттин связывается с мембранными ионными каналами (Filippov et al., 1987).
8.1.1. Частота сердечных сокращений
Кардиотропное действие пчелиного яда изучалось на теплокровных животных (крысы, кролики) методом электрокардиографии с регистрацией ЭКГ во II стандартном отведении. Оценивались изменения показателей ЭКГ при внутривенном введении пчелиного яда в дозах 1.0, 1.5 и 2.0 мг/кг.
Опыты показали, что однократная инъекция яда в дозе 1.0 мг/кг серьёзных изменений в деятельности сердца кроликов не вызывала. При этом можно было наблюдать лишь некоторое урежение ритма сердечных сокращений типа синусовой брадикардии, которая наступала вслед за введением яда. Каких-либо существенных изменений со стороны формы, величины зубцов и длительности интервалов ЭКГ не наблюдалось. Через 20–30 мин после инъекции яда наступала нормализация сердечной деятельности. Повторное введение той же дозы яда сопровождалось снижением амплитуды зубца R, тахикардией, сменяющейся брадикардией. К 30-й мин от момента повторного введения амплитуда зубца R достигала исходных величин. Восстановления ЧСС в течение 30 мин не наблюдалось.
Однократное введение пчелиного яда в дозе 1.5 мг/кг приводило к синусовой брадикардии, причём восстановления в течение 30 мин не отмечалось. Повторное введение той же дозы яда сопровождалось резким снижением ритма сердечных сокращений, увеличением  амплитуды зубца R, расширением комплекса QRS, стойкой атриовентрикулярной блокадой, сглаживанием зубца Т. Однако необходимо отметить, что в ряде опытов развитие атриовентрикулярного блока в ответ на введение яда сопровождалось извращением желудочкового комплекса и возрастанием амплитуды зубца Т, но чаще развитие поперечной блокады переходило в редкий желудочковый ритм, характеризующийся своеобразной формой.
Внутривенное введение более высоких доз пчелиного яда (2.0 мг/кг) приводило к отчётливым нарушениям деятельности сердца. Наряду с развитием синусовой брадикардии, наблюдалось извращение желудочкового комплекса, возникновение гигантского зубца Т, снижение амплитуды других зубцов ЭКГ, характерном для терминального состояния сердечной деятельности. Из других нарушений деятельности сердца под влиянием высоких доз пчелиного яда необходимо отметить развитие фибрилляции желудочков, которая приводила к остановке сердца.
Таким образом, пчелиный яд в дозе 2.0 мг/кг при внутривенном введении вызывает необратимые изменения в деятельности сердца. Введение той же дозы яда в смеси с гепарином в соотношении 1:0.05 не сопровождалось изменениями сердечной деятельности (табл. 8.1).
                                                                                                   Таблица 8.1
Влияние внутривенного введения пчелиного яда и смеси яд-гепарин (1:0.05) на деятельность сердца кроликов
	Условия 
опыта
	Частота сердечных сокращений, уд/мин

	
	до
введения
	после введения, мин

	
	
	1
	5
	10

	Пчелиный яд (2 мг/кг)
	320±24
	323±18
	150±22*
	33±9.1*

	Яд (2 мг/кг)+гепарин (0.1 мг/кг)
	325±10
	320±8.6
	315±5.0
	312±9.2

	Яд (6 мг/кг)+гепарин (0.3 мг/кг)
	322±5.4
	333±10
	353±24
	330±11


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
   статистически значимы (р≤0,05)

При введении пчелиного яда в дозе 2 мг/кг уже на 5-й мин от момента инъекции отмечалось резкое снижение сердечного ритма, то при введении смеси яд-гепарин (1:0.05), достоверных различий при сравнении ЭКГ до и после введения не обнаружено. Аналогичные результаты были получены при введении смеси яд-гепарин, в которой концентрация яда была увеличена в три раза (табл. 8.1). 
Многократное введение пчелиного яда (2 мг/кг) в смеси с гепарином сопровождалось характерными изменениями ЭКГ кроликов. При 1–2-кратной инъекции смеси практически не отмечалось каких-либо нарушений деятельности сердца. Однако после 4 – 5 введений наблюдалось снижение ЧСС, извращение желудочкового комплекса и возрастание амплитуды зубца Т. Все эти изменения приводили к терминальному состоянию сердечной мышцы и заканчивались гибелью животного.
В следующей серии опытов была проведена сравнительная характеристика изменений ЭКГ при предварительном введении гепарина (5, 50, 500 и 5000 МЕ/кг) с последующей инъекцией тестовой дозы (2 мг/кг) пчелиного яда на наркотизированных и ненаркотизированных животных. Кроме того, изучено состояние сердечной деятельности при введении пчелиного яда в дозах 1.5, 2.0, 3.0, и 6.0 мг/кг на фоне действия гепарина в дозе 5 МЕ/кг на интактных кроликах.
Сравнительная характеристика кардиопротекторного действия гепарина показала, что, если интактному кролику внутривенно ввести 5 МЕ/кг гепарина, а через 10 мин инъецировать 2 мг/кг пчелиного яда, электрокардиографическая картина не изменяется. При тех же условиях опыта гексеналовый наркоз коренным образом изменял ЭКГ-картину. После первого введения пчелиного яда в дозе 2 мг/кг наркотизированным кроликам на фоне действия гепарина (5 МЕ/кг) ритм сердечных сокращений резко снижался, отмечалась инверсия желудочкового комплекса, наблюдалось увеличение амплитуды зубца Т. Все эти изменения заканчивались терминальным состоянием сердечной мышцы и гибелью животного (табл. 8.2).
                                                                                          Таблица 8.2
Сравнительная характеристика кардиопротекторного действия гепарина при интоксикации пчелиным ядом
	Условия
эксперимента
	Доза гепарина, МЕ/кг

	
	5
	50
	500
	5000

	
	Суммарная токсическая доза, мг/кг

	Интактные кролики
	11±0.7
	6.8±0.2
	2.0±0.0
	2.0±0.0

	Наркотизированные кролики
	2.0±0.0
	4.2±0.3
	4.8±0.5
	5.8±0.9



При однократном введении тестовой дозы пчелиного яда на фоне действия гепарина в дозе 50 МЕ/кг как наркотизированным, так и не наркотизированным животным, ЭКГ существенных изменений не претерпевала. Однократное применение пчелиного яда в дозе 2 мг/кг на фоне 500 и 5000 МЕ/кг не сопровождалось сколько-нибудь значительными изменениями ЭКГ, в то время как у интактных животных при тех же дозировках гепарина и яда ритм сердечных сокращений резко падал, а ЭКГ в целом характеризовалась терминальным состоянием.
Во всех опытах в конечном итоге наблюдалось терминальное состояние сердечной деятельности, однако это зависело от дозы гепарина, пчелиного яда и физиологического состояния животного. Терминальное состояние интактных животных наступало тем скорее, чем выше доза гепарина была введена до инъекции яда. У наркотизированных животных наблюдалась обратная картина, т.е. чем больше доза гепарина, тем выше протекторный эффект. Максимальная доза яда, сопровождающаяся гибелью животных регистрировалась у интактных кроликов и соответствовала 11±0.7 мг/кг. У наркотизированных животных максимальная доза равнялась 5.8±0.9 мг/кг при предварительном введении гепарина в дозе 5000 МЕ/кг (рис. 8.1).                                                                        
Таким образом, наркоз, изменяя рефлекторную деятельность организма в целом, вероятно, подавляет рефлекторную реакцию организма на введение гепарина (Кудряшов, 1975). А гепарин, как считают некоторые авторы, является специфическим раздражителем хеморецепторов, вызывающим наряду с прямым взаимодействием с белками крови, рефлекторное нарастание количества гепарина в циркулирующей крови (Louw, 1974).
В следующей серии экспериментов на кроликах показано, что при внутрибрюшинном введении пчелиного яда в дозе 5 мг/кг частота сердечных сокращений (ЧСС)  снижается с 262±14 уд/мин в контроле до своих минимальных значений (216±3.2 уд/мин) через 40 мин после инъекции яда (рис. 8.1).
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Рис. 8.1. Изменение ЧСС (% от контроля) при действии 
пчелиного яда, гепарина и протамин сульфата
1- Контроль (физиол. р-р);                             2- Яд пчелы (5 мг/кг);
3- Яд пчелы+Гепарин (1:0.5);                        4- Гепарин (50 МЕ/кг)→яд пчелы;
5- Гепарин (500 МЕ/кг)→яд пчелы;             6- Протамин (10 мг/кг)→яд пчелы.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами  «яд пчелы» и «яд – гепарин» 
статистически значимы (р≤0,05)
• - Различия между группами «яд пчелы» и «яд – протамин» 
статистически значимы (р≤0,05)
Введение смеси яд-гепарин в соотношении 1:0.5, в которой доза яда соответствует 5 мг/кг, а также предварительное введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг, достоверно не влияет на ЧСС экспериментальных животных и варьирует в пределах 242 – 270 уд/мин (рис. 8.1). 
Иная картина наблюдается при введении пчелиного яда на фоне протамин сульфата, являющегося, как известно, классическим блокатором эндогенного гепарина. В этом случае максимальная брадикардия регистрируется  на 50-й мин от момента введения (рис. 8.1). 
Резюмируя данные по изучению кардиопротекторных свойств гепарина при интоксикации пчелиным ядом, необходимо отметить стабилизирующую роль гепарина при нарушениях сердечного ритма, вызванного инъекцией пчелиного яда, как при внутривенном, так и при внутрибрюшинном введении экспериментальным животным. Важная роль в этом процессе принадлежит эндогенному гепарину, блокада которого протамин сульфатом сопровождается потенцированием кардиотоксического действия пчелиного яда. Ещё одним фактором, регулирующим процесс кардиопротекции гепарином, является участие нервной системы, блокада которой гексеналом вызывает дозореверсивный эффект относительно интактных животных.
8.1.2. Артериальное давление
Подробную характеристику влияния пчелиного яда на систему артериального давления предложили в 1967 г. Н.М. Артёмов и А.В. Зевеке. Основные положения, основанные на экспериментах авторов, следующие:
• внутривенное введение пчелиного яда собакам, кошкам и кроликам вызывает у них падение артериального давления, тем более продолжительное, чем больше введённая доза яда; повторное введение яда в вену даёт менее сильный гипотензивный эффект по сравнению с первым введением.
•  у кроликов падению кровяного давления после внутривенного введения яда предшествует кратковременное повышение его. 
•  разведённые растворы яда (от 1:104 до 1:108), пропускаемые через сосуды изолированных органов – уха кролика, доли лёгкого, участка тонкого кишечника кошки, задних конечностей лягушки – вызывают тем более сильное сужение сосудов, чем более концентрированный раствор яда был использован для перфузии. Сильно разведённые растворы вызывали слабую вазодилятацию.
•  при внутриартериальном введении пчелиного яда наблюдается кратковременный подъём кровяного давления.
•  введение пчелиного яда в артерию изолированного отрезка кишечника кошки, связанного с организмом только нервом, вызывает кратковременный подъём общего кровяного давления.
•  введение пчелиного яда в сосуды изолированной доли лёгкого кошки вызывает снижение общего кровяного давления.
•  гипотензивный эффект внутривенного введения пчелиного яда представляет собой равнодействующую таких процессов, как прямой сосудосуживающий эффект, рефлексы с хеморецепторов кровеносного русла, расширение капилляров и блокада симпатической иннервации сосудов (Артёмов, Зевеке, 1967).
Пчелиный яд как уникальный кластер регуляторных пептидов (Хомутов, 2017), входящих в его состав, снижает артериальное давление теплокровных животных при разных способах введения яда в организм. Мелиттин может воспроизводить основную часть гемодинамических эффектов целого пчелиного яда: падение артериального давления крови в зависимости от дозы и органа – вазоконстрикция или вадодилятация, деполяризация и сокращение сердечной мышцы. МСД-пептид также снижает кровяное давление, фосфолипаза А в эффективных дозах может вызвать контрактуру гладких мышц, снижение кровяного давления, разрушение тучных клеток (Орлов и др., 1983).
Исходный уровень систолического артериального давления (АД-систолического) в разных группах экспериментов варьировал в пределах 145-155 мм рт. ст. Внутрибрюшинное введение кроликам пчелиного яда в дозе 5 мг/кг сопровождалось резким снижением АД-систолического, величина которого уже на 30-ой мин от момента инъекции достоверно отличалась от исходных величин (рис. 8.2).
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Рис. 8.2. Изменение АД-систолического (мм рт.ст.) при действии 
пчелиного яда, гепарина и протамин сульфата
1 – Яд пчелы (5 мг/кг);                  2 – Яд + Гепарин (1:0.5); 
3 – Гепарин (500 МЕ/кг) → яд;    4 – Протамин (10 мг/кг) → яд. 
               * Различия между исходными данными и экспериментальными 
                 группами статистически значимы (р≤0,05)
Инъекция смеси пчелиного яда с гепарином в весовом соотношении 1:0.5 характеризовалась повышением АД-систолического в течение 30 мин, после чего происходило постепенное снижение давления, превышающее, однако, исходную величину. АД-систолическое при введении пчелиного яда на фоне действия гепарина (500 МЕ/кг) практически повторяет данные, полученные при инъекции смеси гепарин + яд. Обратная картина наблюдается при предварительном введении протамин сульфата. В этом случае снижение АД-систолического повторяет кривую снижения давления, зарегистрированную при введении пчелиного яда (рис. 8.2).
Диастолическое артериальное давление (АД-диастолическое) при введении пчелиного яда, композиций яд + гепарин, гепарин → яд и протамин сульфат → яд имеет аналогичную тенденцию с АД-систолическим. Отличительной чертой является наличие широкого плато при введении композиций с гепарином во временном интервале от 20 до 50 мин (рис. 8.3).
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Рис. 8.3. Изменение АД-диастолического (мм рт.ст.) при действии 
пчелиного яда, гепарина и протамин сульфата
1 – Яд пчелы (5 мг/кг);                        2 – Яд + Гепарин (1:0.5); 
3 – Гепарин (500 МЕ/кг) → яд;          4 – Протамин (10 мг/кг) → яд. 
* Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
8.2. Яд кобры
Электрокардиографическая картина отравления животных, независимо от вводимых доз яда кобры, носила качественно одинаковый характер. В возникновении брадикардии после введения яда важную роль играет тонус блуждающих нервов. Как известно, урежение сердечного ритма, а также угнетение предсердного комплекса ЭКГ свидетельствует об усилении тонуса блуждающих нервов. Полагают, что возникновение брадикардии и сглаживание зубца Р вплоть до полного его угнетения связано, по-видимому, с повышением тонуса блуждающих нервов. Однако здесь, очевидно, нужно принять во внимание и непосредственное воздействие на синусный узел автоматии, а также на соответствующие нервные центры, о чём свидетельствуют опыты, в которых перерезка блуждающих нервов на фоне развившейся брадикардии восстанавливала исходный ритм сердцебиений. Кроме того, яд кобры может оказывать на сердце своё действие, вызывая нарушение обменных процессов в миокарде, о чём можно судить по изменению реполяризационной фазы ЭКГ (Орлов, Крылов, 1972).
Щелочная фосфолипаза яда кобры обладает выраженным кардиотоксическим действием. Перфузия изолированного сердца крысы щелочной фосфолипазой вызывала удлинение интервалов P-R и Q-T, уменьшение амплитуды комплекса QRS, полный атриовентрикулярный блок, развитие идиовентрикулярного ритма с переходом в желудочковую тахикардию и фибрилляцию. Гидролиз фосфатидилхолина и фосфатидилэтаноламина в период желудочковой фибрилляции, вызванной щелочной фосфолипазой был близок к контролю, тогда как гидролиз фосфатидилсерина под действием щелочной фосфолипазы был слабее, чем под действием кислой фосфолипазы, что указывает на отсутствие корреляции между липолитическим действием и кардиотоксическим эффектом щелочной фосфатазы. В концентрации 15 мкг/мл щелочная фосфолипаза вызывала снижение мембранного потенциала, уменьшение амплитуды потенциала действия (ПД) и овершута, увеличение на 90% времени реполяризации мембран и удлинение латентного периода возникновения ПД в волокнах предсердия. На изолированных срезах сердца щелочная и кислая фосфолипазы снижали активность Na+-, К+-АТФ-азы. Однако этот эффект отсутствовал во время фибрилляции целого сердца. Под действием щелочной фосфолипазы снижалась сократительная способность сердечной мышцы. Кардиотоксический эффект фосфолипазы блокировался Mn2+, Ca2+, но не ТТХ, лидокаином и АХ. Кардиотоксическое действие щелочной фосфолипазы А2 может быть связано с увеличением внутриклеточного уровня Са2+, возможно за счёт влияния на саркоплазматический ретикулум (Fletscher, Yan, Rosenberg, 1982).
8.2.1. Частота сердечных сокращений
На первом этапе исследований по изучению кардиотропного действия яда кобры и влияния гепарина на нарушения деятельности сердца, вызванные ядом, были выполнены на изолированном сердце лягушки по Штраубу. Проведено несколько серий экспериментов, в которых исследовались изменения работы сердца при стимуляции ядом кобры, смесью яд-гепарин, гепарин до и после перфузии ядом, яд кобры на фоне действия гиалуроната.
Вначале на изолированном сердце лягушки исследовалось влияние яда кобры в разведении 1:104. В момент замены раствора Рингера в канюле раствором яда видимых изменений в работе сердца не отмечалось. С течением времени яд кобры угнетал работу сердца, оказывая выраженное отрицательное инотропное действие. Уже через 2–3 мин перфузии начиналось снижение амплитуды сокращений сердца, прогрессирующее во времени; через 2 мин перфузии раствором яда амплитуда составляла 62% от исходной, через 4 мин – 25%, а после 8 мин действия яда сердце прекращало сокращаться. Отмывание сердца раствором Рингера не восстанавливало его деятельности (рис. 8.4). По данным литературы необратимые изменения ЧСС фиксируются при концентрации яда кобры в перфузате 1х103 (Крылов, Ошевенский, 1984).  
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Рис. 8.4. Влияние гепарина и гиалуроната на характер нарушений 
деятельности изолированного сердца лягушки, 
вызванных ядом кобры
А – яд кобры;                                           1 - до введения яда;  
Б – яд на фоне гепарина;                         2 – 1 мин перфузии;
В – яд + гепарин (1:0.05);                        3 – 8 мин перфузии;
Г – гепарин на фоне яда;                         4 – 2 мин после отмывания;
Д – яд + гиалуронат.                                Е – отметка времени 1 с.
При изучении кардиопротекторного действия гепарина, сердце вначале перфузировали раствором гепарина (1 мг гепарина в 1 мл раствора Рингера) в течение 10 мин, после чего перфузат дважды заменяли раствором Рингера, а затем в канюлю вводили раствор яда кобры в разведении 1:104. Было установлено, что предварительная обработка сердца гепарином ослабляла кардиотоксическое действие яда кобры (рис. 8.4). В первые две минуты действия яда на фоне предварительной обработки гепарином, амплитуда сокращений сердца не уменьшалась, а несколько увеличивалась. В дальнейшем наблюдалась тенденция к её снижению. На 4 мин она снижалась до 68,2% (при 24,4% к этому времени в контроле), на 8 мин – до 42.8% (при 2.4% в контроле).
В отличие от контрольной серии опытов, в которой перфузировался яд кобры, замена яда раствором Рингера сразу же увеличивала амплитуду сердечных сокращений. Отмывание производилось в течение 50 мин, но изменения амплитуды наблюдались только в течение первых двух минут.
В следующей серии опытов в канюлю вводилась смесь яда кобры и гепарина в соотношении 1:0.05. И в этом случае гепарин предупреждал нарушения работы сердца вызванные ядом кобры (рис. 8.4). Правда, со временем наблюдалось угнетение работы сердца, однако отрицательный инотропный эффект был менее выражен, чем при перфузии раствором яда кобры. Так, через 4–8 мин действия смеси яд-гепарин амплитуда составляла 57%, 39% и 25.4% соответственно. Отмывание раствором Рингера увеличивало амплитуду до 74.6% уже через 2 мин.
Как было показано выше, гепарин в смеси с ядом или предварительно введённый значительно ослаблял кардиотоксическое действие яда кобры. Иная картина наблюдалась в экспериментах, в которых вводили гепарин на фоне действия яда, т.е. отмывание сердца производили не раствором Рингера, а раствором, содержащим 1 мг гепарина в 1 мл перфузата. Замена яда кобры в перфузируемой жидкости раствором гепарина не сопровождалась восстановлением амплитуды сокращений сердца.
В следующей серии экспериментов использовалась смесь яда кобры с гиалуронатом, принадлежащим, как известно, к тому же классу химических соединений, что и гепарин. Во всех опытах характер действия смеси напоминал действие яда кобры, как правило, через 1-5 мин начинал проявляться отрицательный инотропный эффект, прогрессировавший во времени, а через 5 – 11 мин сердце останавливалось. Отмывание сердца раствором Рингера в течение 30 мин не восстанавливало работы сердца. Гиалуронат, также как гепарин, не влиял на работу изолированного сердца лягушки. 
Таким образом, замена гепарина другим мукополисахаридом - гиалуроновой кислотой не сопровождалась снижением кардиотоксического действия яда кобры. Можно предположить, что этот эффект обусловлен наличием сульфгидрильных групп, несущих мощный отрицательный заряд. Одним из положений, доказывающих возможность такой трактовки является тот факт, что фракция гепарина, содержащая меньшее количество сульфатных групп обладает и меньшей физиологической активностью (Бычков Харламова, 1976).
В опытах на теплокровных животных (кролики) показано, что при внутрибрюшинном введении яда кобры в дозе 0.5 мг/кг уже на 20 мин от момента инъекции ЧСС снижается до 83.8±1.3% от контроля, взятого за 100%. В дальнейшем, начиная с 30 и по 60 мин наблюдается плавное увеличение ЧСС, достигая к концу наблюдения 96.3±0.9% от контрольной величины (рис. 8.5).
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Рис. 8.5. Изменение ЧСС (% от контроля) при действии яда кобры, гепарина и протамин сульфата
1- Контроль (физиол. р-р);                            2- Яд кобры (0,5 мг/кг);
3- Яд кобры + Гепарин (1:0.05);                   4- Гепарин (50 МЕ/кг)→яд кобры;
5- Гепарин (500 МЕ/кг)→яд кобры;             6- Протамин (10 мг/кг)→яд кобры.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами  «яд кобры» и «яд – гепарин» 
статистически значимы (р≤0,05)
• - Различия между группами «яд кобры» и «яд – протамин» 
статистически значимы (р≤0,05)

При совместном введении яда кобры с гепарином в весовом соотношении 1:0.05, а также при предварительном введении гепарина в дозе 50 и 500 МЕ/кг достоверных изменений ЧСС не регистрируется. Иная картина наблюдается при введении яда кобры на фоне действия протамин сульфата. В этом случае фиксируется достоверное снижение ЧСС как относительно контроля, так и группы «яд кобры - яд – гепарин» и «яд кобры - яд – протамин» (рис. 8.5). 
8.2.2. Артериальное давление
При введении яда кобры АД-систолическое и АД-диастолическое снижаются, достигая к концу наблюдения 105±8.6 и 58±2.4 мм рт.ст. соответственно (рис. 8.6; 8.7).
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Рис. 8.6. Изменение АД-систолического (мм рт.ст.) при действии яда кобры, гепарина и протамин сульфата
1 – Яд кобры (0.5 мг/кг);                       2 – Яд + Гепарин (1:0.05);                                  
3 – Гепарин (500 МЕ/кг) → яд;          4 – Протамин (10 мг/кг) → яд.
* Различия между исходными данными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)

АД-систолическое при инъекции смеси яд + гепарин в соотношении 1:0.05 предварительном введении гепарина (500 МЕ/кг) увеличивается до 40-ой мин  от момента введения, затем до конца наблюдения фиксируется плавное снижение АД-систолического.
Регистрация АД-диастолического показала максимальное увеличение при действии яда кобры на фоне предварительного введения гепарина в дозе 500 МЕ/кг. В этом случае величина АД-диастолического составляет 132±7.5 мм рт. ст. При введении смеси яда кобры с гепарином наблюдается плавный подъём АД-диастолического до 50 мин от начала эксперимента, а затем дпавление резко падает (рис. 8.7).
Предварительное введение протамин сульфата потенцирует вазотропное действие яда кобры (рис. 8.6; 8.7).
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Рис. 8.7. Изменение АД-диастолического (мм рт.ст.) при действии 
яда кобры, гепарина и протамин сульфата
1 – Яд кобры (0.5 мг/кг);                    2 – Яд кобры + Гепарин (1:0.05); 
3 – Гепарин (500 МЕ/кг) → яд;          4 – Протамин (10 мг/кг) → яд.
* Различия между исходными данными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)

8.3. Яд гюрзы
Внутрибрюшинное введение яда гюрзы крысам в дозе 2 мг/кг сопровождается снижением ЧСС по временному вектору и к концу наблюдения (60 мин) ЧСС составляет лишь 18.5±2.6% от контрольных величин. Введение композиции яд гюрзы + гепарин в весовом соотношении 1:0.05, а также инъекция яда гюрзы в тестовой дозе (2 мг/кг) на фоне действия гепарина (50 МЕ/кг) характеризовались сходными результатами, которые не отличались от контрольных величин (табл. 8.3).
При тех же условиях опыта, увеличение предварительно вводимой дозы гепарина в 10 раз (500 МЕ/кг) характеризовалось снижением кардиопротекторного действия гепарина, и через 30 мин от момента инъекции ЧСС составляла 88.9±2.7% от контроля. Однако это снижение ЧСС было кратковременным и к 50-ой мин наблюдалось восстановление сердечного ритма. 
Противоположная картина наблюдается при действии яда гюрзы на фоне предварительного введения протамин сульфата. Полученные данные достоверно отличаются от контрольных величин. Регистрация ЧСС на 30 и 50 мин от момента введения достоверно отличается от данных в группе «яд гюрзы» и «яд – гепарин» и «яд гюрзы» и «яд – протамин», а на 60-ой мин регистрируется смерть экспериментальных животных (табл. 8.3).  
                                                                                    Таблица 8.3
Изменение ЧСС (% от контроля) при действии яда гюрзы, гепарина 
и протамин сульфата
	Условия опыта
	Время от введения, мин

	
	20
	30
	50
	60

	Контроль (физ. р-р)
	 100,7±0.1
	98.1±0.2
	97.0±0.3
	101.5±0.1

	Яд гюрзы (2 мг/кг)
	88.9±2.6*
	77.8±4.2*
	33.3±3.8*
	18.5±2.6*

	Яд гюрзы + Гепарин (1:0.05)
	103.7±1.4+
	96.3±3.5+
	100±0.1+
	101.8±1.0+

	Гепарин (50 МЕ/кг) → 
яд гюрзы (2 мг/кг)
	105.6±2.8+
	101.8±1.1+
	98.1±2.2+
	103.7±1.5+

	Гепарин (500 МЕ/кг) → 
яд гюрзы (2 мг/кг)
	96.3±3.1+
	88.9±2.7*+
	92.6±3.6+
	105.6±2.1+

	Протамин (10 мг/кг) → 
яд гюрзы (2 мг/кг)
	85.2±3.7*
	46.3±5.6*•+
	14.8±4.9*•+
	0


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
   статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами  «яд гюрзы» и «яд – гепарин»
статистически значимы (р≤0,05)
• - Различия между группами «яд гюрзы» и «яд – протамин»
статистически значимы (р≤0,05)

8.4. Яд эфы
Яд эфы по своему химическому составу сходен с ядом гюрзы, однако при внутрибрюшинном введении DL50  для мышей яда гюрзы составляет 2.1 мг/кг, а яда эфы – 5.4 мг/кг (Орлов и др., 1990). Тем не менее, инъекция яда эфы в дозе 2 мг/кг, начиная с 20-ой мин, сопровождается достоверным снижением ЧСС, а на 60-ой мин регистрируется гибель экспериментальных животных (табл. 8.4).
 Введение яда эфы и гепарина в смеси в весовом соотношении 1:0.05, а также действие яда на фоне предварительного введения гепарина в дозе 50 МЕ/кг отличается стабильностью показателей ЧСС, а полученные данные не отличаются достоверностью относительно контрольных величин. Несколько иная картина наблюдается при увеличении дозы предварительно вводимого гепарина до 500 МЕ/кг. На 30-ой и 50-ой мин наблюдается достоверное снижение ЧСС до 86.7±3.5 и 83.3±2.1% соответственно.
Традиционное введение протамин сульфата, блокирующего эндогенный гепарин, с последующей инъекцией яда эфы заканчивается гибелью животных через 60 мин воздействия. На 30-ой и 50-ой мин ЧСС достоверно ниже контрольных величин и данных, полученных при введении яда эфы (табл. 8.4).
                                                                   Таблица 8.4
Изменение ЧСС (% от контроля) при действии яда эфы, гепарина 
и протамин сульфата
	Условия опыта
	Время от введения, мин

	
	20
	30
	50
	60

	Контроль (физиол. р-р)
	96.7±1.8
	98.3±0.6
	95.0±1.7
	100±0.3

	Яд эфы (2 мг/кг)
	86.7±2.4*
	76.7±2.2*
	20.0±5.0*
	0

	Яд эфы + Гепарин (1:0.05)
	95.0±3.6+
	90.0±2.6*+
	91.7±2.4+
	96.7±3.1+

	Гепарин (50 МЕ/кг) → 
яд эфы (2 мг/кг)
	106.6±2.3**
	96.7±1.7+
	95.0±2.8+
	96.7±2.4+

	Гепарин (500 МЕ/кг) → 
яд эфы (2 мг/кг)
	96.7±3.2+
	86.7±3.5*+
	83.3±2.1*+
	93.3±1.4+

	Протамин (10 мг/кг) → 
яд эфы (2 мг/кг)
	83.3±4.2*
	36.7±3.8*•+
	10±5.2*•
	0


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
   статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами  «яд эфы» и «яд – гепарин»
статистически значимы (р≤0,05)
• - Различия между группами «яд эфы» и «яд – протамин»
статистически значимы (р≤0,05)
                                              
8.5. Яд щитомордника
Кардиотоксический эффект яда щитомордника в дозе 1 мг/кг характеризуется отчётливо выраженным двухфазным действием. Минимальная величина ЧСС (75.9±2.4%) фиксируется на 30-ой мин от начала эксперимента, после чего ЧСС восстанавливается до контрольных величин, снижаясь на 60-ой мин до 85.2±3.4% (рис. 8.8).
Внутрибрюшинное введение яда щитомордника в смеси с гепарином в весовом соотношении 1:0.5 в определённой степени повторяет картину изменений ЧСС, характерную для инъекции только яда щитомордника. Аналогичная тенденция изменений ЧСС наблюдается и при предварительном введении гепарина в дозе 50 и 500 МЕ/кг. Такая же картина изменений ЧСС регистрируется и при предварительном введении протамин сульфата.
Таким образом, полученные данные говорят о том, что экзогенный гепарин в виде смеси с ядом или введённый предварительно достоверно не влияют на нарушения ЧСС, вызванные ядом щитомордника. Протамин сульфат, блокируя эндогенный гепарин, также не вызывает достоверных различий ЧСС относительно введения яда щитомордника. Несомненно, что данные, полученные при разных условиях эксперимента, достоверно отличаются от контрольных величин (рис. 8.8). 
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Рис. 8.8. Изменение ЧСС (% от контроля) при действии
яда щитомордника, гепарина и протамин сульфата
1- Контроль (физ. раствор);                        2- Яд щитомордника (1 мг/кг);
3- Яд + Гепарин (1:0,5);                              4- Гепарин (50 МЕ/кг) → яд;
5- Гепарин (500 МЕ/кг) → яд;                    6- Протамин (10 мг/кг) → яд;
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами  «яд щитомордника» и «яд – гепарин» 
статистически значимы (р≤0,05)
• - Различия между группами «яд щитомордника» и «яд – протамин» 
статистически значимы (р≤0,05)

Таким образом, при введении летальных и сублетальных доз змеиных ядов экспериментальным животным наряду с местными симптомами поражения на первый план выступают признаки системного отравления. Среди основных факторов, могущих привести к развитию шока и летального исхода, следует отнести следующие: угнетение функции ЦНС (Вальцева, 1977; Калюжный ,1980; Тюкина, 1980; Парин, 1984), аутофармакологические реакции (Аминова, 1990; Романова, 1990), дисбаланс электролитов (Вальцева и др., 1980; Бердыева,1986. 1990), нарушение функции дыхания и газообмена (Бердыева, 1980),  морфологические изменения эндокринной системы (Кадыров, 1982,1984, 1986,1987), изменения показателей крови (Корнева, 1977; Киреева, 1980; Колтанова, 1980; Романова, 1983; Колтанова, 1983; Варташтян, 1984; Корнева, 1984; Лашина, 1987).
8.6. Жабий яд
Внутрибрюшинное введение жабьего яда в дозе 2 мг/кг сопровождается резким снижением ЧСС уже на 20-ой мин от момента инъекции. С течением времени кардиотоксический эффект яда прогрессирует и к концу наблюдения ЧСС составляет лишь  10.0±2.5% от контрольной величины.
Совместное введение яда жабы с гепарином в виде смеси и предварительная инъекция протамин сульфата с последующим введением тестовой дозы яда (2 мг/кг) заканчивается гибелью экспериментальных животных на 50-ой мин эксперимента. Предварительное введение гепарина в дозе 50 и 500 МЕ/кг практически полностью повторяют данные, полученные при введении только яда жабы (рис. 8.9).
                                [image: ]
Рис. 8.9. Изменение ЧСС (% от контроля) при действии яда жабы,
гепарина и протамин сульфата
1- Контроль (физ. р-р);                                2- Яд жабы (2 мг/кг);
3- Яд жабы + Гепарин (1:0.05);                  4- Гепарин (50 МЕ/кг) →яд жабы;
5- Гепарин (500 МЕ/кг) →яд жабы;           6- Протамин (10 мг/кг) →яд жабы.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами  «яд жабы» и «яд – гепарин» 
статистически значимы (р≤0,05)
• - Различия между группами «яд жабы» и «яд – протамин» 
статистически значимы (р≤0,05)
 
Полученные экспериментальные данные позволяют утверждать, что все исследованные зоотоксины являются кардиотоксическими ядами, влияющие на все показатели ЭКГ, интракардиальную систему, вызывая снижение показателей ЧСС, амплитуды зубцов и т.д. Указанные в работе зоотоксины обладают резко выраженными вазотропными свойствами, разнонаправлено влияя на просвет сосудов, т.е. выступая в роли вазоконстрикторов и вазодилятаторов.
Гепарин в дозе 50 и 500 МЕ/кг, не влияя на деятельность сердца, при сочетанном введении с пчелиным ядом, ядом кобры, гюрзы и эфы как при совместном введении с гепарином в виде инкубируемой смеси, так и при предварительном введении практически полностью блокирует кардио- и вазотоксическое действие животных ядов. Возможно, в основе механизма этого феномена лежит взаимодействие основных действующих начал с образованием неактивных комплексных соединений. В пользу этой гипотезы свидетельствует тот факт, что яд жабы и яд щитомордника в присутствии гепарина не изменяют своих кардио- и вазотоксических свойств.
 


 




 





















ГЛАВА 9. УЧАСТИЕ ГЕПАРИНА ПЕЧЕНИ И СОСУДИСТОГО 
РУСЛА В БИОТРАНСФОРМАЦИИ 
ЗООТОКСИНОВ

В настоящее время не возникает сомнений, что печень является центральным органом, ответственным за детоксикацию чужеродных веществ (Ляхович, Цырлов, 1981; Тиунов, 1981; Кондашевская, 2000, 2010). Основное внимание современные исследователи уделяют изучению ферментных систем, отвечающих за превращение ксенобиотиков (главным образом, системе микросомальных монооксигеназ) (Korzekwa, Jones, 1993; Bachmann, 1994; Lipp, Schuler, 1995; Smith, 1995) и процессам транспорта веществ из крови в гепатоциты (Torego, Borges, 1992; Ishii, Wolkoff, 1994; Kan et al., 1994; Moseley, Dyke, 1995), а также их регуляции при различных изменениях гомеостаза (Власова и др., 1993; Матюшин и др., 1994; Грек и др., 1998; Гичев, Гусева, 1998; Мишнев и др., 1999; Schenkman et al., 1991; Berthou et al., 1995). Множество работ посвящено изучению путей метаболических превращений лекарственных веществ (Ohara et al., 1995; Pichard et al., 1995). В то же время известны лишь единичные данные о деятельности печени в условиях воздействия на организм ядов животных (Bhattacharyya et al., 1990; Aniya et al., 1998).
Большинство современных исследований детоксицирующей функции печени направлено на изучение ферментативных процессов, протекающих в гепатоцитах. Метаболические превращения ксенобиотиков могут осуществляться по двум типам реакций. К первому типу относятся реакции превращения липидорастворимых чужеродных веществ. Эти реакции катализируют ферментные системы, локализованные на гладком эндоплазматическом ретикулуме клеток, так называемые микросомальные монооксигеназы выделяемые при дифференциальном центрифугировании в виде фракции микросом (оксидазы со смешанной функцией). Кроме того, в микросомальной фракции содержатся эстеразы, ферменты синтеза белков, липидов, гликопротеидов, желчных кислот, а также энзимы, катализирующие реакции конъюгации. Второй тип метаболических превращений ксенобиотиков включает реакции биотрансформации чужеродных веществ, которые катализируют ферментные системы, не связанные с гладким эндоплазматическим ретикулумом клеток, например, монооксигеназа митохондрий, алкогольдегидрогеназа, альдегиддегидрогеназа, ксантиноксидаза и ряд других ферментов (Тиунов, 1981). После ферментативного окисления, восстановления или гидролиза ксенобиотики приобретают реактивные группы OH, NH2, COOH, SH; после чего вступают в реакции конъюгации с образованием малотоксичных соединений, которые выводятся из организма с мочой, калом, желчью.
В процессе биотрансформации ксенобиотик превращается в полярный, водорастворимый метаболит, как правило, неактивный. Однако в некоторых случаях промежуточные и конечные продукты могут быть более токсичными, чем исходное вещество (Тиунов, 1981; Гичев, 1990; Meyer, 1996).

Система микросомальных монооксигеназ
Значительная часть реакций, участвующих в метаболизме веществ в гепатоцитах, так же как в целой печени, катализируется оксигеназами смешанной функции. Этот полиферментный комплекс связан с двумя внемитохондриальными цепями переноса электронов, общим терминальным звеном которых является группа гемопротеидов с общим названием цитохром Р-450 (Тиунов, 1981, Гулак, 1985). Их назначение заключается в окислительной деградации широкого спектра липофильных соединений, включая стероидные, а также полициклические углеводороды и обширный круг фармакологически активных соединений. Во всех этих реакциях 1 атом молекулярного кислорода внедряется в соответствующий субстрат и происходит окисление восстановленного пиридиннуклеотида. Начальный компонент этой электронтранспортной редокс-цепи – мембраносвязанный флавопротеид НАДФН-цитохром Р-450-редуктаза, содержащая в эквимолярных количествах ФАД и ФМН, специфичен для микросомальной фракции и оболочки ядра. 
Цитохром Р-450 представляет собой огромное семейство оксидаз смешанной функции, широко распространенных в органах животных и человека с наибольшим содержанием и удельной активностью в печени (Краковский, Аширметов, 1989). Классификация Р-450 зависимых ферментов включает их разделение по семействам, подсемействам и изоформам и основана на подобии аминокислотных последовательностей ферментных белков (Bachmann, 1994). Типы реакций, катализируемых надсемейством цитохромов Р-450, включают окислительное дезаминирование, десатурацию, деалкилирование, гидроксилирование, окисление гетероатомов, восстановительное дегалогенирование, азоредукцию, распад эфирной связи. 
Изозимы цитохрома Р-450 к настоящему времени каталогизированы и описаны их основные свойства, определяющие субстратное связывание и специфичность (Smith, 1995). Делаются попытки компьютеризировать метод прогноза путей биотрансформации того или иного химического класса соединений, предсказания третичной структуры различных изоформ Р-450 и определения электронных характеристик субстратов, которые предопределяют их сродство к окислению на Р-450 (Korzekwa, Jones,1993).
Система цитохрома Р-450 человека состоит более чем из 20 изоферментов. Часть из них вовлечены в катализ окислительных и восстановительных превращений чужеродных соединений, в частности лекарственных препаратов, а часть принимает участие в анаболическом и катаболическом метаболизме стероидов (Lipp, Schuler, 1995). Набор изоформ Р-450 зависит от вида, пола, возраста животных, а также от особенностей действия некоторых ксенобиотиков (Грек и др., 1998). Характеристики, которые позволяют ограниченному числу ферментов метаболизировать огромное количество ксенобиотиков, включают широкую субстратную специфичность и региоизбирательность (Korzekwa, Jones, 1993). Многообразие реакций, катализируемых цитохромами Р-450, обусловлено низким окислительно-восстановительным потенциалом Р-450 и его способностью к восстановительному разложению кислорода. Цитохром Р-450 может функционировать и как НАДФ-оксидаза, при этом наблюдается как 2- , так и 4-электронное восстановление кислорода (до Н2О2 и Н2О соотв.) (Schenkman, 1991). 
Изоформы Р-450 печени чувствительны к изменениям гомеостаза, к онтогенетическим сигналам, к нарушениям общего метаболизма, многие изоформы ингибируются или индуцируются при действии ксенобиотиков (Ляхович, Цырлов, 1981; Schenkman, 1991). Например, было показано, что кофеин стимулирует свой метаболизм посредством индукции цитохромов Р-450 1А и 2В (Berthou et al., 1995). Активность отдельных изоформ Р-450 играет жизненно важную роль для оценки степени риска канцерогенных и других повреждающих и патологических эффектов химических соединений из окружающей среды (Bachmann, 1994). Вариации содержания индивидуальных изоформ Р-450 являются, по-видимому, одним из механизмов адаптации организма к изменениям окружающей среды (Schenkman et al., 1991).
Индукция монооксигеназ в ответ на введение чужеродных веществ играет важную роль в механизмах превращения ксенобиотиков. В настоящее время известно более двухсот пятидесяти соединений, вызывающих увеличение активности ферментов и их синтез. К их числу относятся барбитураты, хлорированные и полициклические углеводороды, стероиды, некоторые спирты и кетоны и многие другие (Тиунов, 1981; Гичев, 1990; Хакимов, Краковский, 1990; Николаева и др., 1991). Различают индукторы широкого (фенобарбитал) и узкого (метилхонантрен) спектра действия. В основе действия индукторов лежит активация генома с последующим синтезом микросомальных белков и фосфолипидов и стабилизацией процессов распада ферментов (Ляхович, Цырлов, 1981; Гичев, 1990; Шугалей, 1991). 
Предполагают, что часть ферментов синтезируются de novo под воздействием индукторов, а в обычном состоянии этих ферментов не образуется (Горизонтов, Протасова, 1981; Логинов и др., 1985). В то же время показана идентичность молекулярных форм ферментов в интактных и стимулированных фенобарбиталом микросомах (Ляхович, Цырлов, 1981).
Наиболее важными формами для человека являются цитохромы Р-450 3А и 2С, их содержание в печени составляет соответственно 30 и 20% от общего содержания Р-450 (Yamazaki, 2000). Р-450 3А4 наиболее обилен в печени и метаболизирует большинство лекарств с известными путями биотрансформации (Anzenbacher, Anzenbacherova, 2001).
Важную роль при функционировании микросомальных монооксигеназ играет связь ферментных систем с мембранами ЭПР. Показано, что цитохром Р-450, связанный с мембранами, обладает более высокой гидроксилазной активностью, чем его растворимые формы (Тиунов, 1981). В специальной монографии В.В. Ляхович и И.Б. Цырлов (1981) показали участие фосфолипидов микросомальной мембраны в поддержании каталитической активности монооксигеназной системы и в прикреплении ее компонентов к ЭПР.
Целью многих работ является идентификация форм цитохрома Р-450, вовлеченных в печени в биотрансформацию различных веществ (Pichard et al., 1995; Bloomer et al., 1995; Lang, Bocker, 1995), способы их регуляции (Berthou et al., 1995).
Немикросомальные ферментные системы
Второй тип метаболических превращений ксенобиотиков включает те реакции биотрансформации чужеродных веществ, которые катализируют ферментные системы, не связанные с гладким ЭПР клеток. Это реакции немикросомального окисления (окисление спиртов, альдегидов, жирных кислот, окислительное дезаминирование, окисление метильных групп, неорганических сульфатов), немикросомального восстановления (восстановление кетонов, нафтилхинонов, некоторых эфиров, органических дисульфидов, сульфоксидов, N-оксидов), немикросомального гидролиза (гидролиз эфирной и амидной связей, нитрилов, гидразидов, гидролитическая дегалогенизация) (Тиунов, 1981). Ряд ферментов находится в цитозоле печени (карбонилредуктаза, альдегидредуктаза, дигидродиолдегидрогеназы), участвуя, в частности, в распаде лекарств с кетоновой группой (налоксон, галоперидол и др.) (Ohara et al., 1995). К числу ферментов, участвующих в немикросомальном превращении ксенобиотиков, относятся, в частности, моноаминооксидаза митохондрий, алкогольдегидрогеназа, альдегиддегидрогеназа, ксантиноксидаза и ряд других ферментов (Тиунов, 1981).
Особая группа внутриклеточных белков – металлотионинов – ответственна за связывание металлов. Эти белки участвуют в гомеостазе цинка и меди и детоксикации тяжелых металлов, предотвращая их взаимодействие с тиоловыми группами белков (Florianczyk, 1996).
Реакции конъюгации
Метаболиты, образованные во время первой стадии, могут подвергаться дальнейшим превращениям с помощью целого ряда реакций второй стадии. Как правило, при этом образуются более полярные и менее токсичные соединения, которые достаточно легко выводятся из клетки. Часть липофильных ксенобиотиков является субстратом исключительно этой стадии и метаболизируется, минуя первую стадию. Эти реакции включают в себя глюкуронидацию (эстрогены, билирубин, фенолы, терпены), конъюгацию с глутатионом (эпоксиды – токсические продукты микросомального окисления полициклических углеводородов), сульфатацию (спирты, гидроксиламины, стероиды), N-ацетилирование (ариламины и гидразины, большинство сульфаниламидов), конъюгацию с некоторыми аминокислотами – глицином (бензойная кислота), цистеином (Мансуров, 1973; Гулак и др., 1981; Meyer, 1996).
9.1. Характеристика летальной дозы токсинов при разных 
способах введения
Исследования детоксицирующего действия печени при введении животных ядов проводились на кошках обоего пола весом 2.5-3.0 кг, предварительно наркотизированных гексеналом из расчета 0.8-1 г на 1 кг веса животного. Животные фиксировались на операционном столике в положении на спине. Регистрация электрокардиограммы проводилась во втором стандартном отведении при помощи игольчатых электродов, вводимых подкожно в дистальные отделы конечностей. Растворы исследуемых веществ готовились непосредственно перед опытом и вводились в бедренную или портальную вены, в зависимости от условий эксперимента. Тестовую дозу яда, соответствующую примерно 0.2-0.3 ДЛ50, вводили каждые 10 минут, оценивая суммарную дозу, вызвавшую гибель животного.
9.1.1. Пчелиный яд
Инъекция кошкам пчелиного яда в дозе 2 мг/кг в бедренную вену вызывала резкие нарушения сердечной деятельности уже в первые минуты после интоксикации. У большинства животных наблюдалось выраженное уменьшение частоты сердечных сокращений (ЧСС) через 30 секунд. Как было показано и в работе В. Н. Крылова (1974), наряду с развитием синусовой брадикардии, на ЭКГ наблюдалось извращение желудочкового комплекса, возникновение «гигантского» зубца Т, снижение других зубцов, характерное для терминального состояния деятельности сердца. Гибель животного наступала в некоторых случаях через 5 минут после первого введения тестовой дозы яда. Средняя летальная доза составила 3.330.67 мг/кг. При введении того же количества пчелиного яда в воротную вену наблюдали небольшое снижение ЧСС в первые 5 минут после инъекции с последующим восстановлением или незначительным ускорением сердечного ритма. Терминальное состояние сердечной мышцы наступало только при инъекции 6–9 тестовых доз, средняя летальная доза составила 14.330.96 мг/кг (табл.9.1). 
                                                                                           Таблица 9.1
Сравнительная характеристика летальной дозы зоотоксинов 
при интрафеморальном и интрапортальном введении
	Наименование 
зоотоксинов
	Суммарная летальная доза, мг/кг

	
	Способ введения

	
	Бедренная вена
	Портальная вена

	Яд пчелы
	3.33±0.67
	14.33±0.96*

	Яд кобры
	0.86±0.02
	1.53±0.01*

	Яд гюрзы
	1.08±0.27
	3.1±0.33*

	Яд эфы
	1.30±0.21
	5.331.03*

	Яд щитомордника
	0.95±0.03
	1.12±0.1

	Яд жабы
	1.04±0.07
	0.98±0.001


* - Различия между группами «бедренная вена» 
и «портальная вена»статистически значимы (р≤0,05).
9.1.2. Яд кобры
При дозированном введении (0.2 мг/кг за одно введение) яда кобры в бедренную вену изменения сердечной деятельности были слабо выражены. Значительные изменения элементов ЭКГ (замедление сердечного ритма и увеличение зубца Т) наблюдались только после 3-5 введений тестовой дозы и были связаны, скорее всего, с нарушением системы дыхания. Гибель животных наступала после 4-6 введений от асфиксии, вызванной, по-видимому, блокированием дыхательного центра. Летальная доза составила 0.860.02 мг/кг. Введение яда кобры в воротную вену приводило к небольшому, но достоверному уменьшению его токсичности. Гибель животного наступала в этом случае только после 7-9 введений тестовой дозы яда, средняя суммарная доза равнялась 1.530.01 мг/кг (табл. 9.1).
9.1.3.Яд гюрзы
Внутривенное введение 0.5 мг/кг яда гюрзы в части опытов приводило к резкому нарушению сердечной деятельности. Отмечалась инверсия желудочкового комплекса, возникновение «гигантского» зубца Т, тахикардия с последующей брадикардией. Электрокардиографическая картина характеризовалась полным угнетением сердечной деятельности. Средняя летальная доза при введении в бедренную вену составила 1.080.27 мг/кг. При тех же условиях опыта 3-6 кратное введение 0.5 мг/кг яда в воротную вену не вызывало значительных изменений ЭКГ. Терминальное состояние наступало при суммарном введении 3.10.33 мг/кг яда (табл. 9.1).
9.1.4. Яд эфы
Инъекция яда эфы в дозе 1 мг/кг в бедренную вену сопровождалась резким угнетением сердечной деятельности. ЧСС уменьшалась в первые 5 минут примерно в 2 раза, гибель животного наступала после первого или второго введения тестовой дозы. Введение в воротную вену тех же доз яда не вызывало заметных изменений ЭКГ; только после четвертого введения наблюдалась брадикардия. Средняя суммарная доза яда, вызвавшая гибель животного при инъекции в воротную вену, была 5.331.03 мг/кг (табл. 9.1).
9.1.5. Яд щитомордника
Введение яда щитомордника (0.5 мг/кг) в бедренную вену приводило к отчетливым нарушениям деятельности сердца. На ЭКГ наблюдалась инверсия зубца Т и атриовентрикулярный блок, что характерно для терминального состояния деятельности сердца. Средняя летальная доза при этом равнялась  0.95±0.03 мг/кг. Инъекция тех же доз яда щитомордника в воротную вену вызывала аналогичные изменения в жизнедеятельности животного. Суммарная доза, приведшая к гибели животных, составила в этом случае 1.12±0.1 мг/кг (табл.9.1).
9.1.6. Жабий яд
Инъекция яда жабы в дозе 0.7 мг/кг в бедренную вену приводила к выраженным нарушениям сердечного ритма, вызывавшим гибель животного после первого или второго введения. Введение жабьего яда в воротную вену при тех же условиях опыта не сопровождалось снижением его токсичности. Средняя летальная доза составила 1.04±0.07 мг/кг при введении в бедренную вену и 0.98±0.001 мг/кг при введении в воротную вену (табл. 9.1). 
Таким образом, все исследуемые зоотоксины можно разделить на две группы – уменьшающие свою активность при прохождении через синусоиды печени (пчелиный яд, яд кобры, гюрзы, эфы) и устойчивые к действию детоксицирующих систем печени (жабий яд и яд щитомордника). Очевидно, что аналогичная закономерность проявлялась при исследовании отношения данных зоотоксинов к антидотному действию гепарина. Яды, на токсичность которых не оказывал влияния гепарин, проявляли одинаковую активность при введении в организм через бедренную и воротную вены. Поэтому на следующем этапе экспериментов была поставлена задача выяснить влияние эндогенного и экзогенного гепарина на инактивацию зоотоксинов, поступающих через бедренную или воротную вены.
9.2. Характеристика летальной дозы токсинов при разных 
способах введения в условиях гипер- и гипогепаринемии
9.2.1. Гипергепаринемия
Летальная доза пчелиного яда при его дробном введении в воротную вену на фоне предварительной гепаринизации животного была всегда выше, чем при инъекции яда в бедренную вену при тех же условиях. Так, при предварительной инъекции гепарина в дозе от 5 до 5000 МЕ/кг суммарная доза пчелиного яда, введенного в бедренную вену, колебалась от 2.0 до 9.331.91 мг/кг, тогда как при внутрипортальном введении не опускалась ниже 15.670.95 мг/кг (при дозе гепарина 5 МЕ/кг) (табл.9.2).
                                                                                      Таблица 9.2
Сравнительная характеристика летальной дозы пчелиного яда и яда кобры
при интрафеморальном и интрапортальном введении 
в условиях гипергепаринемии
	
Доза гепарина, МЕ/кг
	Суммарная летальная доза, мг/кг

	
	Способ введения

	
	Бедренная вена
	Портальная вена

	Пчелиный яд

	0 (контроль)
	3.33±0.67
	14.33±0.95+

	5.0
	2.0±0.001
	15.67±0.95+

	50
	3.7±0.76
	21.3±2.29*+

	500
	9.3±1.91*
	17.0±1.53*+

	5000
	4.3±0.61
	18.7±2.04*+

	Яд кобры

	0 (контроль)
	1.1±0.113
	1.53±0.099+

	500
	1.67±0.112*
	1.90±0.086*+


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами 
статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между способами введения статистически значимы (р≤0,05)
Характерно, что как и в предыдущих экспериментах, гепарин проявлял наибольшие антидотные свойства в определенной дозе, тогда как увеличение или уменьшение его количества, введенного в организм, сопровождалось ослаблением защитного действия. Максимально эффективная доза гепарина при инъекции в бедренную вену была 500 МЕ/кг, тогда как при введении в воротную вену наиболее действенная доза гепарина была в 10 раз меньше (50 МЕ/кг), в последнем случае средняя суммарная доза яда достоверно возрастала до 21.332.23 мг/кг (табл. 9.2). 
Предварительная гепаринизация животного (500 МЕ/кг) приводила к значительному повышению его устойчивости  к действию яда кобры. Летальная доза яда при инъекции в бедренную вену была столь же велика, как и при внутрипортальном введении интактному животному - 1.670.11 мг/кг, а при инъекции в воротную вену в тех же условиях достоверно возрастала до 1.90.086 мг/кг (табл. 9.2). 
В работах Г. В. Коршунова (1969), Б. И. Кузника и В. П. Мищенко (1974) было показано, что стимуляция блуждающего нерва может приводить к изменению уровня гепарина в крови. В наших экспериментах предварительная двусторонняя ваготомия не оказывала влияния на суммарную летальную дозу яда кобры, полученную при введении в бедренную вену, и незначительно снижала значение летальной дозы при внутрипортальном введении, так что различия при двух способах введения становились недостоверными. Отсутствие выраженного эффекта перерезки блуждающего нерва на функциональное состояние животного при отравлении ядом кобры можно объяснить угнетением нервных влияний в условиях «жесткого» гексеналового наркоза.
9.2.2. Гипогепаринемия
Блокада эндогенного гепарина антагонистом протамин сульфатом (10 мк/кг) приводила к значительному снижению устойчивости животных к яду пчелы и кобры, при их введении как в бедренную, так и в портальную вены. Так, при инъекции пчелиного яда в дозе 2 мг/кг в бедренную вену животное погибало после первого введения, а число введений в воротную вену на фоне протамин сульфата снижалось от 6-8 до 4-5 тестовых доз яда. Достоверное уменьшение летальной дозы при предварительном введении протамин сульфата наблюдалось при интоксикации ядом кобры. Средняя суммарная доза составила 0.43±0.095 мг/кг для инъекции в бедренную вену и 1.2±0.07 для внутрипортального введения (табл. 9.3).
                                                                                                    Таблица 9.3
Характеристика летальной дозы пчелиного яда и яда кобры при интрафеморальном и интрапортальном введении в условиях гипогепаринемии
	
Доза гепарина, МЕ/кг
	Суммарная летальная доза, мг/кг

	
	Способ введения

	
	Бедренная вена
	Портальная вена

	Пчелиный яд
	3.33±0.67
	14.33±0.96*

	Протамин→ яд пчелы
	2.0±0.01
	8.33±0.61*

	Яд кобры
	1.1±0.11
	1.53±0.099*

	Протамин→ яд кобры
	0.43±0.095
	1.2±0.043*


* - Различия между способами введения статистически значимы (р≤0,05).
Таким образом, при прохождении зоотоксинов через воротную систему печени часть из них значительно теряет свою  токическую активность. Для этих же самых ядов показана возможность взаимодействия с гепарином in vitro и влияния гепарина на их токсичность в экспериментах на интактных животных. Уровень гепарина в крови также заметно отражается на детоксицирующих возможностях печени; при блокаде эндогенного гепарина протамин сульфатом летальность ядов пчелы и кобры при инъецировании в портальную вену приближается к таковой при введении в бедренную вену.
9.3. Активность протеолитических ферментов
Результаты предыдущих опытов позволяют с уверенностью заключить, что защитное действие гепарина при интоксикации, по крайней мере, пчелиным ядом, реализуется через образование комплекса с некоторыми его компонентами, в том числе мелиттином. Из данных литературы известно, что гепарин, выступая в роли регулятора физиологических функций, влияет на активность многих ферментов, в том числе протеолитических. Поскольку пчелиный яд, как и большинство зоотоксинов, белковой природы, в следующих экспериментах была исследована сравнительная активность эндогенных протеаз, которым в качестве субстрата предъявлялись чистый пчелиный яд и его комплекс с гепарином.
В первой серии общую протеолитическую активность (ОПА) определяли в органах крыс, принимающих участие в клиренсе крови – печени, почках и легких, а также в сыворотке крови. Выяснили, что гепарин может значительно изменять скорость деструкции пчелиного яда эндогенными протеазами (рис. 9.1). 

Рис. 9.1. Активность протеолитических ферментов крысы по отношению к пчелиному яду (1) и его комплексу с гепарином (2)
в качестве субстратов в щелочной среде

Например, в легких общая протеолитическая активность в щелочной среде, определенная по методу Ансона по отношению к пчелиному яду, составила 6.0±1.05 мкМТир·мин-1·г сыр. веса-1. При использовании в качестве субстрата пчелиного яда в комплексе с гепарином активность легочных протеаз возрастала в среднем в 3 раза (95%-ный доверительный интервал составил от 5.8 до 18.3 мкМТир·мин-1·г сыр. веса-1) (рис. 9.1). 
Не столь сильное, но достоверное увеличение ОПА в щелочной среде при добавлении к субстрату - пчелиному яду гепарина отмечалось в почках и сыворотке. В почках активность протеиназ увеличивалась в среднем с 16.7±3.0 до 25.7±4.0 мкМТир·мин-1·г сыр. веса-1 (95% доверительный интервал  составил примерно 10-100%). Сыворотка крови характеризовалась самой низкой протеолитической активностью, тем не менее ОПА возрастала примерно в 1.5 раза (с 2.1±0.3 до 3.7±0.4 мкМТир·мин-1·мл-1) при добавлении гепарина к субстрату (рис.9.1). 
В кислой среде активность протеолитических ферментов почек и легких была примерно одинаково высокой по отношению к пчелиному яду и комплексу гепарин-яд, хотя наблюдалась небольшая тенденция к понижению ОПА в присутствии гепарина (рис.9.2). 

Рис.9.2. Активность протеолитических ферментов крысы по отношению к пчелиному яду (1) и его комплексу с гепарином (2)
в качестве субстратов в кислой среде
Самое заметное влияние гепарина на скорость расщепления пчелиного яда эндогенными протеиназами было выявлено в печени. Если активность протеолитических ферментов печени по отношению к чистому пчелиному яду была относительно невелика по сравнению с легкими и почками, то в присутствии гепарина она возрастала примерно в 4 раза как в кислой, так и в щелочной среде. Так, ОПА печени в щелочной среде при использовании пчелиного яда в качестве субстрата равнялась 1.77±0.79 мкМТир·мин-1·г сыр. веса-1, а в случае использования комплекса гепарин-яд увеличивалась до 7.6±2.1 мкМТир·мин-1·г сыр. веса-1. В кислой среде скорость расщепления пчелиного яда протеазами печени была 12.77±1.25 мкМТир·мин-1·г сыр. веса-1, а прирост скорости при предъявлении комплекса гепарин-яд в качестве субстрата составил от 36.11 до 51.77 мкМТир·мин-1·г сыр. веса-1 (95%-ный доверительный интервал) (рис. 9.1, 9.2).
Итак, в экспериментах было показано, что гепарин заметно влияет на скорость деструкции пчелиного яда протеазами. Особенно ярко эти изменения были выражены в щелочной среде. Активность почечных протеаз увеличивалась примерно вдвое, лёгочных протеаз в 2.5 раза, а в сыворотке примерно в 1.9 раза. Эти результаты согласуются с данными о том, что отрицательно заряженная модекула гепарина может компенсировать электростатическое отталкивание между положительными зарядами субстрата и каталитического центра сериновых протеаз (Pejler, Sadler, 1999). В кислой среде в лёгких и в почках разница между контролем и опытом оказалась статистически недостоверной.
Наиболее высокий уровень активности при добавлении гепарина к яду был получен для печёночных протеаз. В наших исследованиях в печени крыс отмечалось приблизительно пятикратной увеличение скорости гидролиз пчелиного яда после добавления гепарина, причём как в кислой, так и в щелочной среде. Как известно, наиболее важную роль в метаболизме экзогенных веществ играет печень (Гичев, 1990; Агаджанян и др., 1998). Примерно две трети от общего количества ксенобиотиков, поступающих в организм, метаболизируется именно в печени (Тиунов, 1981). Мы считаем, что наряду с главной обезвреживающей ферментной системой, основным компонентом которой является цитохром Р450, одним из возможных механизмов детоксикации является участие гепарина, широко представленного тучноклеточным аппаратом печени. По мнению ряда автороа (Хомутов, Орлов 1987), под воздействием зоотоксинов происходит дегрануляция тучных клеток с выходом гепарина в кровеносное русло, в котором может происходить взаимодействие гепарина с ядом, что делает зоотоксин более доступным для ферментов печени.
Таким образом, гепарин увеличивал скорость денатурации апитоксина протеолитическими ферментами в печени, почках и лёгких в щелочной среде. В кислой среде высокий уровень активности протеаз, в присутствии гепарина, был отмечен только в печени крыс.
В следующей серии опытов изучали влияние гепарина и пчелиного яда на ОПА in vivo при введении их экспериментальным животным. Для исследования брали печень, поскольку наиболее активные изменения протеолитической активности гомогенатов животных тканей in vitro наблюдались в печени. В работе было показано, что хроническое  введение гепарина (10 МЕ/кг, в/б, 6 дней) повысило активность щелочных протеаз по сравнению с контролем (табл. 9.4).
 При инъекции яда (5 мг/кг, в/б) через час отмечалось значительное повышение ОПА как в кислой, так и в щелочной среде. Известно, что мелиттин, основной компонент пчелиного яда – мембранолитик, он изменяет проницаемость мембраны (Крылов, 1995) и таким путём может влиять на локализацию и активность ферментов. 
Повышение ОПА можно объяснить действием компонентов пчелиного яда на мембраны клеток. При инъекции яда на фоне хронического введения гепарина не увеличилась, а напротив немного снизилась по сравнению с введением только пчелиного яда. При предварительном однократном введении гепарина 5-й группе животных (50 МЕ/кг) в щелочной среде уровень активности не изменился по сравнению со 2-й группой. При этом в кислой среде наблюдалась тенденция к снижению активности протеаз по сравнению со 2-й и 4-й группами. Таким образом, гепарин при введении экспериментальным животным не вызывал ожидаемого повышения ОПА, а наоборот наблюдалась тенденция к нормализации активности ферментов, повышенной в результате интоксикации.
                                                                                   Таблица 9.4
Влияние гепарина и пчелиного яда на общую протеолитическую
активность мышей in vivo
	Условия 
эксперимента
	            Среда

	
	Трис HCl буфер
     (рН 7.8)
	Ацетатный буфер
(рН 5.4)

	Контроль
	21.8±6.6
	213.75±34.5

	Пчелиный яд (5 мг/кг)
	208.3±69.8*
	311.1±57.2*

	 Гепарин – хроническое введение
	183.0±58.5*
	247.5±28.1

	Гепарин (хроническое введение)→ яд
	153.5±28.6*
	258.0±35.2

	Гепарин (одно введение)→ яд
	219.2±48.2*
	171.0±36.5


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами 
статистически значимы  (р < 0.05).

 Подводя итоги представленным данным, мы считаем, что гепарин взаимодействует преимущественно с компонентами яда, делая его более доступным для протеолитических ферментов, хотя непосредственное влияние гепарина на ферменты также не исключается. Таким образом, наши эксперименты, а также другие исследования позволяют предположить, что гепарин в организме играет роль неспецифической защитной системы, так как способен инактивировать зоотоксины путём образования комплекса, с последующим расщеплением его эндогенными протеазами.
9.4. Внутриартериальное и внутривенное введения
9.4.1. Пчелиный яд
В предыдущих экспериментах было выяснено, что прохождение через воротную систему печени по-разному влияет на активность зоотоксинов, в частности, пчелиного и жабьего ядов. Поскольку при этом яды должны миновать систему вено-венозных капилляров и синусоидов печени, в которых скорость кровотока относительно низкая, возникает вопрос о специфичности защитного влияния печени по отношению к данным ядам. 
В опытах на крысах оценивали суммарную дозу, вызвавшую гибель животного, при дробном введении яда в бедренную вену или хвостовую артерию. В последнем случае, очевидно, что зоотоксины, попадая ретроградно в артериальное русло, должен пройти через капиллярную систему задней части тела животного, прежде чем попадет в нижнюю полую вену.
В ходе исследований было выяснено, что токсичность пчелиного яда существенно отличается при внутривенном и внутриартериальном введении. Так, при внутривенном введении крысы погибали после 2-3 введений тестовой дозы яда (2 мг/кг), а при внутриартериальном введении – после 6-7 введений. Средняя суммарная доза составила 5.7±1.1 мг/кг и 13.3±0.4 мг/кг соответственно. У животных обеих групп при вскрытии отмечались сходные явления полнокровия и застоя, особенно ярко выраженные в легких и в кишечнике. Смерть животных наступала от остановки дыхания. Однако динамика изменений частоты дыхательных движений (ЧДД) после введения яда была несколько различна у крыс первой и второй группы. После введения первых тестовых доз яда у крыс наблюдалось небольшое повышение ЧДД, которое носило, по-видимому, компенсаторный характер, но только в группе с внутриартериальным введением эти изменения были достоверными (рис. 9.3).


Рис.  9.3.  Изменение средней частоты дыхания при дробном введении
пчелиного яда в бедренную вену и хвостовую артерию

В группе с внутривенным введением после второй инъекции тестовой дозы наблюдалось резкое угнетение дыхания, с последующим восстановлением к 3-10-й минуте, но уже третья доза вызывала необратимое снижение ЧДД, приводящее к гибели животного. В группе с внутриартериальным введением только после четвертого введения тестовой дозы отмечалось выраженное уменьшение ЧД, но еще и после пятой дозы наблюдалось восстановление респирации через 5-10 минут после инъекции почти до нормального уровня. Только после 6-7 введений урежение дыхания было настолько сильным, что оказывалось несовместимым с жизнью животного (рис.9.3).
 В следующей серии экспериментов оценивали продолжительность жизни лабораторных животных (крыс) при однократном введении абсолютно токсичной дозы (6 мг/кг). Поскольку в предыдущих экспериментах мы выяснили, что некоторые наркотические вещества, например гексенал, могут модифицировать антидотные свойства гепарина при отравлении пчелиным ядом, инъекцию яда проводили под легким эфирным наркозом. Оказалось, что при внутривенной инъекции животные погибали через 10.6±3.3 минуты, в то время как внутриартериальное введение сопровождалось гибелью животных через 208±53.8 минут. 
Таким образом, сравнительный анализ эффективности пчелиного яда показал, что при внутриартериальном введении токсичность яда значительно ниже, чем при его инъекции в бедренную вену. 
9.4.2. Жабий яд
Дробное введение крысам препарата жабьего яда «Буфотина» в тестовой дозе 2.5 мг/кг в бедренную и воротную вены вызывало сходные изменения функционального состояния животных. Несмотря на то, что жабий яд считается кардиотропным, в наших опытах на крысах в процессе интоксикации наблюдались резко выраженные нарушения деятельности респираторной системы, тогда как заметных влияний яда на сердечный ритм не было отмечено. Поэтому в экспериментах оценивали не электрокардиограмму, а частоту дыхания животных. Большинство крыс погибало после третьего введения, средняя суммарная доза яда составила 8.6±1.19 и 7.86±1.64 мг/кг соответственно. Динамика изменений дыхательного ритма была практически идентичной для внутривенного и внутрипортального введения, за исключением того, что в последнем случае абсолютные значения ЧДД были исходно несколько ниже, что связано, по-видимому, с более сильным оперативным вмешательством при катетеризации воротной вены. После каждой инъекции зоотоксина у животного отмечалось выраженное брадипное с последующим неполным восстановлением к 10-й минуте. В некоторых случаях наблюдалась кратковременная (в течение 15-40 секунд) остановка дыхания на 1-3-ей минуте после введения. 
При сравнении эффективности внутривенного и внутриартериального введения «Буфотина» выяснили, что в последнем случае животные выдерживали 4-7 инъекций тестовой дозы яда, а средняя суммарная доза равнялась 12.92±1.64 мг/кг. Нарушения дыхательного ритма были почти столь же сильно выражены, как и при внутривенном введении. После 3-его – 4-ого введения стабильного восстановления ЧДД в течение 10 минут уже не наблюдалось, и постепенно развивающееся на фоне интоксикации угнетение дыхания оказывалось несовместимым с жизнью животного (рис. 9.4). 
Таким образом, препарат жабьего яда «Буфотин» так же, как и жабий яд, проявляет практически одинаковую активность при дробном введении как в бедренную, так и в воротную вены. В то же время, подобно пчелиному яду, токсичность «Буфотина» ослабляется при инъекции в хвостовую артерию, хотя и не так значительно, как в случае с апитоксином. 
Следовательно, защитный эффект печени при прохождении пчелиного яда через синусоиды печени, после внутрипортального введения, нельзя объяснить исключительно задержкой и разбавлением зоотоксина в кровеносном русле с относительно низкой скоростью кровотока. Действительно, при введении в воротную вену можно отметить избирательное ослабление токсичности некоторых ядов, тогда как при прохождении ядов пчелы и жабы через систему капилляров, после инъекции в хвостовую артерию, такой специфичности не наблюдается. В то же время снижение токсичности пчелиного яда при внутриартериальном введении было сильнее выражено, чем в случае с «Буфотином» и даже по сравнению с внутрипортальным введением пчелиного яда. Это можно объяснить дегрануляцией тучных клеток, в обилии расположенных вдоль всего сосудистого русла, в ответ на интоксикацию и высвобождением из них гепарина, инактивирующего пчелиный яд.

Рис. 9.4.  Изменение средней частоты дыхания при дробном введении жабьего яда («Буфотина») в бедренную вену и хвостовую артерию
Проведенный физиологический анализ сравнительной активности ядов животных при введении их в бедренную и портальную вены выявил неодинаковую роль печени в нейтрализации зоотоксинов. Токсичность одних ядов заметно ослаблялась при прохождении через воротную систему печени, а других – оставалась без изменения. Детоксицирующий эффект печени, как ни странно, не зависел от химической природы токсина. Действительно, яды змей, все белковой природы, разделились на две неравные группы: бόльшая часть (яды кобры, гюрзы и эфы) характеризовалась 1.5 - 3-х кратным увеличением токсической дозы при инъекции в портальную вену, тогда как яд щитомордника проявлял одинаковую активность при введении в бедренную и воротную вены. Яд жабы, несмотря на то, что печени принадлежит ведущая роль в обмене стероидов, также не ослаблял своего кардиотоксического действия при прохождении через воротную систему печени.
Совершенно аналогичное распределение тех же самых зоотоксинов на две группы наблюдается при исследовании изменения их токсичности под влиянием гепарина. Большинство зоотоксинов (пчелиный яд, яды змей – кобры, гюрзы и эфы) характеризовалось ослаблением активности в опытах на животных при их совместном введении с гепарином. Для ядов пчелы и кобры показано также защитное действие гепарина при его предварительном введении, и кроме того, его лечебный эффект при инъекции на фоне интоксикации. Напротив, блокирование эндогенного гепарина протамин сульфатом приводило к уменьшению токсических доз этих ядов. В то же время уровень гепарина в организме никак не отражался на токсичности яда жабы и щитомордника. Следует подчеркнуть, что антидотное действие гепарина в этих экспериментах не сводится только к его антикоагулянтным свойствам, поскольку яд щитомордника по своему физиологическому действию на систему крови близок к ядам гюрзы и эфы, которые являются прокоагулянтами, а яды пчелы и кобры, наоборот, относятся к нейротропным антикоагулянтам.
Основное внимание в современных исследованиях детоксицирующих функций печени уделяется изучению специфических и неспецифических ферментных систем и процессам транспорта на уровне «кровь – клетка». Учитывая, что печень является одним из основных депо гепарина, а гепарин способен нейтрализовать некоторые зоотоксины, было высказано предположение, что эндогенный гепарин печени также принимает участие в регуляции ферментных и транспортных систем и формировании защитной функции. 
Результаты экспериментов показывают, что гипергепаринемия животных способствовала еще большему повышению устойчивости к действию ядов пчелы и кобры при инъекции их в портальную вену. В то же время предварительное введение антагониста гепарина протамин сульфата приводило к снижению дозы яда, введенной в воротную вену, почти до значений, соответствующих инъекции в бедренную вену.
Практически одинаковое увеличение токсичной дозы пчелиного и жабьего ядов при их инъекции в хвостовую артерию по сравнению с введением в бедренную вену, но разное поведение при их прохождении через воротную систему печени позволяют отвергнуть предположение о влиянии различной скорости переноса разных по составу ядов с кровью на их активность и сделать заключение о специфическом вкладе печени в обезвреживание токсинов.

ГЛАВА 10. МОДУЛЯЦИЯ ГЕПАРИНОМ СОСТОЯНИЯ ФУНКЦИНАЛЬНЫХ СИСТЕМ ПРИ ДЕЙСТВИИ ЗООТОКСИНОВ 
В УСЛОВИЯХ ОСТРОГО ПЕРЕГРЕВАНИЯ

Влияние высокой температуры окружающей среды на организм человека и животных охватывает широкий круг вопросов физиолого-биохимического характера. Одним из вопросов этого влияния является тот факт, что кратковременное действие тепла на организм или эпизодические случаи перегревания не являются типичными в условиях жизнеобитания. Чаще всего организм сталкивается с более или менее продолжительным влиянием высокой внешней температуры, которое связано с климатогеографическими условиями  или со спецификой процессов (Султанов и др., 2001; Portner, 2001, 2002; Sharma, Hoopes, 2003).
Адаптация к такому фактору как высокая температура окружающей среды, наряду с наличием общих свойств и закономерностей обладает рядом особенностей, которые определяются самой природой действующего раздражителя и, в частности, специфической ролью тепла во всех проявлениях жизнедеятельности организма (Шмидт-Ниельсен, 1982; Павлов, 1995; Петрова, 1995; Андреева и др. 1999, 2001; Моммадов и др., 2001; Гиноян, Хомутов, Ягин, 2007; Пурсанов, Хомутов, Лушникова, 2015). 
	Непосредственное влияние высокой температуры на клеточный метаболизм  во многом определяется ролью слабых взаимодействий и, в частности, гидрофобными взаимодействиями, стабилизирующими третичную и четвертичную структуры белковых молекул. Эти взаимодействия легко разрушаются под влиянием тепла, что приводит к потере каталитической активности ферментов (Калмыкова и др., 1997). 
	При адаптации к теплу на клеточном уровне важнее всего нормальное функционирование белковых структур и, прежде всего, ферментов, а также сохранение упруго-вязкостных свойств клеточных мембран, следовательно, мембраносвязанных ферментов, рецепторов и др.
Также выясняется, что тепловое воздействие может влиять на мембранные структуры не только косвенно, (через изменение вязкости мембраны, активности ферментов и т.п.) но, в некоторых случаях, и непосредственно.  Рядом авторов изучались in vitro функциональные свойства  α-адренорецепторов эритроцитов после кратковременного теплового шока. Показано, что термошок вызывает изменения основных параметров кинетики лиганд-рецепторного взаимодействия двух пулов адренорецепторов, что приводит к значительному снижению эффективности 1 этапа  α-адреноергической реакции  - присоединения лиганда к специфическому рецептору (Смурова, Нестерова, Манухин,1995).
Механизм адаптации к тепловому воздействию, заключающийся в изменении липидного состава мембраны, характеризуется активной структурной перестройкой поверхности мембраны, в результате которой происходит образование липидных доменов и переход мембраны в деформированное состояние. В результате такой модификации восстанавливаются основные динамические функции мембраны, нарушенные при изменении внешних условий. Время и степень приспособления к новым внешним условиям определяется, во-первых, скоростью обновления состава мембраны, в частности, за счет синтеза определенного вида липидов и, во-вторых, упругими свойствами мембраны, которые стабилизируют процесс фазового расслоения мембраны при изменении ее химического состава. Таким образом, при таком механизме адаптации осуществляется регуляция микроокружения встроенных в мембрану белков, при этом не требуются какие-либо изменения в составе и структуре самих белковых макромолекул (Выборнова, 1994).
Xu Deng, (1991) показал, что на ранней стадии гипертермии процент сегментированных нейтрофилов существенно увеличивался, но уменьшался на поздней. Количество нейтрофилов с ядрами круглой и гроздевидной формы увеличивалось на средней стадии, на поздней стадии появлялись нейтрофилы со стержневидным ядром. Лимфоциты имели лизированные ядра и изменения в цитоплазме. Митохондрии и др. органеллы лимфоцитов концентрировались с одной стороны ядра. Их мембраны не изменялись. Число Т-лимфоцитов увеличивалось.
	Бондарев Д.П. и Стунжас Н.М., (1994) показали, что острое перегревание крыс, приводящее к развитию теплового удара, сопровождается возрастанием гематокритного показателя с 45,4 до 48,4 объемных процентов. В опытах на цыплятах бройлерах было установлено, что при высоких температурах внешней среды объем плазмы и общий клеточный объем были значительно выше, чем в контрольной серии экспериментов. Изменения клеточного объема, вероятно, связаны с модуляцией подачи кислорода, а значительная гиперволемия имеет место для рассеивания тепла путем одышки (Yahav et al., 1997).
 Средний объем эритроцитов уменьшается с 89,6 до 79,6 мкм3 на высоте теплового удара; изменяется форма эритроцитов. Активность Na, K-АТФазы эритроцитов значительно падает, а количество ионов Na и K в эритроцитах снижается. Предполагают, что в условиях перегревания организма выход Na, K из эритроцитов в плазму в большей мере связан не с работой Na, K-АТФазы, а с механизмом облегченной диффузии, обеспечивающей Na, K ко-транспорт.
В течение первых  10 – 20 минут пребывания животных на солнцеплощадке отчетливо отмечаются снижение кислородной емкости крови и некоторое понижение содержания кислорода в артериальной крови. В отличие от этого в венозной крови обнаруживается хотя и незначительное, но  закономерное повышение содержания кислорода. Некоторая артериализация венозной крови, по-видимому, является отражением  ускорения линейной и объемной скорости кровотока в первом периоде перегревания (Тилис, 1964).
В дальнейшем в связи с наступающим нарушением кровообращения и  развитием застойных явлений содержание кислорода в венозной крови прогрессивно снижается. Вместе с тем кислородная  емкость все время увеличивается в связи с нарастанием количества гемоглобина (сгущение крови). Несмотря на это, содержание кислорода в артериальной крови изменяется весьма незначительно, что связано не  только с расстройством работы аппарата  кровообращения, но и с относительной недостаточностью функции дыхания. 
  В начальном периоде перегревания отмечается лишь весьма незначительное снижение содержания углекислоты, преимущественно в артериальной крови. Однако  уже к концу первого периода имеет место  выраженная гипокапния, достигающая  максимального развития во втором периоде.
Гипоксия и нарушение обмена при перегревании связаны со сдвигом реакции крови в кислую сторону. У животных нарастает количество молочной кислоты непосредственно в крови из мышечной ткани, а также в  спинномозговой жидкости. Извращение обмена веществ под влиянием высокой внешней температуры сопровождается увеличением кетоновых тел в крови.
Понижение способности крови связывать СО2 и падение резервной щелочности можно объяснить двояко: либо при перегревании, несмотря на  усиленное выделение СО2 легкими, происходит накопление кислых продуктов обмена, либо уменьшение способности крови связывать СО2  зависит от перехода оснований из  крови в ткань.
Как показали опыты на собаках, под влиянием солнечно-теплового  перегревания щелочной резерв крови закономерно снижается, достигая в  третьем периоде чрезвычайно низких величин.
Падение щелочного резерва крови в первом периоде солнечно-теплового  перегревания следует связать с развитием термического полипноэ, т. е. речь  идет о гипервентиляционном или газовом алкалозе (Тилис, 1964). Во втором периоде  в связи с прогрессирующей кислородной недостаточностью постепенно накапливаются недоокисленные продукты обмена, которые, взаимодействуя  с бикарбонатным буфером, приводят  к уменьшению резервной щелочности  по типу негазового ацидоза. Однако,  поскольку в течение всего второго  периода перегревания сохраняется  термическое полипноэ, постепенно  развивается смешанная форма нарушения — газовый алкалоз и негазовый ацидоз. Снижение щелочного  резерва в третьем периоде перегревания до очень низких, почти несовместимых с жизнью цифр, заставляет думать о резком  некомпенсированном ацидозе (Тилис, 1964).
На первых стадиях острого перегревания человека характерной реакцией организма является усиленный катаболизм, в частности активация протеолиза, вызываемые стресс-реакцией и физико-химическим фактором повышенной температуры. Повышается содержание низкомолекулярных метаболитов, причем эти изменения, в основном, происходят в плазме крови (Андреева и др., 1999).
 При перегревании животных  в тепловой камере, как и после инсоляции летом, обнаружено повышенное содержание сахара в крови. Одновременно с гипергликемией увеличивается содержание сахара и в спинномозговой жидкости  (Тилис, 1973). Механизм гипергликемии имеет сложное происхождение. Здесь следует учитывать изменения функции вегетативной нервной системы, нарушение состояния эндокринной системы, в частности надпочечников, сопровождающееся повышенной продукцией адреналина (Султанов ФФ. и др., 1992). С другой стороны, имеются данные, что после длительного термального стресса уровень глюкозы в плазме крови существенно понижался; концентрация инсулина в плазме крови также снижалась в начальные дни термального стресса, а затем восстанавливался нормальный уровень (Fumiaki, 1997). Показано, что люди, чувствительные к гипертермии, характеризуются более высоким исходным уровнем инсулина в крови (Петрова и др., 1991).
Показано, что разогревание организма здорового человека до значений ректальной температуры 39,0-39,50С вызывает тепловой стресс и формирует физиологическую адаптацию, которая проявляется при повторном нагреве организма. Была найдена повышенная способность клеток крови продуцировать оксид азота, предполагается, что первостепенная роль в этом принадлежит нейтрофилам (Андреева и др., 2001). Перегревание сопровождается повышенным выделением аминокислот с мочой, большим количеством азота, выделяемого потом, нарастанием в крови остаточного азота и  аммиака, глютамина и других продуктов распада  белка (Манухина и др., 1996; Микоян и др., 1996).
При солнечно-тепловом перегревании первоначально наступало снижение содержания общего белка в сыворотке крови.  Однако уже к концу первого периода перегревания уровень белков достигает исходных величин . В середине второго периода содержание белков сыворотки увеличивается, достигая максимума в  третьем периоде. Обнаруженные изменения белкового состава крови связаны, по-видимому, с наступающим сгущением крови  (Тилис, 1964).
Зинчук (1991) получил данные об увеличении сродства гемоглобина к кислороду при стандартных значениях рН, рСО2 и температуры к концу теплового воздействия, что сохраняется в последующие 4 часа. Выявленная компенсация температурного эффекта по положению кривой диссоциации оксигемоглобина обусловлена снижением концентрации внутриэритроцитарного 2,3-дифосфоглицерата. Установлено увеличение константы Бора в его щелочной области. Показано ухудшение деформируемости эритроцитов на различных стадиях перегревания. Отмечаемые изменения кислород-транспортной функции крови при острой экзогенной гипертермии лимитируют процесс транспорта кислорода к тканям (Зинчук, 1991, 1999).
Наряду с терморегуляционными процессами, происходящими при адаптации к гипертермии, обуславливающими лабильность и вариабельность приспособительных изменений в организме, наблюдается ряд проявлений, связанных с общим  повреждающим состоянием  и с состоянием, опасным для жизни. Речь идет о стрессовом действии интенсивного тепла. В этой связи интересно проанализировать гормонально-гуморальную реакцию на тепловой стресс и ее влияние на общую картину суммарной реакции организма в условиях перегревания.
	Общая картина стресс-реакции хорошо известна. Она состоит из последовательности нервных и гормональных процессов, которые развиваются единообразно, независимо от природы действующего фактора. Биологическая роль этого комплекса чрезвычайно велика и позволяет обеспечить организму кратковременное повышение устойчивости при возникновении неблагоприятной ситуации (Селье, 1960).
	На клеточном уровне одним из проявлений стресс-реакции является продукция белков теплового шока (БТШ). БТШ являются белками, вырабатывающимися в ответ на внезапное повышение температуры тела. Семейства БТШ различаются по молекулярной массе - 90, 70, 60 и 20 кД (соответственно БТШ -90; -70; -60 и -20). БТШ проявляют эволюционный консерватизм и высокую гено- и фенотипическую гомологичность у млекопитающих и человека. Это свидетельствует о том, что БТШ жизненно необходимы для выживания и функционирования клетки (Olujemi, Adebajo, 1978; Berger, Woodward, 1983; Rice et al., 1986; Ribeiro et al., 1994; Villar et al., 1994; Flagan et al., 1995; Yang, Lin, 1999; Sharma, Hoopes, 2003).
	Так, например, показано, что тепловой стресс вызывает аккумуляцию белков теплового шока БТШ-70 в клетках  эпителия почки собаки через 48 часов; через 96 ч наблюдался возврат к исходному уровню. Исследования показали, что для возникновения теплового стресса, который вызывает сдвиг БТШ-70, требуется определенное пороговое повышение температуры (Mosely et al., 1994).
	Yang et al. (1994) продемонстрировали, что при гипертермии в мозге крыс значительно возрастает синтез БТШ-72, что ускоряет восстановление активности ЭЭГ у животных переживших апноэ. Апноэ, вызванное прекращением искусственной вентиляции легких, вызывало исчезновение волн ЭЭГ в обеих зонах коры как в группе крыс подвергшихся предварительной гипертермии, так и в контрольной группе. Но электрическая активность коры проявляется раньше у гипертермических животных, через 90 сек. после остановки дыхания. 
Экспрессия белков теплового шока, вызванная тепловым ударом при температуре внешней среды 43°С, защищает организм от церебральной ишемии и перегрузке моноаминами. Предполагается, что мозг может быть подготовлен термическим или химическим повреждением, что эта предварительная подготовка может индуцироваться БТШ-72, и что индукция БТШ-72 будет достаточно хорошо коррелировать с анатомической, гистохимической и гемодинамической защитой крыс от теплового удара (Yang, Lin, 1999).
	Tyttel et al., (1994) наблюдали индукцию мРНК БТШ-70 в фоторецептивном слое сетчатки крыс через 4 часа после гипертермического стресса. Ряд авторов наблюдал индукцию трансляционной термоустойчивости в печени термически стрессированных крыс. Ингибирование синтеза белка БТШ-70 термическим стрессом можно предотвратить путем предварительного стрессирования крыс при 42°С в течение 30 мин и позволив крысе восстанавливаться в течение 24 часов при нормальной температуре тела (37°С). При этом максимальная протекция белка в печени имела место через 24 часа после термического стресса (De Maio, 1993).
	Интересно, что другие стрессовые стимулы, также способствуют выработке БТШ: ишемия, недостаточное питание, воздействие токсичных окисных радикалов, таких противовоспалительных радикалов, как фактор некроза опухолей и γ-интерферон, а также вирусные, бактериальные и паразитарные инфекции. Поэтому, БТШ называют также белками стресса (Peetermans, 1995).
	Установлено, что различные нейротравмы вызывают индукцию БТШ-70: лихорадка стимулирует выраженный синтез мРНК в течение 1 часа в волокнах переднего мозга и мозжечка, к подобному результату приводит также микроперерезка на уровне коры головного мозга. Индукция БТШ-70 происходила вследствие ишемии или воздействия нейротоксина каиновой кислоты. Считается, что БТШ предпочтительней именовать нейрострессорными белками и рассматривать как маркеры повреждения клеток и волокон ЦНС (Brown, 1990).
	Обсуждается возможная роль БТШ-60 в защите против инвазии или колонизации микроорганизмов и в патогенезе  аутоиммунных заболеваний, например, артрита. Возможно также участие БТШ в образовании атеросклеротических бляшек (Peetermans, 1995).
Ответ клеток на тепловой шок и другие виды стресса проявляются в активации небольшого числа генов, которые прежде были неактивными или уровень транскрипции иx был низкий. Этот ответ наблюдали у большого количества видов бактерий, растений и животных. Накапливаются доказательства того, что, по крайней мере, часть белков, найденных у разных видов, сходны друг с другом. В ряде организмов обнаружена высокая степень корреляции между присутствием белков теплового шока и способностью организма противостоять термическому стрессу (Craig, 1985). 
Ряд авторов измеряли уровень эндогенных и индуцированных белков теплового шока 70кД, 89 кД и 110 кД в высокоочищенных фракциях G1-, S- или  G2-M фибробластов китайского хомячка, разделенных с помощью флуоресцентно-активированной клеточной сортировки. Относительные уровни синтеза всех трех полипептидов, измеренные посредством двумерного гель-электрофореза, были сходными в течение клеточного цикла и, следовательно, эндогенные уровни вряд ли можно объяснить тепловой чувствительностью S-фазы клетки (Rice et al., 1986).
Явная гетерогенность в индуцированных уровнях этих полипептидов была отмечена во фракциях всех фаз. Повышенный уровень 70 кД полипептида был выявлен в фазе G1-, S- и  G2-M по сравнению с G1 вследствие теплового шока. Небольшое увеличение как 89 кД, так и 110 кД белков теплового шока наблюдали у нагретых G1-клеток. Эта гетерогенность в индуцированных уровнях синтеза была в контрасте со сходством кинетики экспрессии термической устойчивости между каждой фазой. Показано, что повышенный синтез этих полипептидов не связан с регуляцией как термоиндуцированной задержкой клеточного цикла, так и возвращением фазово-специфической последовательности после теплового шока, измеренной посредством одновременной регистрации цитометрического потока и содержания ДНК (Rice et al., 1986).
Четыре малых белка теплового шока у дрозофилы генетически связаны и одновременно синтезируются как в ответ на высокую температуру, так и в процессе развития, во время окукливания. В клетках культуры ткани их синтез индуцируется гормоном линьки, экдистероном. Авторы показали, что при их индукции и аккумуляции клетки животных приобретают термоустойчивость (Berger, Woodward, 1983).
Рядом авторов была проведена проверка гипотезы о том, что индукция белков теплового шока перед запуском сепсиса может предотвращать или уменьшать повреждение органов и смерть у крыс в модели внутриабдоминального сепсиса и сепсис-индуцированного острого повреждения легких, вызванного перевязкой или перфорацией слепой кишки (Villar et al., 1993, 1995).
Экспериментальные животные были разделены на 4 группы: 1) нагревание и сепсис; 2) нагревание и ложный сепсис; 3) отсутствие нагревания и сепсис; 4) отсутствие нагревания и ложный сепсис. Оценивали уровень смертности и патологические изменения в легких, сердце и печени через 18 часов после перфорации слепой кишки, через 24 часа после удаления слепой кишки и через 7 дней после перфорации. 
У животных после нагревания максимальное увеличение концентрации БТШ-72 наблюдали в легких и сердце через 6 и 24 часа после гипертермического стресса. К 18 часу после перфорации 25% животных с сепсисом и без нагревания погибли, тогда как ни одно животное с нагреванием и сепсисом не умерло. Животные с сепсисом и нагреванием показывали значительное снижение смертности к 7-му дню (21%) по сравнению с животными с сепсисом, но без нагревания (69%). Кроме того, животные с сепсисом и нагреванием имели меньше гистологических доказательств повреждений легких и печени по сравнению с животными с сепсисом и без нагревания.
Таким образом, полученные рядом авторов данные предполагают, что предварительное термическое воздействие, связанное с синтезом БТШ, уменьшает повреждение органов и увеличивает выживаемость животных при экспериментальном сепсис-индуцированном остром повреждении легких. Хотя механизмы, посредством которых БТШ оказывает защитное действие, до конца не выяснены, эти данные ставят интересные вопросы, касающиеся важности лихорадки в защите целого организма во время бактериальной инфекции (Villar et al., 1993, 1995).
Арсенит натрия (6 мг/кг внутривенно)  в отсутствии повышенной температуры тела крыс вызывает экспрессию белка теплового шока с молекулярной массой 72 кД в легких, которая была замечена через 2 часа после инъекции, Пик наблюдался между 9 и 24 часами, а возврат к основному фону к 48 часам. Предварительное лечение арсенитом натрия обеспечивало значительную защиту против смертности через 18 и 24 часа после перевязки и перфорации слепой кишки и сочеталось с экспрессией БТШ-72 в легких. В период от 48 до 96 часов, когда уровень БТШ возвращался к норме, уровень смертности был одинаков в обеих группах. Исходя из полученных данных видно что, инъекция арсенита натрия in vivo вызывает экспрессию БТШ-72 в легких и обеспечивает временную защиту против экспериментального сепсиса в период, когда белки теплового шока еще экспрессируются (Ribeiro et al., 1994).
	Таким образом, БТШ синтезируются при действии различных стрессорных стимулов и гипертермия запускает стресс-реакцию. Синтез БТШ показывает схожесть защитных реакций клетки при действии на нее различных повреждающих факторов.
	Повышение устойчивости организма  за счет стресс-реакции позволило считать ее адаптивной, а неспецифичность ее по отношению к действующему фактору - общей. Отсюда название - общий адаптационный синдром (Селье, 1960). В период особого увлечения общим адаптационным синдромом (ОСА) в нем виделась своеобразная панацея, средство помощи при любой опасности, заболевании или вредном факторе. При этом вне поля зрения оставалась основная черта этой реакции - ее неспецифичность. Не избежало этой участи и использование положений ОСА к исследованию влияния высокой температуры. Отдельные элементы реакций априорно объявлялись адаптивными, обнаруживался их приспособительный смысл для борьбы с высокой температурой, а недостаточная устойчивость неакклиматизированного организма трактовалась как относительная недостаточность способности  коры надпочечников выделять кортикостероиды при тепловом стрессе (Султанов, 1978). Это побудило многих отечественных и зарубежных исследователей к попыткам обеспечить повышение теплоустойчивости введением экзогенных гормонов коры надпочечников (Ахмедов, 1978; Горизонтов,  1981; Косенков, 1984; Hensel, 1973; Russel, Bogert,1981).	
	Если подвергнуть более внимательному анализу суть процессов происходящих в организме при действии тепла, возникает вопрос о том, каким образом мобилизация энергетических ресурсов и стимуляция энергообразования может оказывать положительный эффект на теплообмен организма со средой. Активизация  системы гипоталамус- гипофиз- надпочечник повышает тканевую устойчивость к нарушениям, которые связанны со вторичными эффектами, т.е. последствиями усиленной деятельности теплорассеивающих механизмов и с непосредственным действием повышения температуры тканей. Можно предполагать, что ОСА повышает устойчивость информационных потоков, которые являются слабым звеном при любом повреждающем действии факторов среды. Развивается своеобразный режим форсажа, как принято говорить в технике. Но естественно, длительная работа в таком режиме невозможна. Наступает декомпенсация, взрывообразное нарастание вторичных явлений нарушения взаимной координации процессов.
	При действии высокой температуры окружающей среды фаза повышенной устойчивости, связанной преимущественно с неспецифическими защитными эффектами ОСА, длится около 48 часов. На основе многих  экспериментов и наблюдений Ф.Ф. Султанов (1982) выдвигает гипотезу временного защитного колпака, который в определенной степени отражает биологический смысл неспецифического повышения клеточно-тканевой резистентности в неблагоприятных условиях, примером которых может служить высокая внешняя температура. Комплекс реакции ОСА развивается в случаях, когда имеющийся запас мощности защитных эффекторных механизмов недостаточен. Увеличение их мощности и перестройка взаимоотношений между отдельными подсистемами организма, подвергающегося действию высокой температуры, требует определенного времени.
 Вместе с тем, перестройка в период действия экстремального фактора неизбежно резко снижает сопротивляемость организма. Это положение подтверждают данные по гуморальному и клеточному иммунитету. Установлено, что в ответ на перегрев увеличивается количество практически всех видов клеток в лейкоцитарном профиле; изменения лейкоцитарной формулы происходят, в основном, за счет сегментоядерных нейтрофилов и лимфоцитов (Титов, 1991). Показано, что однократный перегрев усиливал пролиферативный ответ клеток селезенки мыши in vitro, перегревание в течение 10 и 20 дней приводило к подавлению пролиферативной активности клеток селезенки. При многократных перегревах большая часть показателей иммунитета оказалась сниженной и нормализовалась к 40 дню после перегрева (Соловьев, 1994). Было обнаружено, что перегревание животных до теплового удара приводит к резкому подавлению клеточного и гуморального иммунитета, что может быть результатом прямого цитотоксического действия высокой температуры на лимфоциты. В процессе длительного прерывистого перегревания развивалась иммунодепрессия.  Адаптация организма к дозированному тепловому фактору сопровождалась нормализацией показателей иммунитета (Соловьев, 1994). Эти факты подтверждаются также данными Бреховой Н.Н., В.Р. Агаджанова (1993), Шерешевской и др. (1992), Lu L. et al.(1991).
	Показано, что сывороточные уровни всех аминокислот за исключением аргинина повышаются при тепловом стрессе. Обмен веществ при тепловом стрессе характеризовался повышенным протеолизом тканевых белков (Luo et al., 1990; Hayashi et al., 1993). При тепловой акклиматизации содержание сывороточных незаменимых аминокислот аргинина и тирозина снижено, что показывает повышенные потребности этих аминокислот к теплу.
	Исследования Doi et al. (1990) показали, что при температуре воздуха 31°С у крыс снижались двигательная активность, потребление пищи и увеличивалась концентрация гистидина в гипоталамусе, уровень потребления воды и температура тела. Выявленные адаптационные реакции животных на повышение температуры среды были слабо выражены при внутрибрюшинном введении α-флурометилгистидина (100 мг/кг массы), ингибитора гистидиндекарбоксилазы, что, вероятно, свидетельствует об участии гистидина гипоталамуса в формировании адаптационных реакций  у крыс при повышении температуры окружающей среды.
У кур при гипертермии выявлено прогрессирующее развитие алкалоза, гипокапнии, гипокальцемии и накопление лактата в крови. Установлено, что гипокальцемия является следствием  алкалоза, причем лактат плазмы крови может служить буфером при развитии тяжелого алкалоза (Odom, Ono,1991). 
	Отсюда возникает важный вопрос о соотношении специфических и неспецифических элементов приспособления к высокой температуре окружающей среды. В этой связи можно выделить три пути повышения тепловой устойчивости, которые условно подразделены на три группы: неспецифические, квазиспецифические и специфические.
	Неспецифические пути увеличивают устойчивость ко многим факторам среды, в том числе к высокой температуре. Квазиспецифические методы и пути приводят к увеличению мощности тех или иных элементов эффекторных механизмов, мобилизуемых для борьбы с перегреванием. Специфические пути – более адекватны и приводят к образованию комплекса взаимосвязанных системных отношений, характеризующихся меньшей ценой и максимальной оптимальностью последовательности реакций в условиях высокой температуры окружающей среды (Султанов, 1984).
	Подводя итог рассмотрению приспособительных изменений процессов теплоотдачи при длительном действии высокой температуры, а также кратковременных тепловых стрессов на организм человека и животных, следует еще раз обратить внимание на взаимосвязанность отдельных элементов теплоотдачи  между собой и основными гомеостатическими функциями организма. В связи с этим адаптация к теплу должна рассматриваться как динамический процесс, в ходе которого обеспечивается поиск и формирование оптимальной стратегии выбора соотношений между основными эффекторными реакциями терморегуляции. Формирование конечного результата приспособления организма происходит путем постепенной оптимизации реакций, связанных с образованием тепла и его рассеиванием  во внешнюю среду.
Изучение термопротекторных свойств зоотоксинов началось более 30 лет назад на кафедре физиологии и биохимии человека и животных Нижегородского государственного университета им. Н.И. Лобачевского (Хомутов и др., 1986).
Эксперименты по изучению термопротекторного действия зоотоксинов показали, что при перегревании (30 и 40°С) и остром перегревании (50 и 60°С), продолжительность жизни животных зависит от температуры окружающей среды и составляет при 40°С - 120.2±22.7 мин, при 50°С - 45±0.5 мин, при 60°С - 34.0±3.6 мин. В большинстве дальнейших экспериментов использовали тепловую экспозицию животных при 50°С, так как при большей температуре события развиваются слишком быстро, в связи с чем сложно фиксировать динамику изменений физиологических функций (Ягин, 1999, 2007; Данилова, 2008;  Лушникова, 2010). При 50-градусной тепловой экспозиции динамика изменений ректальной температуры увеличивается с 36.0°С до 43.7°С через 40 мин тепловой экспозиции (табл. 10.1).
                                                                                                     


                                                                                             Таблица 10.1
Изменение ректальной температуры крыс при действии зоотоксинов
в условиях острого перегревания (Т=50°С)
	Условия
эксперимента
	Контроль
	Время воздействия, мин

	
	
	10
	20
	40
	50
	60

	Т=50 °С
	36.0
	39.7*
	42.0*
	43.7*
	-
	-

	Яд пчелы (2. мг/кг)
	36.1
	37.4*
	40.2*
	42.5
	43.3*
	43.7*

	Яд кобры (1 мг/кг)
	36,7
	38,6
	41,1
	42,9
	43,3
	44,2

	Яд щитомордника (4 мг/кг
	36,4
	38,0
	40,7
	42,3
	42,9
	44,3


* - Различия между контрольными и экспериментальными группами 
статистически значимы (р<0.05)
10.1. Продолжительность жизни
10.1.1.  Пчелиный яд
Термопротекторные свойства пчелиного яда характеризуются дозозависимым эффектом и максимальная продолжительность жизни (79±2.9 мин) регистрируется при дозе яда, равной 2.0 мг/кг. Большие или меньшие дозы яда обладают меньшим термопротекторным действием (табл. 10.2).
Совместное введение пчелиного яда в виде смеси с гепарином в весовом соотношении 1:0.5, а также при предварительном введении гепарина в дозах 50, 500 и 5000 МЕ/кг сопровождается антитермопротекторным действием, при котором продолжительность жизни ниже контрольных величин. Интересно отметить, что предварительная инъекция гепарина в дозе 5 МЕ/кг достоверно увеличивает продолжительность жизни крыс до 85±3.1 мин.
Блокада эндогенного гепарина протамин сульфатом потенцирует термопротекторное действие пчелиного яда, а продолжительность жизни максимально увеличивается при введении яда в дозе 2 мг/кг до 106±7.0 мин (табл. 10.2).
                                                                                                             Таблица 10.2
Продолжительность жизни (мин) белых крыс в условиях острого 
перегревания (Т= 50°С) при действии яда пчелы в условиях 
гипер- и гипогепаринемии
	Условия
эксперимента
	Доза яда, мг/кг

	
	    1.0
	    2.0
	    4.0
	    6.0

	Яд пчелы 
	59±1.8*
	 79±2.9*
	55±1.6*
	 32±2.2*

	Яд+гепарин (1:0.05)
	 39±1.2
	 32±1.4*
	28±2.2*
	 23±2.4*

	Гепарин (5 МЕ/кг)→ яд
	 61±1.6*
	 85±3.1*
	 59±1.2*
	 42±0.9

	Гепарин (50 МЕ/кг)→ яд
	 36±0.6*
	 34±0.9*
	 30±1.0*
	 24±0.7*

	Гепарин (500 МЕ/кг)→ яд
	 40±0.5
	 36±0.7*
	 32±0.6*
	 28±0.8*

	Гепарин (5000 МЕ/кг)→ яд
	 38±1.1
	 39±1.4
	 37±1.2*
	 31±1.5*

	Протамин сульфат (10 мг/кг)→ яд
	 86±3.8*
	 106±7*
	 68±4.3*
	 48±3.5


* - Различия между контрольными (Тем. 50°С; 42±1.5 мин) 
и экспериментальными группами статистически значимы (≤0.05)

Снижение эффекта термопротекции при сочетанном действии гепарина и пчелиного яд, возможно, объясняется тем, что образуется комплексное соединение, при котором яд теряет свои свойства. Однако предварительное введение гепарина в дозе 5 МЕ/кг (0.05 мг/кг) потенцирует действие яда, что, по-видимому, связано с увеличением проницаемости сосудов, вызванное гепарином  (Ляпина, 1987).
10.1.2. Яд скорпиона
При изучении действия яда скорпиона (ДЛ50 – 0,42±0,03 для крыс) на продолжительность жизни лабораторных животных и модификации гепарином его термопротекторных свойств  применялась та же схема эксперимента, что и в случае с использованием пчелиного яда. При остром перегревании (50°С) на фоне действия яда скорпиона продолжительность жизни крыс достоверно увеличивалась при использовании яда в дозах 0,5, 1 и 2 мг/кг и снижалась – 0,25 и 4 мг/кг (рис. 10.1). 

Рис. 10.1. Продолжительность жизни (мин)  крыс при действии
яда скорпиона (1 мг/кг) в условиях  острого перегревания (Т= 50°С)
при гипер- и гипогепаринемии
Г – гипертермия (контроль);                            1 – яд скорпиона (1 мг/кг);
2 – яд скорпиона + гепарин (1:0,5);                 3 – гепарин (5 МЕ/кг) → яд;
4 - гепарин (50 МЕ/кг) →  яд;                           5 – протамин (10 мг/кг) →  яд.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)
        При предварительном введении гепарина в дозе 50 и 500 МЕ/кг, а также при совместном введении яда с гепарином в виде смеси продолжительность жизни снижалась параллельно увеличению дозы яда скорпиона. При предварительном введении гепарина в дозах 5 и 5000 МЕ/кг отмечалось потенцирование термопротекторных свойств яда скорпиона, а продолжительность жизни максимально увеличивалась при дозе яда 1 мг/кг и достигала 78±1,8 и 66±3,3 соответственно (рис. 10.1).                        
Гипогепаринемия, вызванная введением протамин сульфата, сопровождалась увеличением продолжительности жизни до 118±3,4 мин при дозе яда скорпиона – 1мг/кг. При дозах яда 0,5, 2 и 4 мг/кг продолжительность жизни крыс также увеличивалась до 79±2,7; 75±3,2 и 58±2,9 соответственно (рис. 10.1).
10.1.3. Яд кобры
Яд кобры, как и вышеописанные яды, обладает термопротекторным эффектом. Так, при высокой внешней температуре на фоне введения яда кобры продолжительность жизни увеличивается с 45±0,5 мин при температуре 50°С до 61±1,4 мин при совместном воздействии температурной экспозиции и яда кобры (рис. 10.2).

      Рис.10.2. Продолжительность жизни (мин) крыс при действии 
яда кобры в условиях острого перегревания (Т= 50°С) 
при гипер- и гипогепаринемии
Г – гипертермия (контроль);                          1 – яд кобры (1 мг/кг);
2 – яд кобры + гепарин (1:0,05);                    3 – гепарин (5 МЕ/кг) → яд;
4 - гепарин (50 МЕ/кг) → яд;                           5 – протамин (10 мг/кг) → яд.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)
При совместном введении яда кобры и гепарина в виде смеси в соотношении 1:0,05, а также при предварительном введении гепарина в дозе 50 и 500 МЕ/кг продолжительность жизни крыс уменьшается на фоне повышения дозы яда (рис.10.2).
При внутрибрюшинном введении гепарина в дозе 5 и 5000 МЕ/кг с последующим введением яда кобры с температурной экспозицией продолжительность жизни лабораторных животных увеличивалась относительно показателей при гипертермии. Следует отметить, что термопротекторный эффект яда кобры при предварительном введении гепарина в дозе 5000 МЕ/кг сдвигался в сторону повышения дозы яда. Максимальная продолжительность жизни регистрировалась не при введении 1 мг/кг, а при 4 мг/кг яда кобры.
Блокада эндогенного гепарина протамин сульфатом сопровождалась мощным потенцированием термопротекторного феномена яда кобры и максимальная продолжительность в этом случае увеличивалась до 98±1,4 мин (рис. 10.2).
10.1.4. Яд гюрзы
Совместное применение яда гюрзы и гипертермии сопровождается увеличением продолжительности жизни лабораторных животных (рис.10.3).

                                                                                                        
Рис. 10.3. Продолжительность жизни (мин) крыс при действии 
яда гюрзы в условиях острого перегревания (Т= 50°С) 
при гипер- и гипогепаринемии
Г – гипертермия;                                                     1 – яд гюрзы (4 мг/кг);
2 – яд гюрзы + гепарин (1:0,005);                          3 – гепарин (5 МЕ/кг) →  яд;
4 - гепарин (50 МЕ/кг) → яд;                                 5 – протамин (10 мг/кг) → яд.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)

При введении смеси яд-гепарин в соотношении 1:0,0005, а также при предварительном внутрибрюшинном введении гепарина в дозе 5 МЕ/кг термопротекторные свойства яда гюрзы не проявляются, а продолжительность жизни уменьшается параллельно увеличению дозы яда.
При предварительном введении гепарина в дозе 50, 500 и 5000 МЕ/кг, с последующим введением яда гюрзы и тепловой экспозицией по обычной схеме эксперимента, представленной выше, термопротекторные свойства не только проявляются, но при инъекции гепарина в дозе 500 и 5000 МЕ/кг потенцируются. Так, при введении гепарина максимальная продолжительность жизни крыс равна 58±2,2 мин, что не отличается от показателей без гепарина (60±4,0 мин), а при введении гепарина в дозе 500 и 5000 МЕ/кг продолжительность жизни увеличивается соответственно до 71±2,3 и до 81±2,9 мин.
Более значительное потенцирование термопротекторных свойств яда гюрзы отмечается при блокаде эндогенного гепарина протамин сульфатом. В условиях вызванной гипогепаринемии продолжительность жизни крыс увеличивается до 98±3,0 мин (рис. 10.3).
10.1.5. Яд гадюки
Модификация гепарином термопротекторных свойств яда гадюки по комплексу характерных показателей сходна с влиянием эндогенного и экзогенного гепарина на термопротекцию яда гюрзы. При температурной экспозиции на фоне введения яда гадюки максимальная продолжительность жизни (55±2,5 мин) регистрируется при инъекции яда в дозе 1 мг/кг (табл.10.3). 
                                                                                                        Таблица 10.3
Продолжительность жизни (мин) крыс в условиях острого 
перегревания (Т= 50°С) при действии яда гадюки в условиях 
гипер- и гипогепаринемии
	Условия
эксперимента
	Доза яда, мг/кг

	
	    0.5
	   1.0
	   2.0
	    8.0

	Яд гадюки
	 50±2.1
	  55±2.5*
	  50±2.1
	  39±1.4

	Яд+гепарин (1:0.0005)
	 38±1.4*
	  32±1.8*
	 28±2.0*
	  19±1.1*

	Гепарин (5 МЕ/кг)→ яд
	 34±2.1*
	  27±2.5*
	 18±2.3*
	  16±1.2

	Гепарин (50 МЕ/кг)→ яд
	 49±2.0*
	  51±2.4*
	 57±2.8*
	  28±1.6*

	Гепарин (500 МЕ/кг)→ яд
	 54±2.4*
	  62±2.6*
	 69±2.0*
	  51±2.3

	Гепарин (5000 МЕ/кг)→ яд
	 54±2.2*
	  62±1.3*
	 69±1.8*
	  43±3.9

	Протамин сульфат (10 мг/кг)→ яд
	 67±2.4*
	  78±2.9*
	 92±3.1*
	  38±1.7


* - Различия между контрольными (Т-50°С; 41±1.6 мин)
 и экспериментальными группами статистически значимы (≤0.05)

Сочетанное применение яда гадюки и гепарина в соотношении 1:0,005, а также предварительное введение гепарина в дозе 5 МЕ/кг сопровождается блокированием проявления термопротекторного эффекта яда. В этих случаях продолжительность жизни лабораторных животных снижается по мере увеличения дозы яда гадюки (табл. 10.3).
При предварительном введении гепарина в дозе 50, 500 и 5000 МЕ/кг наблюдается потенцирование термопротекторных свойств яда гадюки и, соответственно продолжительность жизни возрастает до 57±2,8; 69±2,0 и 72±1,8 мин.  
Предварительное введение протамин сульфата с последующей инъекцией яда гадюки и температурной экспозицией значительно увеличивает продолжительность жизни в широком спектре доз яда гадюки. Максимального значения продолжительность жизни достигает при введении яда гадюки в дозе 2 мг/кг на фоне протамин сульфата и соответствует 92±3,1 мин (табл. 10.3).                            
                                                               10.1.6. Яд эфы
Термопротекторные свойства яда эфы выражены значительно сильнее, чем у всех предыдущих исследованных зоотоксинов. Уже в дозе яда 1 мг/кг продолжительность жизни крыс возрастает с 40±3,0 мин до 125±3,2 мин. Термопротекторные свойства яда эфы проявляются даже при введении его в дозе 20 мг/кг, хотя DL50 для крыс равна 5,2±0,3 мг/кг. Максимальная продолжительность жизни животных регистрируется при введении яда в дозе 6 мг/кг и соответствует 159±9,2 мин (рис. 10.4). 

                                                                                                         
Рис. 10.4. Продолжительность жизни (мин) крыс при действии 
яда эфы в условиях острого перегревания (Т= 50°С) при 
гипер- и гипогепаринемии
Г – гипертермия;                                         1 – яд эфы (6 мг/кг);
2 – яд эфы + гепарин (1:0,05);                   3 – гепарин (5 МЕ/кг) – яд эфы;
4 - гепарин (50 МЕ/кг) – яд эфы;              5 – протамин  (10 мг/кг) – яд эфы.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)

При совместном введении яда эфы с гепарином в соотношении 1:0,005, а также  при предварительном введении гепарина в дозе 5 МЕ/кг термопротекторные свойства яда эфы сохраняются. Однако продолжительность жизни в этих двух случаях несколько снижается, хотя превышает показатели температурного шока.
Продолжительность жизни экспериментальных животных при предварительном введении гепарина в дозе 50, 500 и 5000 МЕ/кг, а также введение протамин сульфата достоверно не отличается от показателей продолжительности жизни, зафиксированные при совместном применении яда эфы и гипертермии (рис. 10.4).
10.1.7. Яд щитомордника
Яд щитомордника обладает наиболее выраженными термопротекторными свойствами и максимальная продолжительность жизни при его введении в дозе 4 мг/кг с последующей температурной экспозицией равна 226±30 мин (табл. 10.4).
                                                                                                       Таблица 10.4
Продолжительность жизни (мин) крыс в условиях острого 
перегревания (Т= 50°С) при действии яда щитомордника в условиях 
гипер- и гипогепаринемии       
	          Условия
       эксперимента
	Доза яда, мг/кг

	
	    1.0
	      2.0
	      4.0
	     10.0

	Яд щитомордника
	123±7.8*
	 181±21*
	  226±30*
	  163±18*

	Яд+гепарин (1:0.05)
	128±6.8*
	 200±24*
	  231±34*
	  174±16*

	Гепарин (5 МЕ/кг)→ яд
	 134±2.7*
	 167±9.3*
	  234±14.2*
	  128±8.5*

	Гепарин (50 МЕ/кг)→ яд
	 112±5.5*
	 171±10.1*
	  228±18.4*
	  156±7.6*

	Гепарин (500 МЕ/кг)→ яд
	 119±8.7*
	 176±12.9*
	  215±21.4*
	  154±16.7*

	Гепарин (5000 МЕ/кг)→ яд
	 127±9.4*
	 165±15.1*
	  220±18.6*
	  198±11.4*

	Протамин (10 мг/кг)→ яд
	 116±6.4*
	 144±10.5*
	  202±12.7*
	  148±9.2*


* - Различия между контрольными (Т-50°С; 42±1.6)
 и экспериментальными группами статистически значимы (≤0.05)
  
Предварительное введение яда щитомордника с гепарином в виде смеси в соотношении 1:0,05, предварительное введение гепарина в дозе 5, 50, 500 и 5000 МЕ/кг, а также введение протамин сульфата не влияют на продолжительность жизни лабораторных животных (табл. 10.4).
                                                 10.1.8. Яд жабы
При изучении влияния гепарина на термопротекторные свойства жабьего яда было показано, что гепарин в широком диапазоне концентраций не влияет на продолжительность жизни экспериментальных животных, т.е. картина термопротекции напоминает таковую при введении гепарина и яда щитомордника.
Таким образом, применение гепарина влияет на термопротекторные свойства пчелиного яда, яда скорпиона, ядов кобры, гюрзы, гадюки, эфы и не влияет на продолжительность жизни крыс при введении гепарина с ядом щитомордника и жабьим ядом в условиях гипертермии. Аналогичная тенденция наблюдается и при изучении антидотных свойств гепарина при интоксикации зоотоксинами. Исходя из индивидуальных свойств гепарина в отношении различных зоотоксинов, их можно разделить на две группы: гепаринофильные и гепаринофобные.
Гепаринофобные (яд щитомордника и яд жабы) не изменяют своих токсических и термопротекторных свойств в присутствии гепарина. Гепаринофильные зоотоксины в условиях гипер- и гипогепаринемии изменяют свои токсические и термопротекторные свойства. Так, введение гепарина в виде смеси яд + гепарин при оптимальном соотношении компонентов, во всех случаях применения сопровождается снижением продолжительности жизни крыс при гипертермии даже ниже контрольных величин, т.е. ниже уровня, характерного для острого перегревания. 
При предварительном введении гепарина наблюдается модуляция термопротекторных свойств зоотоксинов, которая определяется дозой гепарина и принадлежностью яда к той или иной таксономической группе. В одних случаях предварительное введение гепарина сопровождается блокадой термопротекторного эффекта, в других случаях напротив термопротекторные свойства потенцируются. Потенцирование эффекта термопротекции гепаринофильными зоотоксинами регистрируется и при связывании эндогенного гепарина протамин сульфатом.
10.2. Сердечно-сосудистая система
10.2.1. Частота сердечных сокращений
Пчелиный яд 
Внутримышечное введение 5 мг/кг пчелиного яда кроликам в условиях нормотермии (20ºС) сопровождалось волнообразным изменением частоты сердечных сокращений (ЧСС) во времени. Сразу после введения яда и до 40-ой минуты действия ЧСС снижалась, причем снижение имело плавный характер и к 40-ой минуте равнялось 216 уд/мин (контроль- 262 уд/мин), что в процентном отношении составило 17,6%. Затем ЧСС стала повышаться и к 70-80 минуте достигла контрольных величин. Далее было отмечено небольшое увеличение ЧСС, не достигшее достоверных различий. Животные, подвергавшиеся воздействию пчелиным ядом, оставались живы в течение суток.
Во второй группе животные подвергались острому перегреванию при температуре 50ºС. Отмечено недостоверное уменьшение ЧСС, причем на 42-45 мин от момента воздействия начиналась фибрилляция сердца, которая заканчивалась гибелью животных.                                                           
Совместное действие пчелиного яда и высокой внешней температуры сопровождалось увеличением продолжительности жизни более чем в два раза и гибель наступала на 100 мин от момента начала тепловой экспозиции, что говорит о термопротекторном действии пчелиного яда. Частота сердечных сокращений  в это время снижалась относительно контрольных величин, однако эти изменения не имели достоверных различий (табл. 10.5).
При введении смеси яд-гепарин в соотношении 1:0,5, а также при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг, величина ЧСС практически не отличается от таковой, характерной для тепловой экспозиции.
Совместное применение протамин сульфата пчелиного яда и высокой внешней температуры сопровождалось значительным снижением ЧСС с последующим возвращением к исходным величинам (табл. 10.5).                                                         
                                                                                    Таблица 10.5
Изменения ЧСС при введении пчелиного яда (5 мг/кг), гепарина и протамин сульфата в условиях гипертермии
	   Условия 
эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	40
	     60
	     80
	   100

	Контроль
	  278±12
	   262±14
	 268±13
	  282±14
	  260±12

	Т=50ºС
	  265±23
	  250±32
	          гибель

	Яд пчелы → 20ºС
	  236±5.6*
	  216±3.2*
	  248±6.4
	  275±11
	 280±13

	Яд пчелы → 50ºС
	  260±15
	  250±16
	  266±11
	  243±25
	 гибель

	    Яд+гепарин (1:0.5) 
→ 50ºС
	  265±19
	  242±35
	         гибель

	  Гепарин (500 МЕ/кг)
     → яд → 50ºС
	  243±24
	  235±33
	          гибель

	  Протамин (10 мг/кг)
    → яд → 50ºС
	  235±15
	  212±13*
	  223±17
	  242±11
	 264±13


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)

Таким образом, по данным электрокардиографии можно сказать, что гепарин блокирует термопротекторные свойства пчелиного яда, а нейтрализация эндогенного гепарина протамин сульфатом сопровождается изменениями, характерными для пчелиного яда при нормотермии.
Яд кобры
При исследовании термопротекторных свойств яда кобры было показано, что при совместном воздействии двух экстремальных факторов, каковыми являются яд и высокая температура, продолжительность жизни экспериментальных животных увеличивалась почти в три раза, по сравнению с группой, в которой кролики подвергались только воздействию температуры. 
При введении 1 мг/кг яда кобры, так же как и при инъекции пчелиного яда, картина ЧСС имела волнообразный характер. В течение первых 10 минут ЧСС достоверно снижалась с 256 до 234 уд/мин. Затем, следовало плавное снижение ЧСС и к 50-ой минуте эта величина достигала минимального значения. Далее, с 60-ой до 90-ой минуты наблюдалось повышение ЧСС, которое превосходило контрольные величины. К 100-110 минуте вновь наблюдалось снижение, приближающееся к значениям контроля (табл. 10.6).
Совместное воздействие яда кобры и высокой температуры сопровождалось волнообразными изменениями ЧСС, причем величина снижения ЧСС была ниже, чем в случае с применением только яда. Сам характер волнообразного снижения и повышения ЧСС имел более линейный характер, чем в вышеописанной серии (табл. 10.6).
                                                                 Таблица 10.6
Изменение ЧСС при введении яда кобры (1 мг/кг), гепарина и протамин сульфата в условиях гипертермии
	    Условия 
эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	40
	      60
	     80
	    100

	   Контроль
	   278±12
	   258±7.2
	  267±11
	  270±10
	  276±15

	     Т=50ºС
	   265±23
	   250±32
	         гибель

	    Яд пчелы → 20ºС
	   228±5.6
	   222±5.2*
	  242±8.4
	  284±8.0
	 264±9.6

	    Яд пчелы → 50ºС
	   249±10
	   240±7.2
	  266±11
	  299±11
	 287±17

	    Яд+гепарин (1:0.5) 
→ 50ºС
	   253±13
	   240±33
	         гибель

	 Гепарин (500 МЕ/кг) 
      → яд → 50ºС
	   255±23
	   234±32
	                 гибель

	   Протамин (10 мг/кг) 
     → яд → 50ºС
	   227±12*
	   216±9.2*
	  208±19*
	  214±10*
	  237±11*


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)                                                                                                         

Следует отметить, что после 110 минуты погибали не все животные, три из них (50%) доживали до 130 минут, но только в одном случае ЧСС перед летальным исходом резко снизилась.
При введении яда кобры в смеси с гепарином и при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг, так же как и в случае с пчелиным ядом, величина ЧСС  достоверно не отличается от данных, полученных только при температурной экспозиции. Совместное применение протамин сульфата, яда кобры и высокой внешней температуры сопровождалось значительным снижением ЧСС с последующим возвращением к исходным величинам (табл. 10.6).   
Яд щитомордника
При введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг частота сердечных сокращений достоверно снижалась с 282±7,4 до 256±5,6 уд/мин. Снижение ЧСС продолжалось до 30 минуты наблюдения, после чего отмечалось плавное восстановление ЧСС до контрольных величин. На 80-ой минуте ЧСС увеличивалась до 272±12,6 уд/мин, а на 100 минуте достигала максимальной величины (312±14,3 уд/мин). Затем следовало снижение ЧСС практически до контрольных величин (табл. 10.7).
Совместное применение яда щитомордника и высокой температуры сопровождалось аналогичными изменениями ЧСС. Кривая ЧСС, как и в вышеописанном случае имела волновой характер с пиками падения (207±8,1 уд/мин) на 20-ой минуте и подъема (323±8,4 уд/мин) на 110 минуте.
При предварительном введении гепарина, совместном введении в виде смеси, а также при предварительном введении протамин сульфата картина ЧСС во всех трех случаях не имела достоверных различий, а сама кривая соответствовала кривой, характеризующей ЭКГ картину при сочетанном применении яда щитомордника и температурной экспозиции (табл. 10.7).
                                                                               Таблица 10.7
Изменение ЧСС при введении яда щитомордника, гепарина и протамин сульфата в условиях гипертермии
	   Условия 
       эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	40
	     60
	      80
	    100

	     Контроль
	   278±12
	   282±7.4
	  260±6.0
	  270±15
	  267±6.2

	      Т=50ºС
	   265±23
	   250±32
	          гибель

	    Яд щитомордника
    (4 мг/кг); Т=20ºС
	   228±6.8
	   224±7.3*
	  264±11
	  272±13
	  312±34*

	    Яд щитомордника
    (4 мг/кг); Т=50ºС
	   207±8.1*
	   234±8.6*
	  230±10*
	  234±11*
	  296±5.7

	   Яд+гепарин (1:0.05)
   Т=50ºС
	   223±18
	   210±19*
	  212±14*
	  232±12*
	  252±15

	  Гепарин (500 МЕ/кг) 
→ яд (4 мг/кг); Т=50ºС
	   224±8.1*
	   209±8.6*
	  232±11*
	  248±10
	  286±5.7

	   Протамин (10 мг/кг) 
→ яд (4 мг/кг); Т=50ºС
	   248±17
	   226±17
	  238±13
	  264±14
	  292±25


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)

Таким образом, введение пчелиного яда, яда кобры и яда щитомордника в исследованных дозах не приводило к гибели экспериментальных животных не только в период наблюдения, но и в течение суток. Изменение ЧСС при внутрибрюшинном введении токсинов носило волнообразный характер и к 90-120 минуте наблюдения ЧСС возвращалась к норме. При действии высокой температуры (Т=50(С) события развивались очень быстро и уже на 50-ой минуте наступала фибрилляция сердечной мышцы. ЧСС в этом случае недостоверно снижалась. При сочетанном применении животных ядов и высокой температуры продолжительность жизни кроликов увеличивалась в 2-3 раза в зависимости от вида токсина. Кривая изменения ЧСС имела волнообразный характер с периодическими пиками снижения и повышения ЧСС относительно контрольных величин. Предварительное введение гепарина блокировало термопротекторные свойства пчелиного яда и яда кобры, но не влияло на термопротекцию яда щитомордника.
      10.2.2. Систолическое артериальное давление
Пчелиный яд
Внутрибрюшинное введение 5 мг/кг пчелиного яда сопровождалось снижением систолического артериального давления в течение всего времени наблюдения (100 мин), причем в большинстве случаев различия с контрольными данными были  достоверны (табл. 10.8). 
                                                               
                                                       Таблица 10.8
Изменение АД-систолического(мм рт.ст.) при действии 
пчелиного яда (5 мг/кг), гепарина и протамин сульфата
в условиях гипертермии
	Условия 
эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	40
	60
	80
	    100

	   Контроль
	  140±14
	  154±10
	  144±12
	  148±10
	 150±11

	    Т=50ºС
	  170±18
	  198±13*
	           гибель

	     Яд пчелы → 20ºС
	  136±7.6
	  118±5.6*
	  103±3.6*
	  110±4.4*
	 136±8.4

	    Яд пчелы → 50ºС
	  128±4.1
	  135±5.2
	  126±10
	  136±8.1
	  гибель

	    Яд+гепарин (1:0.5) 
→ 50ºС
	  186±15
	  184±16
	           гибель

	    Гепарин (500 МЕ/кг) 
          → яд → 50ºС
	  187±13
	  183±10
	           гибель

	    Протамин (10 мг/кг) 
          → яд → 50ºС
	  126±17
	  110±15*
	  113±13*
	  130±6.8
	  146±9.8


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)                                                                                                       

Систолическое АД в серии экспериментов, в которых животные подвергались действию высокой температуры (Т=50ºС), в течение первых 10 минут температурной экспозиции, увеличивалось со 140±14,0 мм рт. ст. до 170±17,8 мм рт. ст., т.е. на 21,4%. Максимальное увеличение давления регистрировалось на 40-ой минуте острого перегревания и составляло 198±13,2 мм рт. ст., что на 47,4% превышало контрольные величины.
Совместное воздействие той же дозы пчелиного яда и высокой температуры сопровождалось снижением АД. Однако, систолическое АД при сочетанном воздействии двух экстремальных факторов снижалось значительно меньше, чем в серии опытов, в которых животные подвергались только воздействию яда (табл. 10.8).
На 90-ой минуте от начала тепловой экспозиции, примененной на фоне действия пчелиного яда, все животные оставались живы. На 100 и 110 минуте из группы в 6 крыс в живых оставались 5 особей, причем систолическое давление плавно шло вниз, на 120 минуте в живых оставался один кролик с высоким исходным давлением - 210 мм рт. ст.
Картина изменения систолического артериального давления при совместном применении пчелиного яда и гепарина в виде смеси, а также при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг, полностью соответствовала изменениям, характерным для тепловой экспозиции. 
При предварительном введении протамин сульфата, пчелиного яда с последующей тепловой экспозицией, наблюдалась картина изменений систолического АД, схожая с изменениями, наблюдаемыми при применении пчелиного яда и гипертермии (табл. 10.8).

Яд кобры
При введении яда кобры в дозе 1 мг/кг в условиях нормотермии систолическое АД достоверно снижалось в период с 20 до 70 минут от момента введения. Максимальное снижение давления отмечалось на 60-ой минуте от момента инъекции яда и равнялось 102 мм рт. ст., что на 31,1% меньше контрольных значений. В период с 90 по 110 минуту АД недостоверно увеличивалось и превышало контрольные величины на 10-14 мм рт. ст. (табл. 10.9).
                                                                                 Таблица 10.9
Изменение АД-систолического (мм рт.ст.) при действии  яда кобры (1 мг/кг), гепарина и протамин сульфата  в условиях гипертермии
	    Условия 
эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	40
	      60
	     80
	    100

	   Контроль
	  140±14
	  154±10
	  144±12
	  148±10
	  150±11

	    Т=50ºС
	  170±18
	  198±13*
	        гибель

	   Яд кобры → 20ºС
	  118±6.4*
	  120±8.8*
	  102±10*
	  139±13
	  162±13

	   Яд кобры → 50ºС
	  130±3.2
	  131±5.0
	  128±3.1
	  148±9.2
	  144±14

	   Яд+гепарин (1:0.5) 
→ 50ºС
	  188±13
	  182±15
	        гибель

	   Гепарин (500 МЕ/кг)
      → яд → 50ºС
	  184±12
	  180±11
	        гибель

	    Протамин (10 мг/кг) 
       → яд → 50ºС
	  134±8.7
	  122±9.3
	  112±10*
	  149±13
	  182±15


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)

При сочетанном действии яда кобры и вызванной гипертермии давление колебалось в небольших пределах, а отличия от контрольных измерений были недостоверны (табл. 10.9).
Картина изменения систолического артериального давления при совместном применении яда кобры и гепарина в виде смеси, а также при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг, полностью соответствовала изменениям, характерным для тепловой экспозиции.
При предварительном введении протамин сульфата, яда кобры с последующей тепловой экспозицией, наблюдалась картина изменений систолического АД, схожая с изменениями, наблюдаемыми при применении  яда кобры и гипертермии.
Яд щитомордника
Систолическое АД при введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг изменялось двухфазно. Начиная с 10-ой минуты от момента введения яда и по 50 минуту плавно снижалось, достигая максимума - 118±2,4 мм рт. ст., что на 17,1% ниже контрольных величин. Затем АД плавно повышалось и к 100 минуте наблюдения равнялось 178±6,4 мм рт. ст., что на 25,3% больше, чем в контроле (табл. 10.10).

                                                                           Таблица 10.10
Изменение АД-систолического (мм рт.ст.) при действии  яда щитомордника, 
гепарина и протамин сульфата  в условиях 
острого перегревания  (Т=50ºС)
	   Условия 
        эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	40
	     60
	      80
	    100

	  Контроль
	   140±14
	   154±10
	  167±12
	  148±10
	  150±11

	   Т=50ºС
	   170±18
	   198±13*
	         гибель

	    Яд щитомордника
    (4 мг/кг); Т=20ºС
	   136±9.6
	   128±6.4
	 135±8.8*
	  145±4.0
	 178±6.4*

	    Яд щитомордника
     (4 мг/кг); Т=50ºС
	   128±4.2
	   132±4.6
	 136±5.8*
	  125±10
	  121±11

	   Яд+гепарин (1:0.05)
            Т=50ºС
	   136±6.2
	   130±6.6
	 136±5.2*
	  135±11
	  120±12

	   Гепарин (500 МЕ/кг) 
→ яд (4 мг/кг); Т=50ºС
	   135±6.5
	   137±7.7
	 137±4.9*
	  131±8.1
	  122±9.3

	    Протамин (10 мг/кг)
→ яд (4 мг/кг); Т=50ºС
	   137±6.7
	   135±6.9
	 136±5.2*
	  134±11
	  126±9.4


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)

Систолическое АД при введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг изменялось двухфазно. Начиная с 10-ой минуты от момента введения яда и по 50 минуту плавно снижалось, достигая максимума - 118±2,4 мм рт. ст., что на 17,1% ниже контрольных величин. Затем АД плавно повышалось и к 100 минуте наблюдения равнялось 178±6,4 мм рт. ст., что на 25,3% больше, чем в контроле. 
Одновременное воздействие высокой температуры на фоне введения яда щитомордника в дозе 4 мг/кг оказывало гипотензивное действие. Однако снижение давления было недостоверным и только перед гибелью (120 мин) АД достоверно снизилось до 102 мм рт. ст.
При предварительном введении гепарина, совместном введении в виде смеси, а также при предварительном введении протамин сульфата картина изменений систолического АД во всех трех случаях не имела достоверных различий, а сами кривые соответствовали кривой, характеризующей  картину АД-систолического при сочетанном применении яда щитомордника и температурной экспозиции (табл. 10.10).
10.2.3. Диастолическое артериальное давление
Пчелиный яд
Внутрибрюшинное введение пчелиного яда в дозе 5 мг/кг веса тела экспериментального животного сопровождалось снижением диастолического АД. В период с 10-ой по 40 минуты давление плавно снижалось с 86±4,8 мм рт. ст. до 52±8,4 мм рт. ст. Начиная с 50 минуты и до конца времени наблюдения АД - диастолическое плавно увеличивалось, достигая к 100 минуте исходных величин (табл. 10.11).
                                                                                   Таблица 10.11
Изменение АД-диастолического (мм рт.ст.) при действии 
пчелиного яда (5 мг/кг), гепарина и протамин сульфата
 в условиях гипертермии
	    Условия 
эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	40
	       60
	     80
	     100

	   Контроль
	   78±12
	  86±4.8
	  65±10
	  73±13
	  84±4.3

	    Т=50ºС
	   88±13
	  117±10*
	         гибель

	Яд пчелы → 20ºС
	   76±7.2
	  52±8.4*
	  61±7.6
	  70±7.2
	  82±4.8

	Яд пчелы → 50ºС
	   46±4.9*
	  56±4.1*
	  59±6.2
	  68±13
	  гибель

	Яд+гепарин (1:0.5) 
     → 50ºС
	   112±15
	  117±9.0*
	        гибель

	   Гепарин (500 МЕ/кг)
         → яд → 50ºС
	   112±14*
	  121±11*
	         гибель

	   Протамин (10 мг/кг) 
        → яд → 50ºС
	   70±6.7
	  50±8.4*
	  62±6.7
	  73±7.7
	  86±5.3


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)

При совместном воздействии пчелиного яда в той же дозе и высокой температуры на организм экспериментального  животного отмечалось ярко выраженное снижение диастолического АД, причем в предлетальный период (90 минут) давление не поднималось до исходных величин. Особенностью этой серии опытов является тот факт, что величина контрольного давления была очень высокой и составляла 120±14,1 мм рт. ст., в связи с чем данные температурной экспозиции достоверно отличаются от контрольных величин.
При совместном введении пчелиного яда с гепарином в виде смеси в соотношении 1:0,5, а также при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг, показатели АД-диастолического достоверно не отличаются друг от друга. Они также достоверно не отличаются от показателей АД-диастолического, характерного для гипертермии .
Предварительное введение протамин сульфата с последующим введением яда пчелы и температурной экспозицией сопровождается снижением показателей АД-диастолического с последующим восстановлением до исходных величин (табл. 10.11).
Яд кобры
Яд кобры в дозе 1 мг/кг, также как и пчелиный яд, снижал артериальное диастолическое давление. Кривая изменений АД - диастолического характеризовалась двухфазностью, причем обе фазы имели плавные характеристики. Так,  в период с 10-ой по 40 минуты от момента введения яда АД - диастолическое снижалось с 82±8,8 мм рт. ст. в контроле до 54±11,2 мм рт. ст. к 40 минуте. Затем следовал плавный подъем давления, который достигал к 110 минуте исходных величин (рис. 10.12). 
Таблица 10.12
Изменение АД-диастолического (мм рт.ст.) при действии яда кобры (1 мг/кг), гепарина и протамин сульфата  в условиях гипертермии
	      Условия 
  эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	40
	     60
	      80
	     100

	      Контроль
	  78±12
	   86±4.8
	  65±10
	  73±13
	  84±4.3

	       Т=50ºС
	  88±13
	  117±10*
	        гибель

	Яд пчелы → 20ºС
	  68±7.2
	   54±11*
	  49±5.6
	  62±6.4
	  78±7.6

	Яд пчелы → 50ºС
	  61±4.2
	   62±3.1*
	  63±3.1
	  77±9.3
	  79±10

	      Яд+гепарин (1:0.5) 
     → 50ºС
	  98±13
	  119±12*
	        гибель

	    Гепарин (500 МЕ/кг) 
         → яд → 50ºС
	  118±11*
	  110±9.5*
	         гибель

	    Протамин (10 мг/кг)
        → яд → 50ºС
	  72±4.8
	  55±7.2*
	  45±11
	  64±10
	  78±8.4


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)
При действии яда  высокой внешней температуры на фоне предварительного введения яда кобры  кривая изменений АД - диастолического  имела не двухфазный, как в вышеописанном случае, а волнообразный характер, однако достоверных различий между контрольной и экспериментальной группами экспериментов не зафиксировано.
При совместном введении яда кобры с гепарином в виде смеси в соотношении 1:0,05, а также при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг, показатели АД-диастолического достоверно не отличаются друг от друга. Они также достоверно не отличаются от показателей АД-диастолического, характерного для гипертермии.
Предварительное введение протамин сульфата с последующим введением яда кобры и температурной экспозицией сопровождается снижением показателей АД-диастолического с последующим восстановлением до исходных величин (табл. 10.12).
Яд щитомордника
При введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг в течение 80 минут наблюдения АД - диастолическое снижалось с 87±4,0 мм рт. ст. до 48±9,6 мм рт. ст. Затем диастолическое артериальное давление повышалось и к 120 мин от момента инъекции яда возвращалось к уровню исходных величин. Также как и в опытах с ядом кобры, совместное применение яда щитомордника и высокой температуры сопровождалось волнообразным характером изменений диастолического АД, причем различия во всех опытах были недостоверны.
Совместное введение яда щитомордника в виде смеси в соотношении 1:0,05, предварительное введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг, а также введение протамин сульфата в дозе 1 мг/кг сопровождается аналогичными показателями АД-диастолического, кривая изменений которого напоминает кривую совместного применения яда и острого перегревания (табл. 10.13). 
                                                                      Таблица 10.13
Изменение АД-диастолического (мм рт.ст.) при действии  яда щитомордника, 
гепарина и протамин сульфата  в условиях острого 
перегревания  (Т=50ºС)
	    Условия 
эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	40
	      60
	      80
	     100

	    Контроль
	  78±12.2
	  86±4.8
	  65±10.4
	  73±13.1
	  84±4.3

	       Т=50ºС
	  88±4.3
	  117±10.2*
	         гибель

	     Яд щитомордника
      (4 мг/кг); Т=20ºС
	  78±11.2
	  72±17.6
	  50±14.4
	  48±9.6
	  68±7.2

	     Яд щитомордника
     (4 мг/кг); Т=50ºС
	  72±5.6
	  75±4.4
	  71±2.8
	  70±4.8
	  85±7.6

	   Яд+гепарин (1:0.05)
    Т=50ºС
	  70±4.8
	  68±3.6
	  67±2.4
	  72±5.6
	  80±12.4

	   Гепарин (500 МЕ/кг)
 → яд (4 мг/кг); Т=50ºС
	  68±7.2
	  48±9.6*
	  50±14.4
	  72±17.6
	  78±11.2

	   Протамин (10 мг/кг) 
→ яд (4 мг/кг); Т=50ºС
	  72±13.2
	  65±16.4
	  54±13.9
	  50±8.3
	  69±6.7


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)

Регистрация систолического и диастолического артериального давления показала, что при тепловой экспозиции давление увеличивается до определенного уровня, при котором эндотелиальная температура повышается до 41 - 42ºС. Перед гибелью животного давление резко падает и фиксируется остановка дыхания, а сердце продолжает функционировать еще в течение 3 – 5 минут. Введение ядов пчелы, кобры и щитомордника сопровождается снижением давления крови, продолжительность которого колеблется в пределах 50 – 70 минут, после чего наблюдается восстановление параметров давления до исходных величин.
Совместное применение зоотоксинов и теплового стресса сопровождается недостоверными изменениями как систолического, так и диастолического артериального давления, т.е. введение зоотоксинов нивелирует повышение артериального давления при гипертермии, проявляя термопротекторные свойства, характерные для всех трех ядов. 
Предварительное использование гепарина блокирует проявление термопротекторных свойств пчелиного яда и яда кобры, не влияя на таковые яда щитомордника. 
                                                                    

                                                                        
     10.3. Дыхательная система
10.3.1. Частота дыхательных движений
Одним из показателей функционирования дыхательной системы является респираторный ритм, регистрируемый как частота дыхательных движений (ЧДД).
Пчелиный яд
При тепловой экспозиции респираторный ритм резко увеличивается и уже к 10-ой минуте превышает исходные величины на 97,8%. Максимального значения ЧДД достигает на 40-ой минуте острого перегревания и увеличивается с 142±17,1 до 361±16,2 раз в минуту. Непосредственно перед гибелью ЧДД несколько снижается, не достигая, тем не менее, контрольных величин (табл. 10.14).
                                                                                                Таблица 10.14
Изменение ЧДД при введении пчелиного яда (5 мг/кг), гепарина 
и протамин сульфата в условиях гипертермии
	            Условия 
          эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	40
	     60
	     80
	     100

	            Контроль
	  142±17
	  122±16
	  165±17
	 158±19
	 144±15

	              Т=50°С
	  306±39*
	  361±16*
	        гибель

	Яд пчелы  → Т-20°С
	  242±33*
	  228±25*
	  189±20
	  148±16
	 114±15

	Яд пчелы  → Т-50°С
	  386±25*
	  431±3*1
	  382±23*
	  259±19*
	 гибель

	Яд+гепарин (1:0.5)→ Т-50°С 
	  328±33*
	  372±36*
	гибель

	  Гепарин (500 МЕ/кг) → яд 
      → Т-50°С
	  298±41*
	  345±22*
	гибель

	   Протамин (10 мг/кг) → яд 
      → Т-50°С
	  347±23*
	  456±32*
	  358±22*
	  287±21*
	 158±24


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)

При введении пчелиного яда в дозе 5 мг/кг веса тела экспериментального животного наблюдается резкое увеличение ЧДД с 122±16,1 в контроле до 253±30,2 раз в минуту, т.е. более чем в два раза. Затем величина ЧДД постепенно снижается до контрольных измерений.
Совместное применение пчелиного яда и высокой температуры также сопровождается резким повышением респираторного ритма, причем это повышение значительно больше, чем в двух предыдущих сериях. Так, если при температуре 50ºС максимальное повышение ЧДД регистрировалось на уровне 254% от контроля (100%), а при  действии  пчелиного яда – на уровне 207%, то при сочетанном воздействии – на уровне 262%.
При внутрибрюшинном введении пчелиного яда с гепарином в виде смеси в соотношении 1:0,5, а также при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг с последующим инъецированием пчелиного яда и температурной экспозицией, показатели ЧДД достоверно не отличаются друг от друга, а кривые изменений напоминают картину ЧДД, зарегистрированную при температурной экспозиции. При предварительном введении протамин сульфата ЧДД на 30-ой минуте от момента начала тепловой экспозиции резко возрастает, превышая показатели совместного применения яда пчелы и гипертермии (табл. 10.14).
  Яд кобры
Яд кобры в дозе 1 мг/кг оказывал  выраженное действие на респираторный ритм лабораторных кроликов. Так, на 40-ой минуте от момента введения кобротоксина ЧДД увеличивалась с 132±25 до 288±25 раз в минуту, т.е. на 118%. А при совместном применении яда кобры и высокой температуры, также на 40-ой минуте ЧДД увеличивалась относительно контроля на 172% (табл. 10.15).
                                                                                                     Таблица 10.15
Изменение ЧДД при введении яда кобры (1 мг/кг), гепарина 
и протамин сульфата в условиях гипертермии
	           Условия 
        эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	       40
	      60
	      80
	   100

	          Контроль
	  142±17
	  122±16
	  165±17
	  158±19
	 144±15

	          Т=50°С
	  306±39*
	  361±16*
	гибель

	  Яд кобры → 20°С
	  258±42*
	  288±25*
	  178±23
	  196±23
	 160±29

	  Яд кобры → 50°С
	  360±35*
	  406±40*
	  381±27*
	283±33*
	 120±21

	  Яд+гепарин (1:0.5) → 50°С
	  293±22*
	  341±30*
	         гибель

	Гепарин (500 МЕ/кг)
       → яд → 50°С
	  328±35*
	  372±36*
	         гибель

	Протамин (10 мг/кг) 
    → яд → 50°С
	  372±37*
	  415±42*
	  392±29*
	  299±35*
	 132±20


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)

Использование яда кобры в смеси с гепарином в соотношении 1:0,05, а также предварительное введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг, сопровождалось повышением ЧДД, аналогичным показателям температурной экспозиции. Введение протамин сульфата увеличивало ЧДД до величин, превышающих показатели совместного применения яда кобры и гипертермии (табл. 10.15).
  Яд щитомордника
При тепловой экспозиции респираторный ритм резко увеличивается и уже к 10-ой минуте превышает исходные величины на 97,8%. Максимального значения ЧДД достигает на 40-ой минуте острого перегревания и увеличивается с 142±17,1 до 361±16,2 раз в минуту. Непосредственно перед гибелью ЧДД несколько снижается, не достигая, тем не менее, контрольных величин (табл. 10.16).
Введение яда щитомордника в дозе 4 мг/кг в условиях нормотермии сопровождается увеличением ЧДД к 40-й минуте от момента тепловой экспозиции до 377±14 раз/мин. Совместное применение гипертермии на фоне действия яда щитомордника сопровождается увеличением ЧДД уже на 20-й минуте от начала тепловой экспозиции до 493±27раз/мин.
Введение яда щитомордника в смеси с гепарином, предварительное введение гепарина, а также введение протамин сульфата не изменяло показателей ЧДД (рис. 40), относительно показателей, полученных при применении яда щитомордника с последующей тепловой экспозицией (табл. 10.16).
       Таблица 10.16
Изменение ЧДД при введении яда щитомордника (4 мг/кг), гепарина 
и протамин сульфата в условиях гипертермии
	         Условия 
      эксперимента
	Время воздействия, мин

	
	20
	      40
	      60
	     80
	    100

	        Контроль
	  142±17
	 122±16
	 165±17
	 158±19
	 144±15

	         Т=50°С
	 306±39*
	 361±16*
	         гибель

	  Яд щитомордника → 20°С
	 337±23*
	 377±14*
	 270±15*
	 218±10
	 192±15

	  Яд  щитомордника → 50°С
	 493±27*
	 442±27*
	 423±21*
	 299±26*
	 226±16*

	 Яд+гепарин (1:0.5) → 50°С
	 485±23*
	 449±26*
	 435±21*
	 400±23*
	 218±20*

	        Гепарин (500 МЕ/кг) → 
               яд → 50°С
	 463±23*
	 435±23*
	 434±22*
	 438±29*
	 258±24*

	        Протамин (10 мг/кг) → 
               яд → 50°С
	 412±21*
	 455±25*
	 444±25*
	 440±28*
	 352±25*


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (≤0.05)
   
Таким образом, как при гипертермии, так и при действии исследуемых зоотоксинов, а также совместном применении обоих факторов наблюдается резко выраженное полипноэ. Одной из форм испарительной теплоотдачи при высокой температуре является тепловая одышка. При тепловой одышке, в отличие от потоотделения, испарение не зависит от движения окружающего воздуха. При одышке не теряются соли, что, по-видимому, позволяет животным, использующим одышку, быстро и практически полностью восполнять потери воды. Однако тепловая одышка, затрагивая систему газообмена, приводит к изменению газового состава крови, что в свою очередь сопровождается рядом побочных эффектов. Кроме того, интенсивная работа дыхательных мышц сопровождается дополнительным теплообразованием, что при определенном соотношении сводит на нет охлаждающее действие полипноэ (Султанов, 2001).
    10.4. Система крови
	10.4.1. Гемолиз	
Согласно современным представлениям гемолиз, определяемый как распад эритроцитов с освобождением гемоглобина, является сложным физико-химическим процессом, происходящим под воздействием различных повреждающих факторов.
В опытах по изучению процессов отдачи протонов эритроцитами с выходом из клеток ионов калия и гемоглобина при тепловом гемолизе, использовали метод регистрации рН суспензии эритроцитов. Скорость выхода ионов калия и гемоглобина при высоких температурах (58°С) оценивалась по изменению концентрации калия и гемоглобина в надосадочной жидкости. Нагревание интактных эритроцитов сопровождалось снижением рН, т.е. отдачей  протонов эритроцитами в окружающую среду. При исследовании гемолизированных эритроцитов рН практически не меняется, поскольку после гемолиза в растворе содержатся все низкомолекулярные буферные системы и мембраны эритроцитов, а также гемоглобин. Гемолиз и выход ионов калия являются независимыми процессами. 
Как известно, энергетический баланс эритроцитов включает многочисленные взаимодействия между полипептидными цепями, что обеспечивает жёсткость структуры эритроцитов. Повышение температуры оказывает дезорганизующее влияние на молекулу эритроцита. Тепловая денатурация изменяет конформацию белковой молекулы эритроцита за счёт разрыва слабых связей – водородных и ионных. Разрыв стабилизирующих водородных связей облегчает процесс разрушения и приводит к более быстрому «плавлению» структур эритроцита.
Таким образом, воздействие на организм высоких температур приводит к повышенной проницаемости лизосомных мембран эритроцита и выходу в кровоток протеолитических ферментов. Некоторые из этих ферментов и обладают свойством модифицировать структуру поверхностной мембраны эритроцитов (Bennett, Baines, 2001; Takakuwa, 2001).
 При изучении действия острого перегревания (50°С), зоотоксинов (яды пчелы, кобры, гюрзы, щитомордника, эфы), гепарина и их совместного применения in vitro степень гемолиза определялась методом подсчета эритроцитов в камере Горяева через 15, 30, 60 от начала тепловой экспозиции. В контрольной серии экспериментов к пробе крови, взятой из хвостовой вены, добавляли 0,1 мл физиологического раствора и оценивали количество эритроцитов в тех же временных рамках, а в экспериментальных группах к пробе крови добавляли зоотоксины и/или смесь токсина с гепарином в весовом соотношении 1:1 Полученные данные считались контрольной группой и принимались за 100% (Хомутов, Гиноян, Ягин, 2005).
      В условиях острого перегревания в контрольной серии опытов количество негемолизированных эритроцитов снижалось в зависимости от времени тепловой экспозиции. В условиях нормотермии (20ºС) интенсивность гемолиза зависела от видового состава зоотоксинов. Количество негемолизированных эритроцитов при температуре 20ºС к 60-ой мин резко снижалось относительно контрольных величин и, например, для яда щитомордника составляло 39.0±0.6% от исходных величин. Исследуемые яды по интенсивности гемолиза можно распределить следующим образом: яд щитомордника > яд эфы > яд кобры > яд пчелы > яд гюрзы (табл. 10.17).
Добавление зоотоксинов в тестовой дозе к пробе крови при температуре 50ºС сопровождается снижением интенсивности гемолиза (кроме пчелиного яда). Так например, количество негемолизированных эритроцитов при температуре 20ºС через 15, 30 и 60 мин составляет 65.9±1.2, 50.4±0.6 и 39.0±0.6%  соответственно, а при температуре 50ºС - 91.9±0.4, 68.8±2.0 и 58.7±1.6% от исходных величин (табл. 10.17).
                                                               Таблица 10.17
Изменение количества эритроцитов (%) в пробе крови
при действии зоотоксинов и смеси яда  и гепарина 
в условиях острого перегревания in vitro
	                 Условия
             эксперимента
	       Время действия яда, мин

	
	15
	30
	60

	Пчелиный яд

	Перегревание (контроль)
	94.6±1.1
	87.1±1.8
	81.2±1.1

	Яд (0.2 мг/мл) +20ºС
	89.4±2.3
	81.7±2.1
	51.2±2.5*

	Яд (0.2 мг/мл) +50ºС
	69.6±1.1*•
	59.3±1.1*•
	52.4±1.5*

	Гепарин + яд (1:1)  + 20ºС
	92.3±1.7
	85.2±1.3
	78.5±1.6+

	Гепарин + яд (1:1)  + 50ºС
	89.6±10.7
	76.3±1.0*•
	65.1±1.6*•

	Яд кобры

	Яд (0.2 мг/мл) +20ºС
	88.3±3.0
	73.8±1.1*
	49.7±0.8*

	Яд (0.2 мг/мл) +50ºС
	92.9±1.3
	83.0±1.8*•
	61.0±1.3*•

	Гепарин + яд (1:1)  + 20ºС
	90.0±1.2
	71.9±0.8*
	52.8±2.3*

	Гепарин + яд (1:1)  + 50ºС
	93.4±0.3
	89.6±1.5•
	74.7±1.8*•

	Яд гюрзы

	Яд (0.2 мг/мл) +20ºС
	86.5±1.0*
	77.6±0.9*
	73.1±0.8*

	Яд (0.2 мг/мл) +50ºС
	90.0±0.8
	83.0±1.0
	76.2±1.1*

	Гепарин + яд (1:1)  + 20ºС
	85.4±1.9*
	79.8±1.5*
	72.8±2.0*

	Гепарин + яд (1:1)  + 50ºС
	94.1±0.6•
	88.0±1.2•
	81.4±1.3•

	Яд щитомордника

	Яд (0.2 мг/мл) +20ºС
	65.9±1.2*
	50.4±0.6*
	39.0±0.6*

	Яд (0.2 мг/мл) +50ºС
	91.9±0.4•
	68.8±2.0*•
	58.7±1.6*•

	Гепарин + яд (1:1)  + 20ºС
	63.4±2.3*
	48.7±2.5*
	38.5±2.7*

	Гепарин + яд (1:1)  + 50ºС
	89.3±0.8•
	72.7±1.0*•
	69.2±1.4*•

	Яд эфы

	Яд (0.2 мг/мл) +20ºС
	74.9±1.1*
	64.7±1.4*
	48.7±0.8*

	Яд (0.2 мг/мл) +50ºС
	91.3±0.7•
	63.7±0.6*
	56.9±0.7*•

	Гепарин + яд (1:1)  + 20ºС
	76.3±2.2*
	68.2±2.4*
	60.3±2.7*+

	Гепарин + яд (1:1)  + 50ºС
	89.8±1.0•
	80.5±1.6*•
	64.8±0.7*


* - различия между контрольной и экспериментальной группой 
статистически значимы (р<0.05);
• - различия между нормотермией и гипертермией 
статистически значимы (р<0.05);
+ - различия между группами «яд» и «гепарин-яд» (20°С) 
статистически значимы (р<0.05).
                                                                                                    
В условиях нормотермии при исследовании смеси зоотоксинов с гепарином в весовом соотношении 1:1 наблюдается снижение гемолитической активности ядов. Максимальный гемопротекторный эффект гепарина проявляется при введении пчелиного яда и яда эфы, практически отсутствует при добавлении к пробе крови яда щитомордника. Несколько иная картина наблюдается при изучении действия смеси гепарина с зоотоксинами в условиях острого перегревания (50ºС). По интенсивности внтигемолитического действия гепарина в условиях высокой внешней температуры (50ºС) зоотоксины могут быть распределены следующим образом: яд щитомордника > яд кобры >  яд гюрзы > яд эфы, а при сравнении влияния смеси пчелиного яда с гепарином показано, что такая смесь не обладает гемопротекторным эффектом, так как количество негемолизированных эритроцитов выше при  20ºС, чем при 50ºС (табл. 10.17).
Таким образом, исследованные нами зоотоксины обладают отчетливо выраженным гемолитическим действием. Большинство исследователей склонны считать, что гемолиз при действии зоотоксинов связан с наличием в ядах фермента фосфолипазы. Предполагается, что фосфолипаза взаимодействует с лецитином, превращая его в лизолецитин, который разрушает оболочку эритроцитов. Кроме того, в разрушении эритроцитов принимают непосредственное участие основные действующие начала зоотоксинов, так как являются в своем большинстве цитолитиками прямого действия (Джамалова и др., 2002).
Физилогическая целостность эритроцитов определяется состоянием их мембраны и уровнем метаболизма. Зоотоксины влияют и на ферменты, обеспечивающие физиологическую активность клеток крови. Они вызывает глубокие изменения каталитического действия гексокиназы и АТФ-аз эритроцитов. Также нельзя исключить изменений активности специфических ферментов: дифосфоглицератмутазы и дифосфоглицератфосфатазы, регулирующих уровень 2,3 дифосфоглицерата в эритроцитах.
Зоотоксины могут оказывать прямое разрушительное действие на мембраны клеток.. Во многом это обусловлено поверхностно-активным свойством токсина.  Опытным путём было показано, что зоотоксины снижают пограничное натяжение на поверхности раздела: вода - масло. Это свойство влияет на распределение ядов в организме, их накопление на поверхностях раздела: вода - жиролипоидная фаза, а также на проницаемость клеточных поверхностей для различных веществ. Поверхностная активность ядов животных является ключевым свойством при действии их на мембрану клетки. Выяснено, что это свойство обеспечивается основными компонентами зоотоксинов и фосфолипазой А2.
Биологические свойства фосфолипазы яда обусловлены ее биохимической активностью. Этот фермент вызывает гидролиз липидов мембран. Реакция высвобождения происходит при гидролизе уже 5% фосфолипидов мембраны. Фосфолипаза А2 кроме прямого действия на фосфатидилхолин (лецитин) мембран эритроцитов оказывает еще и непрямое разрушающее действие на мембраны через образование лизолецитина (лизоформы лецитина). Лизолецитин, образующийся при разрыве эфирной связи жирной кислоты и глицерина, обладает свойством поверхностно-активного вещества, то есть снижает поверхностное натяжение на границах раздела фаз. Именно поэтому электрическая прочность мембраны (так называемый “потенциал пробоя”) снижается. В опытах с эритроцитами было показано, что добавление чужеродных белков может снижать потенциал пробоя мембраны настолько, что мембраны начинают пробиваться собственным мембранным потенциалом (Владимиров, 2000). Это свойство лизолецитина обеспечивает дальнейшую деструкцию мембраны в еще большей мере, чем самой фосфолипазой. Лизосоединения и жирные кислоты, образующиеся под действием фосфолипазы А2 остаются в мембране. 
Так, фосфолипаза А2 полностью расщепляет фосфатидилхолин (лецитин), фосфатидилэтаноламин и фосфатидилсерин. Гидролиз молекул идет с почти одинаковой скоростью, хотя быстрее гидролизуются фосфатидилэтаноламин. Нелитическое расщепление фосфолипидов оказывает резко выраженное влияние на осмотическую резистентность клеток  (Владимиров, 2000).
Биологическую активность цитотоксических пептидов связывают со способностью принимать -спиральную структуру, которая амфипатична и формирует ионные каналы в бислое мембран, позволяющие выходить ионам по градиенту концентрации. Однако, существует и альтернативная гипотеза механизма действия таких пептидов, согласно которой пептиды образуют кластеры на поверхности мембраны, что приводит к повышению ее проницаемости (так называемый “эффект ковра”) (Лазарев и др., 2000).
Термопротекторное действие гепарина, возможно связано со способностью мукополисахарида образовывать комплексные соединения с основными действующими началами зоотоксинов (Хомутов и др., 2009), в результате чего гемолитическая активность ядов в значительной мере снижается.
С другой стороны, гепарин способен тормозить активность больщого количества ферментов: аденил-дезаминазы, β-аминазы, дезоксирибонуклеазы, эластазы, фумаразы, β-глюкуронидазы, гепариназы, катепсина, лецитазы А, лизоцима, пепсина, щелочной и кислой фосфатазы, фосфомонэстеразы эритроцитов, протеазы, щелочной и кислой РНК-азы, стафилокоагулазы, трипсина, химотрипсина и др. Кроме того, гепарин тормозит активность фосфолипазы А2, предотвращая тем самым лизис мембраны эритроцитов.
10.4.2. Свёртывающая система крови
Известно, что  система гемостаза является одной из многих систем, обеспечивающих нормальную жизнедеятельность организма, его целостность, приспособительные реакции. Гемостаз принимает участие в механизме поддержания резистентности стенки сосудов, остановке кровотечений и сохранении жидкого состояния крови в сосудах. Гепарин и пчелиный яд являются эффективными антикоагулянтам, использование их в лечении патологий свертывающей системы крови является перспективным  направлением медицины и фармакологии.
Гепарин является эндогенным биополимером, регулирующим многие физиологические функции. Хорошо изученные антикоагулянтные свойства гепарина обусловили его применение в различных областях медицины и особенно в хирургии. Кроме того, работами  А.Е. Хомутова и  В.В. Ягина, (2005), показано, что гепарин способен заметно снижать токсичность ядов животных относящихся к различным таксономическим группам, в том числе и пчелиного яда.
При изучении влияния острого перегревания на параметры свертывания крови при совместном введении гепарина и пчелиного яда подопытные крысы были разделены на две группы ,в каждую из которых вошло по 12 животных. Всем животным было введено внутрибрюшинно по 1 мл раствора пчелиного яда в дозе 5 мг/кг и через 10 минут по 1 мл раствора гепарина  с расчетом 500МЕ на 200 грамм веса животного. Затем крысы из первой группы помещались в климатическую камеру при 50°С, а крысы второй группы находились в обычных условиях при температуре 20°С.  Скорость и характер свертывания крови определялись  методом коагулографии. Принцип метода заключается в исследовании электроповодности крови, регистрируемой с помощью коагулографа. Кровь для анализа забирали из подъязычной вены крыс. 
По результатам коагулограммы определялось время Т1, Т и Т2 что соответствует началу свертывания крови (Т1), времени образования сгустка (Т) и общему времени свертывания крови (Т2). Время Т1 характеризуется относительно постоянной длиной шага самописца, резкое снижение длины штриха характеризует окончание времени Т1 и переход к образованию сгустка (Т). С течением времени сгусток крови уплотняется, вызывая увеличение сопротивления в цепи, что влечет за собой укорочение шага самописца. Выход самописца на «плато» характеризует окончание свертывания крови. Сумма Т1 и Т составляет общее время  свертывания крови (Т2). Дальнейшее увеличение штриха сигнализирует о начале фибринолиза. По результатам данных опытов признаков фибринолиза замечено не было, в связи, с чем его степень не оценивалась в дальнейшей работе. 
Анализируя скорость свертывания крови по Т, Т1 и Т2 было установлено, что острое перегревание ускоряет процесс свертывания крови. При этом  уменьшается и общее время свертывания, и время образования сгустка. Все это указывает на развитие гиперкоагуляции, что является нормальным процессом при различных стрессовых ситуациях. Гиперкоагуляция с одной стороны является защитной реакцией на появление стрессового фактора и направлена на предупреждение возможной кровопотери, но с другой стороны она же и источник опасности развития ДВС-синдрома и тромбирования магистральных сосудов. Как показали опыты, пчелиный яд оказывает выраженное антикоагулянтное действие, эффект его прямопропорционален дозе вводимого апитоксина. Применение пчелиного яда, как при гипертермии, так и при нормотермии увеличивает как общее время свертывания крови, так и время образования сгустка  относительно контрольных величин (рис. 10.5)
Далее было изучено влияние гепарина при нормотермии на скорость свертывания крови экспериментальных животных в концентрациях 0,5МЕ, 5МЕ, 50МЕ, 500МЕ, 5000МЕ на 200 грамм веса животного. Результаты фиксировались в течение часа  после внутрибрюшинного введения гепарина. 

Рис. 10.5 Изменение общего времени свёртывания крови при действии пчелиного яда (5 мг/кг) в условиях нормо- и гипертермии

Было показано, что растворы гепарина в дозе 0,5 МЕ, 5 МЕ и 50МЕ на 200г веса животного, вызывали незначительную гипокоагуляцию. При введении раствора гепарина в 50 МЕ наблюдался наиболее выраженный антикоагуляционный эффект. При использовании данной дозы гепарина отмечено максимальное значение Т2, которое составило 168±7 с.   Характерно, что через час после введения исследованных доз гепарина наблюдается ускорение свертывания крови и падение величин ниже контрольных.
При использовании гепарина в дозе 500МЕ/200г и 5000МЕ/200г в течение одного часа не было замечено признаков образования стабилизированного сгустка. Причем раствор в 500МЕ/200г блокировал лишь заключительную стадию свертывания крови, т.е. превращение фибриногена в фибрин. В коагулограммах можно было выделить начальные фазы свертывания крови (Т1), т.е. образование тромбопластина. Поскольку образование сгустка крови не происходило, то был проведен лишь анализ начальных этапов свертывания.   
В ходе предыдущих исследований по изучению влияния гепарина  на свертывающую систему крови в условиях нормотермии было установлено, что гепарин в дозах 500МЕ и 5000МЕ оказывает наиболее сильный антикоагуляционный эффект. Однако при  использовании раствороа гепарина в  дозе 5000МЕ в течение часа не было замечено начала коагуляции крови, и поэтому такая концентрация гепарина не применялась в данной серии опытов.
Внутрибрюшинное введение гепарина в дозе 500 на 200 г массы тела в условиях гипертермии показало, что данная концентрация гепарина препятствует образованию кровяного сгустка, однако можно было проследить за скоростью начальных этапов свертывания (Т1). Время Т1 в контрольной группе составило 26±4 секунд. При действии гепарина Т1 сильно увеличилось и составило 145±11 секунд (рис. 10.6).
                                                                                     
                                                                            
            Рис. 10.6. Изменение начальных параметров свертывания крови 
при действии гепарина в дозе 500МЕ/200г

При совместном введении пчелиного яда в дозе 5 мкг с последующей инъекцией через 10 мин гепарина в дозе 500 МЕ/200 г массы тела крысы было показано, что максимальная величина Т1 (началный этап свёртывания крови) в условиях нормотермии регистрируется через 20 мин после введения гепарина и составляет 212±11 секунд. В условиях гипертермии параметры Т1 оказались незначительно ниже, чем при нормотермии (рис. 10.7).
Анализ начальных этапов свертывания крови при действии гепарина в дозе 500МЕ/200г показал, что в условиях гипертермии Т1 составило 145±11 секунд в условиях нормотермии  193±6 секунд. При использовании гепарина совместно с пчелиным ядом в условиях  гипертермии Т1 менялось со 176±9 до 201±10  секунд, в условиях нормотермии со 198±14 секунд до 212±11 секунд (рис. 10.7).

Рис. 10.7. Динамика скорости начального свёртывания крови (Т1)
 при действии пчелиного яда и гепарина 
в условиях нормо- и гипертермии.

Таким образом, пчелиный яд и гепарин являются ярко выраженными антикоагулянтами, блокирующими активность прокоагулянтов практически на всех этапах свёртывания крови. Однако известно, что гепарин образует комплексные соединения с пчелиным ядом (Хомутов и др., 2005), что, видимо, не изменяет их антикоагулянтных свойств.
 10.5. Гистологические изменения паренхиматозных органов
 В процессе жизнедеятельности, особенно в экстремальных условиях в организме образуются значительные количества продуктов обмена, которые уже не используются клетками и должны быть элиминированы. Кроме того, организму необходимо постоянно освобождаться от токсичных и чужеродных веществ, от избытка воды, солей, мета- и катаболитов. Органы, выполняющие выделительные функции, называются экскреторными. К ним относят почки, легкие, печень, селезенку и др.
Главное назначение органов выделения – это поддержание постоянства внутренней среды организма. Экскреторные органы взаимосвязаны между собой. Сдвиг функционального состояния одного из них меняет активность другого. Например, при избыточном выведении жидкости через кожу при высокой температуре снижается объем диуреза. Нарушение процессов выделения неизбежно ведет к появлению патологических сдвигов гомеостаза вплоть до гибели организма.
10.5.1. Почки
Основным органом выделения являются почки. Они выполняют в организме много функций. Одни из них прямо или косвенно связаны с процессами выделения, а, следовательно, и детоксикации, другие – не имеют такой связи: 
– экскреторная: удаление избытка воды, неорганических и органических веществ, продуктов азотистого обмена и т.п.;
– регуляторная: коррекция водного баланса, осмотического давления, ионного состава, кислотно-основного состояния, артериального давления, эритропоэза, гемостаза;
– синтетическая: образование ренина, витамина Д, простогландинов, брадикининов, урокиназы;
– метаболическая: участие в обмене белков, липидов и углеводов;
– защитная: удаление чужеродных, часто токсических веществ.
Отличительной особенностью почек является то, что кровь здесь используется не только для трофики органа, но и для образования мочи. Таким образом, для полного удаления продуктов метаболизма и чужеродных веществ из организма почкам необходимо более интенсивное кровоснабжение по сравнению с другими органами.
Интактная группа при нормо- и гипертермии
Структура органа, полученного при заборе на высоте эфирно-кислородного наркоза («интактная» группа) соответствует норме. Клубочки корковой зоны не изменены. Просвет капсулы Щумлянского-Боумена узкий, свободный. В эпителии извитых канальцев почки непостоянно можно отметить проявления зернистой дистрофии, просвет канальцев свободный (рис. 10.5.А). Мозговая зона – эпителий канальцев без патологических изменений. В сосудах среднего калибра фиксируется умеренное венозное полнокровие. На границе коркового и мозгового слоев встречаются отдельные мелкие диапедезные кровоизлияния.
В группе «интактных» животных, подвергшихся только гипертермии 50ºС, в почках фиксируются определенные изменения. Последние в первую очередь касаются нефроцитов проксимальных канальцев и проявляются в дистрофических и даже некротических превращениях. В эпителии дистальных отделов извитых канальцев отмечаются зернистая, а иногда и гиалиново-капельная дистрофии (рис. 10.5.Б). Клубочки корковой и мозговой зон не изменены. В сосудах, расположенных на границе коркового и мозгового вещества, отмечается умеренно выраженное полнокровие, (изредка) здесь встречаются кровоизлияния.
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Рис. 10.5. Морфологическая картина почек интактных крыс
 при нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза)
Б. Гистологические изменения при гипертермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза)
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Пчелиный яд
Гистологические характеристики почек при воздействии яда пчелы на фоне нормотермии свидетельствуют о сохранности структур органа. Клубочки корковой зоны несколько сморщены, в просвете капсулы Шумлянского-Боумена определяется белковая жидкость, а иногда – отдельные эритроциты. Эпителий проксимальных отделов извитых канальцев без особенностей. В дистальных отделах нефроциты канальцев находятся в состоянии альтеративных изменений по типу зернистой и изредка гиалиново-капельной дистрофии (рис. 10.6.А). Канальцы мозгового слоя без патологических изменений. Однако здесь повсеместно отмечаются выраженные нарушения кровообращения, как в корковом, так и мозговом слоях. Тотально дифференцируются венозное и артериальное полнокровие, на границе коры и мозгового слоя встречаются сливные экстравазаты. В мозговом слое доминируют выраженное полнокровие и мелкоточечные кровоизлияния по типу диапедезных.
Влияние яда пчелы в условиях гипертермии (+50ºС) на организм экспериментальных животных минимально. Так, гистологическая картина почек близка к норме. Корковая зона: клубочки без особенностей. В эпителии отдельных канальцев – явления зернистой дистрофии. Канальцы мозговой зоны без патологии. На границе коркового и мозгового слоев определяется умеренно выраженное полнокровие сосудов (рис. 10.6.Б).
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Рис.10.6. Морфологическая картина почек при действии пчелиного яда (5 мг/кг) и гепарина 500 (МЕ/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда пчелы.
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда пчелы.
В. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения гепарина в дозе 500 МЕ/кг.
Г. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения гепарина (500 МЕ/кг) и яда пчелы.
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины почек (рис. 10.6.В). Введение пчелиного яда на фоне предварительной инъекции гепарина в условиях гипертермии сопровождалось изменениями, которые  в первую очередь касаются нефроцитов проксимальных канальцев и проявляются в дистрофических и даже некротических превращениях. В эпителии дистальных отделов извитых канальцев отмечаются зернистая, а иногда и гиалиново-капельная дистрофии. Клубочки корковой и мозговой зон не изменены. В сосудах, расположенных на границе коркового и мозгового вещества, отмечается умеренно выраженное полнокровие, (изредка) здесь встречаются кровоизлияния (рис. 10.6.Г).
Яд кобры
Гистологические исследования почек при воздействии яда кобры в условиях нормотермии свидетельствуют о сохранности структуры органа. Определяется четкая граница между корковой и мозговой зонами. Кора: клубочки в подавляющем большинстве без патологических изменений. В отдельных отмечается расширение просвета капсулы Шумлянского-Боумена. В просвете извитых канальцев определяются измененные эритроциты и гиалиновые цилиндры. Эпителий извитых канальцев почки в состоянии зернистой дистрофии (рис.10.7.А). Сосуды коры полнокровны, иногда, чаще без определенной ориентации, встречаются кровоизлияния. На границе корковой и мозговой зон отмечается выраженное полнокровие, фиксируются отдельные экстравазаты. В мозговой зоне они приобретают характер более массивных, сливающихся между собой.
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Рис. 10.7. Морфологическая картина почек при действии яда кобры 
(1 мг/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда кобры
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда кобры.
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Применение яда кобры в условиях острого перегревания организма до 50ºС приводит к нормализации микроскопической структуры почек. Определяется довольно четкая граница между корковым и мозговым слоем. В коре: со стороны клубочков изменения минимальны; канальцевый аппарат – некоторое расширение диаметров, в просветах определяются гиалиновые цилиндры, а иногда измененные эритроциты (рис. 10.7.Б); гемоциркуляторное русло – умеренно выраженное полнокровие в сосудах среднего калибра.
На границе коры и мозгового слоя фиксируется выраженное полнокровие и отдельные мелкоточечные кровоизлияния. В мозговой зоне канальцы без патологических изменений. Однако, здесь довольно много мелкофокусных кровоизлияний на фоне выраженных явлений полнокровия.
Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины почек. При введении яда кобры на фоне предварительной инъекции гепарина в условиях гипертермии определяется четкая граница между корковой и мозговой зонами. Кора: клубочки в подавляющем большинстве без патологических изменений. В отдельных отмечается расширение просвета капсулы Шумлянского-Боумена. В просвете извитых канальцев определяются измененные эритроциты и гиалиновые цилиндры. Эпителий извитых канальцев почки в состоянии зернистой дистрофии, т.е. картина изменений соответствует таковой при применении только тепловой экспозиции.
Яд щитомордника
Морфологическая организация почек в условиях воздействия яда щитомордника на фоне нормотермии сохранена. Определяется четкая граница между корковым и мозговыми слоями. Клубочки корковой зоны слегка сморщены, просветы капсул Шумлянского-Боумена умеренно расширены, свободны. Эпителий извитых канальцев почки изменен незначительно, лишь в отдельных фокусах в нефроцитах определяется зернистая дистрофия (рис. 10.8.А). 
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Рис.10.8. Морфологическая картина почек при действии яда 
щитомордника (4 мг/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда щитомордника.
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда щитомордника. Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

На границе между корковой и мозговой зонами – полнокровие и редкие мелкоточечные диапедезные кровоизлияния. В мозговом слое эпителий канальцев без патологических изменений, просвет канальцев свободный. В этом слое обнаруживается умеренное венозное и артериальное полнокровие в сосудах среднего калибра.
При общей гипертермии (+50ºС) применение яда щитомордника приводит к тому, что микроскопическая структура органа нормализуется. Корковое вещество: клубочки без патологических изменений. Просвет капсулы Шумлянского-Боумена узкий, щелевидный, свободный. В эпителии отдельных извитых канальцев имеются проявления зернистой и изредка гиалиново-капельной дистрофии. Кровенаполнение корковой зоны в пределах нормы. На границе коркового и мозгового слоев отмечается умеренное полнокровие в сосудах среднего калибра. Канальцевый аппарат и кровообращение в мозговом слое без патологии (рис. 10.8.Б).
Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины почек, а картина изменений гистологической структуры почек при введении гепарина, яда щитомордника с последующей тепловой экспозицией аналогична изменениям, регистрируемым при введении яда щитомордника и гипертермии.
10.5.2. Печень
Печень, обладая широкими адаптационными, компенсаторными, детоксикационными и регенераторными возможностями, является, кроме того, одним из главных регуляторов кровообращения в организме человека, обеспечивая функции крупного депо крови, выполняющих ряд многообразных функций гомеостаза, гемостаза и др. Выше изложенное свидетельствует, что исследования печени в норме и патологии актуальны и имеют большое теоретическое и практическое значение в биологии и медицине.
Интактная группа при нормо- и гипертермии
При воздействии эфирно-кислородного наркоза в условиях нормотермии («интактная» группа) структура печени соответствует норме. Хорошо дифференцируются печеночные дольки, внутри их балки. Преобладают одноядерные гепатоциты, ядра с обычным содержанием хроматина. Клетки Купфера вытянутой формы, ядра обладают гиперхромностью. Пространства Диссе слегка расширены, что свидетельствует об интерстициальном отеке, также отмечается незначительный периваскулярный отек (рис. 10.9.А). В сосудах среднего и крупного калибра некоторое малокровие, в их просвете обнаруживается довольно большое количество лимфоцитов, в капиллярах непостоянно встречаются явления плазматизации.
В условиях острой гипертермии (50ºС) структура печени изменена незначительно. Выражено дольчатое и балочное строение органа. Гепатоциты в большинстве одноядерные, с умеренным содержанием хроматина, в цитоплазме их непостоянно встречаются проявления зернистой дистрофии. Клетки Купфера без особенностей. Следует отметить подчеркнуто четкий рисунок микроциркуляторного русла за счет наличия в синусоидах и капиллярах стаза (рис. 10.9.Б), а также полнокровие в более крупных сосудах. Редко встречается мелкофокусные кровоизлияния, очаговые скопления лимфоцитов в просвете мелких сосудов.
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10.9. Морфологическая картина печени интактных крыс
 при нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза).
Б. Гистологические изменения при гипертермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза).
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Пчелиный яд
Влияние яда пчелы в условиях нормотермии на гистологическое строение печени обнаружено лишь на состояние кровообращения и кровоснабжения. Определяется как дольковая, так и балочная организация. В гепатоцитах, особенно по периферии печеночных долек, имеются проявления зернистой и несколько реже гиалиново-капельной дистрофий, отмечается полиморфизм ядер гепатоцитов в виде различных их форм и гетерохромности по всем полям зрения. Изредка встречаются фокусы пролифератов клеток Купфера. Присутствуют признаки нарушения кровообращения как на уровне сосудов среднего и крупного калибра (полнокровие, периваскулярный отек), так и на уровне микроциркуляторного русла (стаз в капиллярах) (рис 10.10.А).
Альтеративные эффекты, обусловленные действием гипертермии, нивелировались на этом фоне влиянием яда пчелы. Микроскопически организация органа близка к норме. Прослеживается дольчатое и балочное строение. Однако, в гепатоцитах отмечаются явления полиморфизма со стороны их ядер. Так, постоянно встречаются крупные ядра с нормальным содержанием хроматина, несколько реже – мелкие гиперхромные ядра, еще реже двуядерные гепатоциты (рис. 10.10.Б). Клетки Купфера не изменены. Так же постоянно определяются полнокровные сосуды среднего и большого диаметра, в сосудах микроциркуляторного русла – умеренно выраженный стаз.
Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины печени (рис. 10.10.В), а картина изменений гистологической структуры печени при введении гепарина, яда пчелы с последующей тепловой экспозицией аналогична изменениям, регистрируемым при  гипертермии (рис. 10.10.Г).                                                                                            
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Рис. 10.10. Морфологическая картина печени при действии пчелиного яда (5 мг/кг) и гепарина 500 (МЕ/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда пчелы.
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда пчелы.
В. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения гепарина в дозе 500 МЕ/кг.
Г. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения гепарина (500 МЕ/кг) и яда пчелы.
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Яд кобры
Влияние яда кобры на печень при нормальной температуре тела экспериментальных животных сказывается лишь на органной гемодинамике. Гистологически структура органа представлена дольками, внутри которых четко прослеживается балочное строение. Большинство гепатоцитов без патологических изменений. Однако изредка в цитоплазме отдельных печеночных клеток определяется зернистая дистрофия. Ядра гепатоцитов нормохромны, чаще встречаются одноядерные их представители (рис. 10.11А). Со стороны кровообращения печени отмечается ряд изменений: в сосудах среднего и крупного диаметра – полнокровие, умеренный периваскулярный отек, в синусоидах и капиллярах – стаз и нередко явления плазматизации. Расширение пространств Диссе свидетельствует о межуточном отеке. Клетки Купфера без патологических изменений.
Предварительное введение экспериментальному животному яда кобры в определенной мере уменьшало повреждающее влияние на печень острой общей гипертермии. В целом микроскопическая структура образований органа сохранена. Большинство гепатоцитов без патологических изменений. В отдельных клетках паренхимы отмечаются явления зернистой дистрофии. Обращают на себя внимание довольно грубые изменения в кровоснабжении печени: в сосудах среднего и большого диаметра наблюдается полнокровие, еще более значительные расстройства определяются в микроциркуляторном русле печеночных долек: как в синусоидах, так и в капиллярах выражен стаз (рис. 10.11.Б). Повсеместно отмечаются умерено выраженные периваскулярный и межуточный отек.
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Рис. 10.11. Морфологическая картина печени при действии яда кобры 
(1 мг/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда кобры.
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда кобры.
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины печени, а картина изменений гистологической структуры печени при введении гепарина, яда кобры с последующей тепловой экспозицией аналогична изменениям, регистрируемым при  гипертермии.
Яд щитомордника
Структура печени остается близкой к нормальной и при воздействии яда щитомордника на фоне нормотермии. Гепатоциты в своем большинстве изменены незначительно. Лишь в части их, особенно в перипортальной зоне (периферия долек), в цитоплазме встречается зернистая дистрофия. Наряду с этим, во всех полях зрения имеются гепатоциты с полиморфными ядрами, как по форме, так и по содержанию хроматина. Звездчатые ретикулоэндотелиоциты (клетки Купфера) не изменены (рис. 10.12.А). В сосудах среднего и крупного диаметра полнокровие, в капиллярах и синусоидах умеренные проявления стаза.
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Рис. 10.12. Морфологическая картина печени при действии яда 
щитомордника (4 мг/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда щитомордника.
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда щитомордника. Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Структура гистологических образований печени при гипертермии на фоне предварительного введения яда щитомордника сохранена. Выражена дольчатость, прослеживается балочная организация (рис. 5.12.Б). В центре долек несколько полнокровны центральные вены, вокруг них в гепатоцитах фиксируются дистрофические изменения от зернистой до гиалиново-капельной и гораздо реже гидропической альтерации. По периферии долек гепатоциты без патологических изменений. Очагово отмечается накопление неизмененных клеток Купфера. Со стороны кровообращения патологических изменений нет, лишь в отдельных синусоидах видны эритроциты в состоянии стаза.
Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины печени, а картина изменений гистологической структуры печени при введении гепарина, яда щитомордника с последующей тепловой экспозицией аналогична изменениям, регистрируемым при введении яда щитомордника и гипертермии.
10.5.3. Лёгкие
Процесс артериализации крови в легких обеспечивается системой легочного дыхания, аппаратом легочного кровообращения и комплексом нейрогуморальной регуляции. Дренажная функция дыхательных путей гарантирует процессы газообмена между воздухом и кровью, стерильность респираторных отделов и т.п.
Отличительной особенностью морфологической организации легочного кровотока является его двухкомпонентный состав, включающий сосуды легочного (малого) кровообращения и бронхиальные. Первые участвуют главным образом в поддержании адекватного легочного газообмена, обеспечивая тем самым снабжение всех тканей кислородом и удаление из организма избытка углекислоты, а бронхиальные служат питанию тканей самих легких.
Интактная группа при нормо- и гипертермии
На фоне кислородно-эфирного наркоза при нормальной температуре тела экспериментальных животных гистологическая картина легких близка к норме. Следует отметить лишь некоторое венозное полнокровие с умеренным утолщением межальвеолярных перегородок за счет интерстициального отека (рис.10.13.А). Определяется незначительный периваскулярный отек. Несколько более выраженные изменения этого плана дифференцируются в субплевральных зонах. Здесь же встречаются и эмфизематозно измененные фокусы (по-видимому, компенсаторного характера).
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Рис. 10.13. Морфологическая картина лёгких при действии яда пчелы
(5 мг/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда пчелы.
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда пчелы. Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
Общая острая гипертермия без каких-либо защитных мероприятий приводит к заметным изменениям в легких. На первый план выступают нарушения кровообращения: венозное полнокровие в сосудах среднего и крупного калибра, отдельные диапедезные экстравазаты, интерстициальный и периваскулярный отек, утолщение межальвеолярных перегородок (рис. 10.13.Б). Расстройства кровообращения на микроциркуляторном уровне появляются в стазах и плазматизации некоторых капилляров. На этом фоне со стороны бронхиального дерева гистологических изменений не определяется. В просвете отдельных альвеол обнаруживается транссудат. В условиях нормотермии и гипертермии гепарин в дозе 500 МЕ/кг не влиял на гистологическую картину лёгких.
Яд пчелы
Введение в организм животного яда пчелы на фоне нормотермии приводит к ряду морфологических изменений. Так наряду с сохраненной гистологической организацией в легких преобладают явления нарушений кровообращения (венозное полнокровие, кровоизлияния, отек). Гораздо реже в межальвеолярных перегородках встречаются лимфогистиоцитарные инфильтраты, имеющие тенденцию к слиянию. Кроме этого, в просвете отдельных бронхов определяются скопления белковой жидкости с примесью слущенных эпителиальных клеток (рис. 10.14.А).
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Рис. 10.14. Морфологическая картина лёгких при действии пчелиного яда (5 мг/кг) и гепарина 500 (МЕ/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза).
Б. Гистологические изменения при гипертермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза).
В. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения гепарина в дозе 500 МЕ/кг.
Г. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения гепарина (500 МЕ/кг) и яда пчелы.
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
Введение яда пчелы экспериментальным животным в состоянии гипертермии привело к нормализации гистологической структуры органа. Лишь в субплевральных зонах встречаются эмфизематозное расширенные участки (рис. 10.14.Б). Морфологические компоненты бронхиального дерева без патологических изменений, гематоархитектоники в норме.
Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины легких (рис. 10.14.В), а картина изменений гистологической структуры легких при введении гепарина, яда пчелы с последующей тепловой экспозицией аналогична изменениям, регистрируемым при  гипертермии.
Яд кобры
Экспериментальное применение яда кобры в условиях нормотермии показало, что в целом гистологическая организация нижних дыхательных путей и паренхимы легкого в пределах нормы. Однако, встречаются, несколько чаще в субплевральных зонах, фокусы с утолщенной межальвеолярной перегородкой, состоящие из лимфогистоцитарных инфильтратов с примесью эритроцитов (рис. 10.15.А). В просвете бронхов и бронхиол непостоянно определяется слизь с отдельными слущившимися эпителиальными клетками. Повсеместно отмечается выраженное кровенаполнение по типу венозного полнокровия.
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Рис. 10.15. Морфологическая картина лёгких при действии яда кобры
(1 мг/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда кобры
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда кобры
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
Использование гипертермии на фоне яда кобры не оказывает выраженного защитного эффекта. Морфологическое изучение легких в этой серии экспериментов показали, что гистологическая организация соответствует легкому. Однако, отмечаются довольно выраженные нарушения кровообращения. Так, в резко утолщенных межальвеолярных перегородках наблюдается полнокровие и наличие лимфогистоцитарных инфильтратов. Часть альвеол находится в спавшем состоянии (нарушения в системе сурфактант), в других определяется белковая жидкость (транссудат – отек легкого). Значительные аналогичные изменения развиваются в субплевральных зонах. Структуры бронхиального дерева изменены в меньшей мере. Лишь в просвете отдельных бронхиол определяется слизистая жидкость с примесью слущенных клеток эпителия (рис. 10.15.Б).
Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины легких, а картина изменений гистологической структуры легких при введении гепарина, яда пчелы с последующей тепловой экспозицией аналогична изменениям, регистрируемым при  гипертермии.
Яд щитомордника
Применение яда щитомордника на фоне нормотермии оказывает минимальное повреждающее влияние, как на морфологические структуры бронхиального дерева легкого, так и на гистологическую организацию его паренхимы. В тоже время можно отметить лишь незначительно выраженное полнокровие в сосудах среднего калибра и наличие отдельных, мелких фокусов диапедезных кровоизлияний (рис.10.16.А).
Предварительное введение яда щитомордника несколько уменьшало повреждающее влияние гипертермии. Гистологические исследования показали, что плевра слегка утолщена за счет межуточного отека, вызванного полнокровием прилежащих сосудов и лимфогистоцитарной инфильтрацией. Эти явления распространяются и на прилежащие межальвеолярные перегородки. Последние повсеместно утолщены, отечны, иногда полностью облитерируют просвет альвеол. Встречаются довольно крупные фокусы ателектазов. Бронхи и бронхиолы в состоянии спадения, в их просвете слизисто-геморрагическая жидкость с примесью слущенного эпителия (рис. 10.16.Б). Определяется выраженное полнокровие как в бассейне сосудов среднего и крупного диаметров, так и в микроциркуляторном русле.
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Рис. 10.16. Морфологическая картина лёгких при действии яда 
щитомордника (4 мг/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда щитомордника.
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда щитомордника.
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины печени, а картина изменений гистологической структуры легких при введении гепарина, яда щитомордника с последующей тепловой экспозицией аналогична изменениям, регистрируемым при введении яда щитомордника и гипертермии.
10.5.4. Селезёнка
Селезенка является одним из звеньев ретикулоэндотелиальной и лимфатической систем. Обосновано объединение селезенки с печенью в гепато-лиенальную систему, которая тесно связана с пищеварительным трактом. В то же время селезенка является частью сосудистой системы, будучи включенной в большой круг кровообращения. Архитектоника сосудистого русла селезенки обеспечивает наряду с перечисленными функциями наиболее важные – фильтрационную и защитную ее роль в организме. Защитная функция выражается не только в захвате и нейтрализации вредных веществ, но и в образовании специфических иммунных тел. Селезенка приспособлена к удалению из эритроцитов различных включений, в том числе и паразитарных. Согласно данным электронной микроскопии, эритроцит во время прохождения через стенку синуса «отшнуровывает» часть, содержащую вредное включение, которое затем поглощается макрофагами пульпы.
Интактная группа при нормо- и гипертермии
Гистологические исследования селезенки экспериментальных животных «интактной» группы показали, что рисунок микроскопического строения органа подчеркнуто четкий за счет дифференциации на белую и красную пульпу. Белая представлена лимфоидными фолликулами без активных герментативных центров. Красная пульпа несколько превалирует. Фиброз стромы органа не выражен (рис. 10.17.А). 
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Рис. 10.17. Морфологическая картина селезёнки интактных крыс
 при нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии («интактная» группа).
Б. Гистологические изменения при гипертермии («интактная» группа).
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
Морфологическая картина селезёнки в условиях гипертермии практически не отличается от таковой, полученной в условиях нормотермии (рис. 10.17.Б).
Пчелиный яд
В опытах с применением пчелиного яда на фоне нормотермии рисунок гистологического строения селезенки сохранен, паренхима его представлена белой и красной пульпой в равных объемах (рис. 10.18.А). 
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Рис. 10.18. Морфологическая картина селезёнки при действии пчелиного яда (5 мг/кг) и гепарина 500 (МЕ/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда пчелы.
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда пчелы.
В. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения гепарина в дозе 500 МЕ/кг.
Г. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения гепарина (500 МЕ/кг) и яда пчелы.
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Белая пульпа состоит из лимфоидных фолликулов без четких контуров и светлых (герментативных) центров. Довольно много лимфоидной ткани лежащей свободно (диффузно) среди элементов красной пульпы. Последняя полнокровна. Фиброз стромы отсутствует.                                                                                      
Введение пчелиного яда с последующей гипертермией животного не ведет к грубым повреждениям в селезенке. Микроскопически рисунок строения соответствует норме. Объемно преобладает красная пульпа. Белая пульпа органа в виде лимфоидных фолликулов без светлых (герментативных) центров, но с четкими границами. Кроме этого диффузно по красной пульпе встречаются отдельные скопления лимфоидной ткани небольших размеров без четких границ (рис. 10.18.Б). Красная пульпа умеренно полнокровна. Строма органа не фиброзирована.
Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины селезенки (рис. 10.18.В), а картина изменений гистологической структуры легких при введении гепарина, яда пчелы с последующей тепловой экспозицией аналогична изменениям, регистрируемым при  гипертермии (рис. 10.18.Г).
Яд кобры
Рисунок строения селезенки сохранен и при воздействии яда кобры на организм экспериментальных животных в условиях их нормотермии тела. Имеется довольно резкая грань между белой и красной пульпами. Первая представлена фолликулами с четкими контурами, но без светлых центров и небольшими, многочисленными фокусами скоплений лимфоидной ткани диффузно по всей красной пульпе (рис. 10.19.А). Последняя состоит из элементов красной крови и стромы органа. Фиброз не выражен.
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Рис. 10.19. Морфологическая картина селезёнки при действии яда кобры
(1 мг/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне действия яда кобры.
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда кобры.
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
Предварительное перед гипертермией применение яда кобры на основании гистологического исследования свидетельствует о положительном эффекте. Так, рисунок строения органа в пределах нормы. Красная пульпа доминирует, полнокровна. Белая пульпа представлена лимфоидными фолликулами с четкими контурами, а так же отдельными мелкими фокусами скопления лимфоидной ткани рассеянными диффузно по красной пульпе (рис. 10.19.Б). Здесь же встречаются отдельные крупные клетки типа бластов и очень редко видны нормальные митозы. Фиброз стромы не выражен.
Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины селезенки, а картина изменений гистологической структуры легких при введении гепарина, яда кобры с последующей тепловой экспозицией аналогична изменениям, регистрируемым при  гипертермии.
Яд щитомордника
Патоморфологическое изучение микроскопического строения селезенки при введении яда щитомордника на фоне нормотермии показывает, что рисунок строения органа сохранен. Объемно преобладает красная пульпа. Белая пульпа представлена фолликулами с четкими контурами и отдельными очаговыми скоплениями лимфоидной ткани, лежащими без определенной ориентации в красной пульпе (рис. 10.20.А). Последняя слегка полнокровна. Фиброз стромы отсутствует.
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Рис. 10.20. Морфологическая картина селезёнки при действии яда щитомордника (4 мг/кг) в условиях нормо- и гипертермии
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда 
щитомордника.
Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда 
щитомордника.
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Использование яда щитомордника в качестве защитного от гипертермии фактора может быть оправдано на основании изучения гистологической картины строения селезенки. Микроскопически рисунок органа подчеркнуто четкий за счет отчетливых границ между красной и белой пульпами. Последняя в виде фолликулов без светлых центров (рис. 10.20.Б). Красная пульпа доминирует, здесь отмечается довольно выраженное полнокровие. Фиброз стромы отсутствует.
Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в условиях нормотермии не изменяло морфологической картины селезенки, а картина изменений гистологической структуры легких при введении гепарина, яда щитомордника с последующей тепловой экспозицией аналогична изменениям, регистрируемым при введении яда щитомордника и гипертермии.
Таким образом, проведенные гистологические исследования показали, что наиболее грубые патоморфологические изменения определяются в «интактной» группе животных при остром перегревании (50ºС). При этом альтерация обнаруживалась как в эпителии извитых канальцев почек, в печеночных клетках, так и в нарушениях гемодинамики исследованных органов.
Повреждающее действие гипертермии уменьшалось при использовании зоотоксинов. Однако, уровень альтерации был выражен не однозначно при различных ядах. Так, использование ядов пчелы и кобры защищало жизненно важные органы минимально. На микроскопическом уровне можно было обнаружить дистрофические, а иногда и некротические явления в паренхимных клетках, а также нарушения кровообращения. Последние в большей мере определялись в легком и селезенке.
Применение яда щитомордника оказывало более выраженный протективный эффект: гистологическая организация изученных органов в большинстве случаев была близка к норме.
Другой особенностью действия изученных зоотоксинов явилось их профилизированное действие. Так, если яды кобры и пчелы, обладая нейротоксическим механизмом действия, мало защищали паренхиму внутренних органов от повреждения гипертермией, то яд щитомордника, реализующий свое влияние на уровне гемодинамики и гемореологии, успешно защищал жизненно важные органы, т.е. оказывал ощутимый протективный эффект.
Предварительное введение гепарина с последующим введением пчелиного яда и яда кобры сопровождалось изменениями гистологической картины паренхиматозных органов, характерных только для гипертермии, т.е. протективный эффект этих токсинов снимался гепарином. Гистологическая картина при действии яда щитомордника на фоне введения гепарина была аналогичной с картиной, полученной при действии яда и гипертермии, т.е. протективный эффект яда щитомордника не блокировался гепарином. 

                                                       
                                                                                       
                                                                                
                                                                     
                                                                                                    

ЧАСТЬ Ш. ГЕПАРИН И РЕГУЛЯТОРНЫЕ ПЕПТИДЫ
Представления о роли пептидов в регуляции поведенческих, висцеральных и других функций организма в последнее время претерпевают чрезвычайно бурное развитие. По сравнению с другими системами межклеточной сигнализации пептидная система является наиболее многочисленной, а сами пептидные регуляторы оказываются  особенно плейотропными, полифункциональными. Сформировалась концепция о функциональной непрерывности, регуляторном континууме, состоящем из пептидов и сопряженных с ними межклеточных сигнализаторов другой природы. Такой континуум характеризуется наличием сложных межпептидных взаимодействий - способностью каждого из пептидов индуцировать выход определенной группы других пептидов. В результате первичные эффекты того или иного пептида развиваются во времени в виде цепных или каскадных процессов (Королёва, Мясоедов, 2012).
Регуляторные пептиды (РП) – класс физиологически активных веществ, играющих ключевую роль в регуляции и реализации разнообразных функций организма, и представляющие собой по химическому строению относительно короткие цепи аминокислотных остатков; эти структуры образуются в организме из крупных белковых молекул-предшественников под влиянием ферментов протеолиза (Гомазков, 1993). В эту категорию принято включать малые и средние по размеру пептиды – от 2 до 50 – 60 аминокислотных остатков (Ашмарин и др., 1996).
Большинство РП представляют собой линейные пептиды, С-концевые аминокислоты в них нередко амидированы. N-концевые остатки глутаминовой кислоты часто представлены в виде пироглутамата (Ашмарин и др., 1996).
Этот класс биологически активных веществ объединяет несколько групп соединений. Наиболее распространена классификация по регуляторным системам, подобно классическим нейромедиаторным системам (холино-, адрено-, серотонинергическая система и т.д.). По этому принципу петидергическую систему подразделяют на подсистемы с их обозначением по принятым названиям РП: бомбезиновую, холецистокининовую, опиатную и т.д. (Громов, 1992).
На основе сочетания трех принципов: функционального, структурного и топологического (по месту синтеза) выделяют 18 семейств РП (Ашмарин, Каменская, 1988):
1. Гипоталамические либерины и статины (тиролиберин, кортиколиберин, люлиберин, соматолиберин, соматостатин, меланостатин).
2. Опиоидные пептиды (α-эндорфин, β-эндорфин, γ-эндорфин, метэнкефалин, динорфины, лей-энкефалин, α- и β-неоэндорфин, леуморфин, адренорфин, риморфин).
3. Адренокортикотропин и его фрагменты, α-,β-,γ-меланотропин.
4. Вазопрессин-тоцины (арг-вазопрессин, лиз-вазопрессин; окситоцин, мезотоцин, изотоцин, вазотоцин).
5. Панкреатические пептиды (нейропептид Y, пептид YY, панкреатический пептид).
6. Глюкагон-секретины (глицентин, глюкагон; вазоактивный интестинальный пептид, пептид гистидин-изолейцин, секретин).
7. Гастрины (гастрин-14, -17, -34).
8. Тахикинины (вещество Р, нейрокинин А, кассинин).
9. Мотилины (мотилин). 
10. Нейротензины (нейротензин, нейромедин-N, ксенопсин).
11. Бомбезины (гастрин-рилизинг пептид, бомбезин, литорин).
12. Кинины (брадикинин, каллидин).
13. Ангиотензины (ангиотензин I, II).
14. Кальцитонины (кальцитонин, кальцитонин-ген-родственный  
      пептид      (CGRP).
15. Атриопептиды (атриопептид-28).
16. Эндозепины (пептид ингибитор связывания диазепама (DBI), 
      октадеканейропептид (ODN)-DBI33-50). 
17. Галанины (Галанин).
18. Эндотелины (эндотелин I, II, III).
Однако для данной классификации характерна неполнота: ряд пептидов не включены в систему; она не предусматривает всех реально существующих свойств и их сочетаний у некоторых пептидов. В то же время анализ структур и свойств РП, построение разных вариантов классификации позволяет устанавливать общие аминокислотные последовательности, связь общности структуры и сходства функций, выявлять родственные взаимосвязи. Однако полифункциональность РП, каскадный принцип физиологических эффектов, солокализация различных представителей в одной клетке значительно затрудняет решение перечисленных проблем.
Общий принцип синтеза РП состоит в образовании относительно больших пептидов-предшественников, из которых после завершения трансляции выщепляются протеазами соответствующие РП. Как правило, в состав пептида-предшественника входит одна или большее число последовательностей РП (иногда весьма различных по структуре) и так называемая сигнальная последовательность, способствующая миграции предшественника внутри клетки после завершения трансляции в шероховатой ЭПС (первые несколько минут) и отщепляемая в этой части пути. Многие пептиды-предшественники образуют промежуточное соединение с гликозидами, которые тоже оказывают стабилизирующее действие на некоторых стадиях процессинга и влияют на выбор места атаки протеиназами. Протеиназы, обеспечивающие выщепление РП в течение нескольких десятков минут – часа после трансляции (в комплекс Гольджи, при перемещении по аксону и при формировании везикул), не являются высокоспецифичными. В значительной мере точное выщепление обусловлено наличием в последовательности аминокислот пептидов –предшественников парных остатков –RR, -KR, -RK, -KK. Они в первую очередь атакуются протеиназами, близкими по характеру действия к катепсину В и трипсину. Выщепляемые в этой фазе процессинга фрагменты во многих случаях уже представляют собой активные РП, но часто эти фрагменты подвергаются дальнейшему протеолизу, опять-таки с образованием новых РП. На этой фазе описано участие не только трипсиноподобных протеиназ, но и ряда других протеиназ, специфичность которых тоже не является высокой. Однако в различных нейронах и даже в разных терминалях одного нейрона их набор может быть неодинаковым, что обеспечивает в конечном счёте ту или иную специализацию на продукции строго определенных РП (Ашмарин и др., 1996).
РП характеризуются тремя особенностями, в совокупности присущими только этой группе веществ:
1. Большая продолжительность существования в жидкостях организма в сравнении с классическими нейромедиаторами (ацетилхолин, катехоламины), в особенности РП среднего и большого размера с числом аминокислотных остатков больше 14 – 20, что важно для длительности внутрисинаптической модуляции и возможности дистантного действия на отдельные синаптические системы (время полураспада от 10 с до 2 часов и более).
2. Наличие определенной, нередко высокой и специфичной активности у продуктов неполного протеолиза РП, вследствие чего протеолиз РП нельзя считать просто инактивацией – это трансформация их активности.
3. Множественность РП, в десятки раз превосходящая множественность обычных нейромедиаторов, создает количественные и качественно новые возможности взаимодействия разнообразных РП и нейромедиаторов в пределах одного нейрона, одной терминали (Ашмарин, Каменская, 1988).
Поскольку устойчивость продуктов протеолиза РП также выше, чем у обычных нейромедиаторов, продукты деградации вышедших из терминалей РП также способны к дистантному действию. Продолжительность периода полураспада РП позволяет большинству из них действовать не только в качестве нейромедиаторов, но и обеспечивает дистанстное, внесинаптическое действие на организм, что приближает РП к гормонам. 
Общеизвестно, что рецепторы цитоплазматических мембран делятся на ионотропные и метаботропные (Ашмарин, Каменская, 1988). Ионотропные рецепторы в результате связывания лиганда обуславливают изменения мембранного потенциала, а метаботропные обуславливают каскад внутриклеточных реакций. Различные РП способны воздействовать как на ионотропные, так и на метаботропные рецепторы, а также модулировать характер эффекта, вызванного активированием ионотропного или метабтропного рецептора. Благодаря этому РП и способны как к внутриклеточному, так и дистантному действию, поскольку могут не только вызывать изменения, но и регулировать метаболические процессы в клетках, в том числе и за пределами места непосредственного выброса регуляторных пептидов.




ГЛАВА 11. ВЛИЯНИЕ ГЕПАРИНА НА АНТИНОЦИЦЕПТИВНЫЕ СВОЙСТВА РЕГУЛЯТОРНЫХ ПЕПТИДОВ
Боль, в отличие от других сенсорных модальностей, даёт мало сведений об окружающем нас мире, она скорее сообщает о внешних или внутренних опасностях, грозящих телу. Тем самым она защищает от долговременного вреда и необходима для нормальной жизни. Если бы боль нас не предостерегала, уже при самых обыденных действиях мы часто наносили бы себе повреждения и вскоре стали бы калеками. Следовательно, боль повышает наши шансы на выживание и в этом отношении сходна с другими чувствами. По многим своим физиологическим свойствам она также сравнима с ними, хотя и отличается широким спектром особенностей. 
Оценка боли как сложного процесса является общепризнанной. Поток ноцицептивных (ноцицепция – процесс приёма и преобразования сенсорной информации, обеспечивающий организму чувственное отражение болевых воздействий) импульсов, воздействуя на различные уровни ЦНС, формирует ряд компонентов процесса анализа и переработки ноцицептивной и сопровождающей её неноцицептивной информации.
Особое место занимает вопрос об антиноцицептивных свойствах эндогенной опиоидной системы (ЭОС). Изучение физиологических функций ЭОС, связанных с переработкой и подавлением ноцицептивной импульсации, началось, как это ни парадоксально, не только задолго до формирования представлений об ЭОС, но даже и до открытия эндопиоидов. Можно сказать, что именно эмпирические данные о так называемой электростимуляционной аналгезии (Reynolds, 1969; Akil, 1975, 1980), о топографическом сходстве (нередко – полном совпадении) мозговых структур, ответственных, как за электростимуляционную, так и за морфинную аналгезию (Дьячкова, Калюжный, 1983; Игнатов и др., 1984; Besson et al., 1979; Almqvist, 1983), а также участков мозга, характеризующихся высокой портностью опиатных рецепторов (Snyder, 1975; Besson et al., 1979; Wolozin, Pasternak, 1981), привели к теоретическому обоснованию и экспериментальному подтверждению существования эндогенных опиоидных пептидов (Terenius, Wahlstrom, 1975; Teschemacher et al., 1975; Hughes, Kosterlitz, 1977). Более того, на первых порах прослеживалась определённая тенденция к отождествлению эндогенной опиоидной системы с антиноцицептивной системой мозга, что, очевидно, объяснялось незамысловатой прямолинейностью экстраполяции терапевтического эффекта морфина (как наркотического анальгетика) на систему эндогенных опиоидных пептидов.
Существующие ныне представления о роли ЭОС в модуляции болевого потока сформировалось совсем недавно – к началу 80-х годов прошлого столетия, когда стало ясно, что аналгезирующее действие является далеко не единственной функцией ЭОС (более того – и не самой важной) (Голанов и др., 1981, 1983; Holaday et al., 1978; Holaday, 1983), и с другой стороны, что ЭОС вовсе не определяет всех сторон функционирования центральных систем контроля боли (Калюжный, Голанов, 1980; Калюжный, 1984; Akil, Watson, 1980; Watkins, Mayer, 1982).
В настоящее время принято считать, что центральный контроль болевой чувствительности осуществляется несколькими, сравнительно независимыми антиноцицептивными системами, не все из которых содержат эндопиоидный компонент (Калюжный, Голанов, 1980; Калюжный, 1984; Watkins, Mayer, 1982).
Не вдаваясь особо во все подробности модуляции ноцицептивного потока на всех этажах его переработки, необходимо подчеркнуть, что этот процесс носит сложный гетерохимический характер, включая, наряду с опиоидергическими, и серотонинергические, и катехоламиергические, и субстанция Р-ергические, и другие механизмы (Игнатов, Вальдман, 1976; Калюжный, 1984; Melzack, Wall, 1965). Очевидно, подобный гетерохимизм  также в определённой мере определяет множественность систем подавления боли. Существуют основные доказательства участия ЭОС в подавлении боли:
1. Введение физиологических количеств эндогенных опиоидных пептидов вызывает аналгезию.
2. Вызванная электростимуляцией аналгезия коррелирует с повышением содержания эндопиоидов в спинномозговой жидкости.
3. Напротив, у больных, страдающих хроническим болевым синдромом, как правило, наблюдается понижение уровня эндопиоидов в спинномозговой жидкости.
4. Налоксон способен частично или полностью подавлять аналгетические эффекты стимуляции мозга, некоторых видов стресса, акупунктуры и плацебо; кроме того, он снижает пороги при клинической боли и некоторых тестах у животных. С другой стороны, налоксон не влияет на некоторые виды стресс-аналгезии, аналгезии, вызванной стимуляцией некоторых участков тела (например, задних лап), а также на аналгезию, вызванную гипнозом, и, возможно, не влияет на экспериментальную боль у людей.
5. Кросс-толерантность некоторых видов аналгезии к морфину исследована лишь для нескольких примеров аналгезии. Такая перекрёстная толерантность характерна для электростимуляционной аналгезии (что естественно), но парадоксально, что она наблюдается при стресс-аналгезии и акупунктуре (Bodnar et al., 1978; Besson et al., 1979; Akil, Watson, 1980; Watkins, Mayer, 1982). 
В реализации антиноцицептивного действия эндопиоидов принимает участие большая группа мозговых структур, тесно связанных со структурами лимбического круга, что хорошо согласуется с данными о способности налоксона облегчать в основном эмоционально-аффективные, а не моторные компоненты ноцицептивных реакций (Калюжный, Голанов, 1980; Akil, Watson, 1980; Arrigo-Reina, Ferri, 1980).
ЭОС, вернее, тот её компонент, который в последние годы был выделен в так называемую эндогенную аналгетическую систему ноцицептивного афферентного потока уже на уровне спинного мозга (Besson et al., 1979; Калюжный, 1984; Калюжный, Голанов, 1980; Akil, Watson, 1980; Watkins, Mayer, 1982; Watkins, Mayer, 1982). Далее её модулирующее действие проявляется и на уровне ретикулярной формации (. Ferreira, 1978; Nakamura Bienert et al., 1979), и на уровне неспецифических ядер таламуса (Калюжный, 1984; Oliveras et al., 1977). Кроме того, ЭОС способна активировать нейроны структур, дающих начало нисходящим энкефалинергическим (Калюжный, Голанов, 1980; Калюжный, 1984) и серотонинергическим (Игнатов, Вальдман, 1976; Калюжный, Голанов, 1980; Akil, Liebeskind, 1975) бульбоспинальным путям, опосредующим аналгезию.
Очевидно, необходимо выделить те основные критерии, которые позволяют с уверенностью говорить о доминировании опиоидных механизмов в данном конкретном виде аналгезии:
1. Способность налоксона реверсировать аналгезию.
2. Уменьшение (вплоть до полной отмены) аналгетического эффекта у толерантных к морфину особей.
3. Демонстрация высвобождения эндопиоидов в процессе развития аналгезии.
4. Соответствие (в разумных пределах) между временем изменений уровня активности ЭОС, высвобождением и/или оборотом эндопиоидов и временем развития аналгетического эффекта.
5. Уменьшение аналгезии при разрушении структур, относящихся к ЭОС.
6. Усиление аналгетического эффекта при нарушении метаболизма эндопиоидов в сторону подавления их энзиматической деградации (Akil, Watson, 1980; Schwartz et al., 1981; Watkins, Mayer, 1982).
Наиболее значимыми (и доступными) являются первые два критерия аналгезии, обусловленной активацией ЭОС, тогда как остальные носят характер дополнительности (Парин и др., 1994).
В наших экспериментах ноцицептивные реакции оценивали по двум стандартным тестам, позволяющим до определенной степени судить о характере влияния веществ преимущественно на спинальном (тест отведения хвоста – «tail flick») и супраспинальном уровнях (тест «горячей пластины» - «hot plate»). Опыты проводили на животных, прошедших фоновое тестирование, исходные ноцицептивные пороги (фон) которых в тесте  I – не превышал 8 с, в тесте II – 15 с. (Никешина, Абрамов, 2009).
Тест I основан на рефлекторной реакции отведения хвоста в ответ на нанесение болевого стимула в область верхней трети хвоста. Установка представляет собой следующее. Внутрь специального футляра (37х20х10 см) помещался источник теплового излучения (кинопроекционная лампа со встроенным отражателем типа К21-150). Питание осуществлялось от источника постоянного тока с напряжением 4,5 В при токе в 2,7 А. Встроенный отражатель лампы позволяет получить сфокусированный световой поток, диаметр светового пятна составляет 6 мм. Температура в фокусе пучка устанавливалась на значениях, вызывающих у контрольных животных четкую аверсивную реакцию отведения хвоста с латентным периодом 5-8 секунд. Фокус светового пятна совпадал с отверстием на поверхности футляра. Животное (крыса) вручную фиксировалось на операционном поле футляра и на каретке подводилось к области светового пятна. Латентный период реакции отведения хвоста (ЛП РОХ) оценивался по секундомеру.                                                                                                                        
При использовании теста «горячей пластины» животное помещали на пластину, нагретую до 57-58ºС, температура поверхности пластины регулировалась термостатом. По секундомеру засекалось время от момента помещения животного на пластину до момента первого облизывания лап (задних), что и составляло латентный период реакции облизывания лапок (ЛП РОЛ). Максимальное время нахождения животного на пластине – 25 секунд (Северьянова и др., 2008; Колик и др., 2012).
11.1. Даларгин
Даларгин (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Ley-Arg) – оригинальный гексапептид, аналог лей-энкефалина, синтезирован в Институте экспериментальной кардиологии ВКНЦ РАМН, является регуляторным опиоидным пептидом, способным с высокой афинностью взаимодействовать с δ-рецепторами и имеющим несколько меньшее сродство к μ-опиатным рецепторам   (Золотарев и др., 2000; Pencheva et al, 1999). 
Период полувыведения препарата составляет 10-15 мин. Карбоксипептидазные и дипептидилкарбоксипептидазные системы конкурентно расщепляют гексапептид до тетра- и пентапептида, затем расщепление прекращается. Продукты деградации даларгина, его концевые стабильные пента- (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Ley) и тетрапептидные (Tyr-D-Ala-Gly-Phe) фрагменты устойчивы к действию сывороточных протеиназ в течение нескольких часов и обладают сравнимой с даларгином активностью по влиянию на опиатные рецепторы (Изыкенова, Таранова, 1992). 
При прямой аппликации на структуры мозга анальгетический потенциал даларгина сопоставим с таковым у морфина, однако при внутривенном введении в терапевтических дозах, учитывая, что гематоэнцефалический барьер практически непроницаем для веществ пептидной природы, препарат уступает по анальгетической активности таким μ-опиатным агонистам как FK-33824 и морфину (Шаменков и др., 2006). 
Даларгин характеризуют как опиоидный пептид с периферическим действием. Это заключение было сделано на основании крайне низкого уровня радиоактивности, обнаруженного в мозге через 1 мин после внутривенной инъекции меченного тритием пептида, однако через 1 час радиоактивность ткани мозга возрастала в 4 раза, что может свидетельствовать о появлении микроколичеств даларгина, либо продуктов его метаболизма в центральной нервной системе (Маслов, 2004). С другой стороны, установлено, что пептиды способны оказывать значительное влияние на состояние всего организма при концентрациях ниже 10-15 нМ (Ашмарин, 1990), поэтому нельзя полностью исключать центрального действия даларгина, его преимуществом является то, что по своей химической структуре он близок к естественным метаболитам организма и практически безопасен. 
При применении в клинике отмечено антистессорное действие даларгина (снижает уровень АКТГ, улучшает микроциркуляцию при травматическом шоке), кардиопртекторное и цитопротекторное свойство (Лишманов, Маслов, 2000). По-мнению многих отечественных исследователей, данный синтезированный препарат обладает корректирующими свойствами по отношению к эндогенным системам, направленными на поддержание гомеостаза (Слепушкин 1997). В отделе анестезиологии и реаниматологии института хирургии им. А.В. Вишневского была продемонстрирована возможность использования даларгина при комбинированной общей анестезии в качестве средства, исключающего необходимость применения наркотических анальгетиков при обеспечении адекватности анестезиологической защиты пациента. Разработанный метод в отличие от существующих способов общей анестезии лишен качеств, которые определяются побочным действием классических опиоидов (Шлозников и др., 1990).
Даларгин активирует опиоидные µ и δ-рецепторы и проникает через гематоэнцефалический барьер только при использовании в дозах не менее 0.5 мг/кг. В экспериментах на животных (Маслов и др., 2002) и в клинических условиях (Казанцев и др., 2000) даларгин оказывал противоишемическое действие, но механизмы такого действия пептида не изучены (Таха, 2011).
В нашей работе, используя тест реакции отведения хвоста, для оценки болевой чувствительности установили, что внутрибрюшинное введение даларгина в дозе 2,5 мг/кг достоверно увеличивает длительность латентных периодов (ЛП) болевых реакций   в течение всего времени наблюдения и только на 150 мин от момента инъекции препарата латентный период реакции отведения хвоста (ЛП РОХ) снижается до 91.7% относительно контрольных величин (табл. 11.1).
Предварительное введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг с последующей (через 10 мин) инъекцией даларгина (2.5 мг/кг) сопровождается резким увеличением ЛП РОХ в течение всего времени наблюдения. Максимальной величины ЛП РОХ достигает на 40-й мин от момента введения пептида и составляет 230% относительно контрольных величин. Аналогичная картина изменений антиноцицептивного эффекта даларгина наблюдается и при совместном введении раствора пептида с гепарином в весовом соотношении 1:2, инкубированного в течение 30 мин при температуре 37°С.
Иная картина наблюдается при блокаде эндогенного гепарина протамин сульфатом в дозе 10 мг/кг. В этом случае тестовая доза даларгина вызывает значительно меньший анальгетический эффект, а максимальная величина ЛП РОХ достигает на 90-й мин от момента введения всего 146.2% от контроля (табл. 11.1).
Исследования влияния даларгина на антиноцицептивный эффект на супраспинальном уровне с регистрацией латентного периода реакции облизывания лапок (ЛП РОЛ) показал, что максимальные значения ЛП РОЛ фиксируются на 40-й, 90-й и 150-й мин от введения. 
Антиноцицептивные свойства даларгина потенцируются в том случае, если пептид вводится на фоне действия гепарина. Максимальная величина ЛП РОЛ регистрируется на 40 и 150 мин от момента введения. Характерно, что  при сочетанном действии даларгина и гепарина в период с 60-й по 120-ю мин  ЛП РОЛ снижается до субконтрольных величин, в отличие от серии с использованием только даларгина, где в этот промежуток времени наблюдается повышение ЛП РОЛ (табл 11.1).
                                                                                                Таблица 11.1
Влияние даларгина (2.5 мг/кг), гепарина (500 МЕ/кг), протамин сульфата 
(10 мг/кг) и налоксона (1 мг/кг) на ЛП РОХ и ЛП РОЛ
	Условия опыта
	Время после введения веществ, мин

	
	20
	40
	60
	90
	120
	150

	Контроль
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	Даларгин  ЛП РОХ
	146.0*
	166.7*
	135.3*
	120.0
	140.3*
	91.7

	Даларгин  ЛП РОЛ
	80.5•
	154.7*
	107.1•
	132.6*
	75.5•
	164.7*•

	Гепарин → даларгин  ЛП РОХ
	177.8*+
	230.0*+
	194.1*+
	200.0*+
	200.5*+
	120.0+

	Гепарин → даларгин 
 ЛП РОЛ
	90.2•
	197.1*+•
	95.2•
	97.8+•
	70.4*•
	155.3*

	Протамин → даларгин  ЛП РОХ
	118,2+
	133.3*+
	130.9
	146.2*
	122.3
	96.7

	Протамин → даларгин 
ЛП РОЛ
	92.7
	105.9+•
	86.9+•
	65.2*+•
	55.1*•
	89.4+

	Налоксон → Даларгин  ЛП РОХ
	75.3*+
	145.2*
	147.1*
	98.4+
	115.2+
	85.5

	Налоксон → Даларгин  ЛП РОЛ
	65.9*
	102.9+•
	122.6•
	70.7*+•
	54.1*+•
	98.8+

	Налоксон → гепарин  → даларгин ЛП РОХ
	192.0*+
	185.2*
	142.9*
	137.9*
	173.1*+
	116.1

	Налоксон → гепарин  → даларгин ЛП РОЛ
	60.5*•
	168.3*
	103.8•
	144.3*
	86.5•
	64.7*+•




Различия статистически значимы между следующими группами: 
* –  p < 0.05 по сравнению с контролем; 
+ – p < 0.05 по сравнению с даларгином;
• -  p < 0.05 по сравнению ЛП РОХ и ЛП РОЛ.

В серии экспериментов с регистрацией антиноцицептивного действия  даларгина на супраспинальном уровне осоенно ярко проявляется роль эндогенного гепарина в реализации эффектов пептида. Так, блокада эндогенного гепарина протамин сульфатом сопровждается резким снижением ЛП РОЛ, что  свидетельствует о несомненной роли гепарина в реализации феномена даларгина (табл 11.1).
Как уже указывалось выше  даларгин является регуляторным опиоидным пептидом, способным с высокой афинностью взаимодействовать с δ-рецепторами и имеющим несколько меньшее сродство к μ-опиатным рецепторам   (Золотарев и др., 2000; Pencheva et al, 1999). Для изучения механизма антиноцицептивного действия даларгина был использован антагонист опиатных рецепторов – налоксон. Блокада опиатных рецепторов налоксоном сопровождалась снижением величины ЛП РОХ И ЛП РОЛ, причём этот эффект был более выражен на супраспинальном уровне. Используя схему введений «налоксон (1.0 мг/кг) → гепарин (500 МЕ/кг) → даларгин (2.5 мг/кг)», было показано, что величина ЛП РОХ и ЛП РОЛ увеличились, причём вновь этот эффект был выше на спинальном, чем на супраспинальном уровне (табл. 11.1). Таким образом, в результате введения даларгина на фоне как экзогенного, так и эндогенного гепарина было показано, что величина ЛП РОХ и ЛП РОЛ возрастает, что возможно связано с повышением чувствительности опиатных рецепторов к даларгину в присутствии гепарина. Однако, возможно, антиноцицептивный эффект даларгина опосредуется не только за счёт эндогенной опиоидной системы, и за счёт других рецепторных систем, в связи с чем был использован блокатор β-адренорецепторов – обзидан (рис. 11.1). [image: ]
Рис. 11.1. Влияние даларгина, гепарина и обзидана на ЛП РОХ (%)
у крыс.
1 – Контроль;                                             2 – Даларгин (2,5 мг/кг);
3 – Обзидан (1 мг/кг)→даларгин;           4 – Обзидан→гепарин → даларгин
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с даларгином (р≤ 0,05).

Предварительное введение обзидана (1.0 мг/кг) с последующей инъекцией даларгина (2.5 мг/кг) сопровождается снижением величины ЛП РОХ относительно серии, в которой вводили только даларгин.
В сочетании с гепарином на фоне блокатора β-адренорецепторов обзидана, удлинение ЛП РОХ было более значимым, чем при применении только даларгина, или обзидана и даларгина (рис. 11.1), отличие состоит в том, что не было зафиксировано начального пика анальгезии на 20 мин, причем ясно видно, что характер динамики изменения латентных периодов в продолжительности эксперимента при использовании обзидана имеет свою специфику и гепарин способствует только более выраженному проявлению антиноцицептивного эффекта у даларгина, начиная с 60 мин в группе «обзидан, гепарин, даларгин».
Таким образом, гепарин усиливает проявление анальгетической активности синтетического аналога лей-энкефалина - даларгина, сходные результаты получили при предварительном введении гепарина и одновременном с даларгином. В данном процессе принимают участие опиоидные и β-адренергические механизмы, возможно, они разобщены во времени, и провоцируют выброс эндогенного гепарина, который способствует проявлению анальгезирующих свойств опиоидного пептида, введение экзогенного гепарина в дозе 500 МЕ/кг пролонгирует действие даларгина.
11.2. FMRF-амид
Нейропептид - FMRFa (Phe Met-Arg-Phe-NH2), впервые выделенный из ганглиев моллюска Macrocallista nimbosa, а впоследствии обнаруженный в нервной системе животных различных систематических групп, в том числе насекомых, рыб, млекопитающих, отнесен к семейству опиоидных пептидов группы параопиоидов, в которую входят также около двух десятков представителей. Регуляторные пептиды семейства FMRF-aмида активно исследуются уже около двух десятилетий, однако данные относительно механизма их действия у млекопитающих весьма противоречивы (Raffa, 1998). 
Некоторые авторы приписывают пептидам этого семейства способность активировать симпатическую нервную систему, также было показано, что симпатомиметические эффекты FMRFa при системном введении обусловлены его способностью взаимодействовать с периферическими α- и β-адренорецепторами (Тиняков и др., 1996). 
С другой стороны, FMRF-aмиды  способны взаимодействовать с опиатными рецепторами, причем их действие зависит от уровня, на котором рассматривается система, так на простых тест-системах (активность ферментов) проявляются антагонистические свойства, на более сложных тест-системах могут вести себя как агонисты или антагонисты, или же эффект отсутствует (Парин, и др., 1994). В мозге и гипофизе крыс обнаружено широкое представительство FMRF-иммунореактивных нейронов, которые, возможно образуют новую относительно независимую пептидэргическую систему (Орлов, Парин, 1986). 
Из литературы (Ашмарин, 1988; Гомазков, 1993) известно, что FMRFа-подобные пептиды могут образовываться путем ограниченного протеолиза из некоторых опиоидных пептидов: YGGFMRF-NH2, локализованного преимущественно в надпочечниках, и геморфин-подобных пептидов LVVPWTQRF и VVVVPWTQRF, выделенных из гомогенатов головного мозга и являющихся фрагментами 31-40 и 32-40 β-цепи гемоглобина (Иванов, 1992). 
Таким образом, данные факты указывают на существование связи между эндогенной опиоидной и симпато-адреналовой системой: фрагменты параопиоидов, образующиеся в результате их ограниченного протеолиза, обладают способностью взаимодействовать с адренорецепторами, и, возможно, служат в качестве функциональных антагонистов своих предшественников (эндоопиоидов) (Тиняков, Парин, 1998).
Вероятно, в физиологических условиях роль FMRFaмидов в регуляции функций невелика, но она может существенно возрастать при некоторых состояниях, сопровождающихся гиперпродукцией опиоидов (боль, шок, гибернация и т.п.), когда создаются условия для образования FMRFa-подобных пептидов и высвобождения их в кровь или спиномозговую жидкость. При этом FMRFa играет роль фактора активации, способствующего восстановлению физиологических функций. Так был показан благоприятный терапевтический эффект FMRFa-подобных пептидов при реанимации (Тиняков и др., 1996).
Существенную роль в проявлении эффектов FMRFa, как и многих других веществ, играет количественный эквивалент применяемого пептида, при внутрибрюшинном введении крысам в дозе 5 мг/кг FMRFa оказывает действие, сходное с введением адреналина в той же дозе, это - угнетение двигательной активности, саливация, пилоэрекция, гипергликемия, отек легких; блокада альфа-адренорецепторов дигидроэрготамином (2 мг/кг) отменяла данные патологические изменения, с другой стороны, введение пептида в дозе 0,1 мг/кг, как и применение адреналина в той же дозе не приводило к существенным морфологическим отличиям от контроля (Пономаренко, Тиняков, 1998).
В литературе имеются данные об анальгетической активности многих представителей семейства (NPFF, NPAF, NPSF) FMRFa-подобных пептидов. Интратекальные инъекции FMRFa и NPFF способны вызвать гиперанальгезию у крыс, а также пролонгируют морфиновою анальгезию (Gouarderes, et al, 1993; Kontinent, Kalso, 1995). Показана их роль в регуляции боли на спинальном уровне на модели воспалительных болей, вызванных каррагеновыми инъекциями, а также при термической болевой стимуляции, при этом значительно возрастает уровень mRNA в спинном мозге, кодирующей NPFF прекурзор (Ferdinand, et al, 1999).
 Самая высокая FMRFa-подобная активность иммунореактивность наблюдается в гипоталамусе, гиппокампе, среднем мозге и стволе мозга, коре головного мозга крыс, а также  в спинном мозге. FMRFa-иммунореактивные нейроны образуют нейрональную сеть, отдающую проекции к кортикальной, лимбической и гипоталамической областям. По данным A.A. Aarnisalo и P. Panula (1995), в мозге крыс FMRFa-подобные иммунореактивность локализована преимущественно в двух крупноклеточных популяциях, одна из которых располагается в медиальном гипоталамусе и связана с лимбической системой, центральными ядрами гипоталамуса, центральным серым околопроводным веществом и ядром солитарного тракта. В лимбической системе максимальное количество проекций выявлено в латеральном ядре перегородки, ядрах концевой пластинки и различных отделах амигдалы (Aarnisalo, Panula, 1995). 
Таким образом,  превалирующее большинство FMRFa-подобных регуляторных пептидов сосредоточено в структурах головного мозга, в связи с чем нами было проведено исследование влияния эндогенного и экзогенного гепарина на антиноцицептивные свойства FMRFa-пептида на супраспинальном уровне с регистрацией латентного периода реакции облизывания лапок (ЛП РОЛ) (Хомутов и др., 2015).
Внутрибрюшинное введение FMRFa в дозе 0.1 мг/кг сопровождается увеличением времени ЛП РОЛ, что говорит о антиноцицептивном действии параопиоида (рис. 11.2). 
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Рис. 11.2.. Влияние FMRFa, гепарина и протамин сульфата
на ЛП РОЛ (%) у крыс.
1 – Контроль;                                       2 – FMRFa (0,1 мг/кг);
3 – Гепарин → FMRFa;                      4 – Протамин сульфат→ FMRFa;
5 – Протамин (10 мг/кг)→ гепарин (500 МЕ/кг)→FMRFa (0,1 мг/кг)
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05); 
+ - по сравнению с FMRFa (р≤ 0,05).
Анальгетический эффект FMRFa потенцируется на фоне действия гепарина в дозе 500 МЕ/кг, что выражается в продолжительности эффекта. Так, если при введении FMRFa максимальный эффект регистрируется только в течение первых 20 мин от момента инъекции, то на фоне действия гепарина в дозе 500 МЕ/кг продолжительность анальгетического эффекта увеличивается до 60 мин (рис. 11.2).
Блокада эндогенного гепарина протамин сульфатом с последующим введением FMRFa характеризуется реверсией анальгетического эффекта, а ЛП РОЛ в течение всего времени наблюдения достоверно ниже показателей группы крыс, которым вводили FMRFa. Интересные данные были получены при последовательном введении протамин сульфат → гепарин → FMRFa. В этом случае величина ЛП РОЛ ниже показателей FMRFa, но выше контрольных величин (рис. 11.2).
Предварительное введение налоксона, являющегося антагонистом опиатных рецепторов, в дозе 1.0 мг/кг с последующей внутрибрюшинной инъекцией FMRFa, характеризовалось блокадой антиноцицептивного действия FMRFa, причём в течение 60 мин ЛП РОЛ резко отличался от этого показателя при введении только FMRFa  (рис. 11.3). 
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Рис. 11.3. Влияние FMRFa, гепарина и налоксона 
на ЛП РОЛ (%) у крыс.
1 – Контроль;                                              2 – FMRFa (0,1 мг/кг);
3 – Гепарин → FMRFa;                              4 – Налоксон → FMRFa; 
5 – Налоксон (1 мг/кг)→ гепарин (500 МЕ/кг)→FMRFa (0,1 мг/кг).
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с FMRFa (р≤ 0,05).
Введение исследуемых веществ по схеме налоксон → гепарин → FMRFa сопровождается значительным снижением ЛП РОЛ в течение 40 мин от момента введения относительно группы с введением только FMRFa, и увеличением ЛП РОЛ в течение всего времени наблюдения при введении по схеме налоксон → FMRFa (рис. 11.3).
Обзидан (1.0 мг/кг), являющийся неселективным β-адреноблокатором, снижает антиноцицептивное действие FMRFa, а при введении по схеме обзидан → гепарин → FMRFa анальгетический эффект FMRFa в значительной степени увеличивается относительно инъекции обзидан → FMRFa (рис. 11.4).
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Рис. 11.4. Влияние FMRFa, гепарина и обзидана на ЛП РОЛ (%)
у крыс.
1 – Контроль;                                           2 – FMRFa (0,1 мг/кг);
3 – Гепарин → FMRFa;                          4 – Обзидан→ FMRFa;
5 – Обзидан (1 мг/кг)→ гепарин (500 МЕ/кг)→FMRFa (0,1 мг/кг).
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с FMRFa (р≤ 0,05).

Таким образом, данные фармакологического анализа показывают, что антиноцицептивное действие FMRFa связано с активацией опиоидергической и адренергической систем. На фоне блокаторов гепарин способствует проявлению анальгетической активности FMRF-пептида.
Анализируя возможные механизмы потенцирующего действия гепарина на антиноцицептивный эффект FMRFa особого внимания заслуживают взаимоотношения гепарина с медиаторными системами, в т.ч. и с рецепторами. Так оказалось, что гепарин влияет на десенситизацию δ-опиоидных рецепторов, подавляет неконкурентным способом связывание с сигма рецептором опиоидов 3Н+-N-аллилнорметазоцина в микросомальной фракции мозга и мембран печени крыс (Tsao, Su, 1996). Гепарин уменьшает фосфорилирование дельта-опиоидных рецепторов, соединенных с G-белком (GPCR), и, как следствие, снижает гипосенсибилизацию, вызванную специфическим опиоидным агонистом эторфином и D-Ala2,-D-Leu5-энкефалином  (DADLE) (Hasbi et al., 1998; Morikawa et al., 1998). Гепарин блокирует выход Ca2+  (Yoon et al., 1999; Smith et al., 2001), также как ингибитор инозитол 1,4,5- трисфосфата гепарин реверсирует развитие морфиновой толерантности. Процесс десентизации, т.е. уменьшение чувствительности (гипосентизация) и сокращение числа рецепторов на клеточной поверхности (интернализация), показаны не только для опиоидных рецепторов, но и для других, также принадлежащих к GPCR (Судаков, Тригуб, 2008). Недавно были изучены рецепторы FMRFa-пептидов человека, они также относятся к классу GPCR (Kontinent, Kalso, 1995). Гепарин как неспецифический блокатор протеинкиназы доказан для опиоидных рецепторов и для β-адренергических рецепторов. Возможно, взаимодействуя с данным видом рецепторов, гепарин уменьшает процесс десенситизации, вызванный воздействием синтетических агонистов, тем самым повышает чувствительность рецепторов к анальгетикам и соответственно, при прочих равных условиях пролонгирует анальгетический эффект.
Таким образом, в реализации анальгетического эффекта FMRFа (0,1 мг/кг) принимает участие опиоидная и β-адренергическая системы. На фоне действия гепарина (500 МЕ/кг) антиноцицептивное действие параопиоида усиливается. Протамин сульфат, налоксон и обзидан снижают анальгетическое действие FMRFа. Гепарин, включённый в схему последовательных введений, снижает антианальгетическое действие протамин сульфата, налоксона и обзидана.
11.3. Семакс
Адренокортикотропный гормон (АКТГ, кортикотропин) - гормон гипофиза, регулирует эндокринные функции надпочечников, один из главных регуляторных компонентов гипоталамо-гипофиз-адреналовой оси. Его молекула представляет собой одноцепочечный полипептид, состоящий из 39 аминокислот. АКТГ повышает синтез и секрецию  стероидов надпочечников, усиливая превращение холестерола в прегненолон. Поскольку прегненолон служит предшественником всех стероидов надпочечников, длительная стимуляция АКТГ приводит к избыточному образованию глюкокортикоидов и, в меньшей степени минералкортикоидов и дигидроэпиандростерона (предшественника андрогенов). АКТГ стимулирует рост коры надпочечников, повышает синтез белка, РНК.
АКТГ и в большей степени его фрагменты АКТГ4-10, АКТГ4-7 являются эффективными стимуляторами обучения и внимания (Ашмарин и др., 1997), в том числе и при экстремальных воздействиях (Яснецов и др., 1996). АКТГ стимулирует условнорефлекторную деятельность на фоне увеличения синтеза РНК и белка в мозге (Механизмы памяти, 1984). Системное введение АКТГ улучшает закрепление и сохранение временных связей, устраняет аналгезию, влияет на поведение, усиливает эпилептическую активность, изменяет спонтанную активность нейронов коры больших полушарий (Яснецов и др., 1998). 
АКТГ и родственные ему пептиды являются важными регуляторами адаптивных функций организма. Этот пептид вызывает снижение температуры тела, стимулирует метаболизм и регулирует транспорт глюкозы и ее использование для гликолиза, что имеет значение при стрессе и гипоксии. Он стимулирует рост и регенерацию нервных волокон, что сопровождается усилением синтеза РНК и белков (Lois et al., 1986; Maurelli et al., 1987). АКТГ оказывает стимулирующее влияние на работу сердечно-сосудистой и дыхательной систем у здоровых животных, но в большей степени  эффект проявляется при стрессорных и шоковых состояниях. АКТГ дозозависимо улучшает дыхательную и сердечно-сосудистую функции и полностью предотвращает гибель животных при геморрагическом шоке (Брагин, Яснецов, 1991). 
В институте Молекулярной генетики РАН был создан препарат семакс, представляющий собой фрагмент АКТГ4-7 с присоединенными к С-концу гидрофобными радикалами, которые повышают его устойчивость и эффективность. Семакс обладает антиамнестическими и вестибулопротекторными свойствами (Яснецов и др., 1995), анальгетическим действием (Королева и др., 1996) и противоотечной активностью (Яснецов, Новиков, 1994; Платонов, Яснецов, 1996). Семакс  обладает антигипоксическими свойствами (Каплан и др., 1992), благоприятно влияет на мозговые процессы при ишемических явлениях (Каплан и др., 1991), в постреанимационном периоде (Волков и др., 1992, 1996; Геренко, 1991). Семакс увеличивает выживаемость животных после реанимации, ускоряя исчезновение сердечно-легочного дефицита (Волков и др., 1996), эффективен при постгипоксической энцефалопатии, при нарушениях эмоциональной сферы, двигательных расстройствах и нарушениях речи в терапии больных с постгипоксической патологией мозга (Алексеева и др., 1999). Антигипоксические и нормализующие циркуляцию крови эффекты семакса в сочетании со стимуляцией мнестических процессов позволили отнести его к группе ноотропов (Ашмарин и др., 1997; Манченко и др., 2010).
Эффекты АКТГ и его аналогов реализуются преимущественно через активацию аденилатциклазы и повышение уровня цАМФ (Чекман, 1991).
Взаимоотношения гепарина и АКТГ чаще всего проявляются в виде антагонизма. Ряд авторов считает, что эти вещества обладают противоположным действием и блокируют эффекты друг друга (Чазов, Лакин, 1977). 
АКТГ при однократном введении вызывает стимуляцию процесса свертывания крови и снижал уровень гепарина в крови. Аналогичные результаты наблюдались при курсовом введении 1 ЕД/кг гормона в течение 5 и 10 дней. Содержание гепарина восстанавливалось до значений нормы через 3 дня после прекращения инъекций. При этом в ответ на введение АКТГ тучные клетки реагируют выбросом низкосульфатированного гепарина, обладающего пониженной антикоагулянтной активностью (Захаров, 1969). При центральном введении АКТГ наблюдалась гипокоагуляция и увеличение содержания гепарина в крови (Захаров, 1971). 
Аналоги АКТГ могут действовать противоположным образом в отношении антикоагулянтных свойств гепарина. Например, получены комплексные соединения семакс-гепарин, обладающие антикоагулянтной активностью, превосходящей действие одного гепарина. In vitro наибольшей антикоагулянтной активностью обладали комплексы с соотношением пептид:гепарин 1:6, 1:3, 1:1 (их антикоагулянтные свойства превосходили те же свойства контрольных растворов гепарина). Комплексы 3:1, 6:1, в концентрациях 10 мг\мл практически не обладали антикоагулянтными свойствами, а в концентрации 1 мг\мл проявляли слабую антикоагулянтную активность. Все исследованные комплексы обнаруживали неферментативную фибринолитическую активность, максимальную для комплекса 1:1 in vitro и in vivo (Ашмарин и др., 1996).
Гепарин снижает содержание в крови АКТГ (Tarnawski, Wajdavicz, 1970) и   может действовать противоположно АКТГ, например, он снижает уровень сахара и пировиноградной кислоты в крови (Чазов, Лакин, 1977), уменьшает эозино- и лимфопению, вызванную АКТГ и кортизоном, и может блокировать другие эффекты. АКТГ стимулирует активность триацилглицероллипазы мозга крысы. Гепарин, наоборот, угнетает активность фермента. Однако,  в присутствии гепарина стимулирующее действие АКТГ проявляется гораздо сильнее, чем при введении одного пептида (Le Petit et al., 1986)
Вместе с тем для реализации некоторых эффектов АКТГ гепарин необходим. Стимулирующее действие АКТГ на секрецию глюкокортикоидов не проявляется при введении антагониста гепарина протамин-сульфата, и восстанавливается при введении гепарина (Шапиро и др., 1995). 
Совершенно особые отношения между гепарином и АКТГ возникают при стрессорных и патологических состояниях. Как известно под влиянием различных экстремальных факторов происходит активирование гипофизарно-адреналовой системы, которая в свою очередь вызывает дегрануляцию тучных клеток и повышение эндогенного гепарина в крови и тканях. С помощью подобной реакции, осуществляемой по принципу обратной связи, организм регулирует интенсивность общего адаптационного синдрома. АКТГ активирует секрецию тучными клетками гепарина (Шапиро и др. 1995) и усиливает его биосинтез, блокада секреции пептида при стрессе дексаметазоном  уменьшает выброс гепарина (Шапиро и др. 1998).
Проведено исследование влияния семакса в дозах 0,05 и 0,5 мг/кг на болевую чувствительность белых крыс в различных экспериментальных моделях (тесты: отдергивание хвоста, горячая пластина, сдавливание передней лапы). Эксперименты показали, что в тесте «отдергивание хвоста» введение семакса в исследованных дозах не вызывает изменения болевой чувствительности крыс. В тестах «горячая пластина» и «сдавливание передней лапы» введение семакса в обеих дозах вызывает снижение болевой чувствительности в диапазоне 30 – 60 мин после введения пептида. При этом отмечена зависимость анальгетической активности семакса от исходного состояния животных – эффекты пептида были более выражены в случае крыс с исходной высокой болевой чувствительностью (Иванова и др., 2007)
В наших исследованиях по изучению влияния гепарина на антиноцицептивный эффект  семакса было показано, что на сегментарном уровне наблюдается повышение уровня аналгезии, вызванное внутрибрюшинным введением ноотропного препарата в дозе 0.5 мг/кг (рис. 11.5). Полученные нами данные совпадают с результатами исследований, проводимых на кафедре МГУ (Иванова и др., 2007).
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Рис. 11.5. Влияние семакса и гепарина на ЛП РОХ (%) у крыс.
1 – Контроль
2 – Семакс (0,5 мг/кг)
3 – Гепарин (500 МЕ/кг)→ семакс (0,5 мг/кг)
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с семаксом (р≤ 0,05).

Игъекция семакса сопровождается двухфазным действием с максимальной величиной ЛП РОХ на 60-й и 150-й минутах от момента введения. Предварительное системное введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг в значительной мере нивелирует максимумы ЛП РОХ, снижая, таким образом, анальгетическую активность семакса в указанных точках. Тем не менее, гепарин значительно увеличивает анальгетическую активность семакса в период 20-150 мин относительно контрольных величин (рис. 11.5).
На супраспинальном уровне при внутрибрюшинном введении семакса в дозе 0.5 мг/кг наблюдается аналогичная картина. Однако величина ЛП РОЛ ниже,  чем ЛП РОХ, достигая максимальных величин на 60 (150% от контроля) и на 150 мин (132% от контроля) (табл. 11.2).
                                                                             Таблица 11.2. 
Влияние семакса, гепарина и налоксона на ЛП РОЛ (%) 
у крыс.
	Условия опыта
	Время после введения, мин

	
	20
	40
	60
	90
	120
	150

	Контроль
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	Семакс (0.5 мг/кг)
	101.4
	131.1
	150.0*
	103.3
	117.9
	132.6*

	Гепарин (500 МЕ/кг) → 
Семакс (0.5 мг/кг)
	104.2
	133.8
	158.2*
	137.0*+
	81.1+
	131.5*

	Семакс + гепарин (1:10)
	123.9
	160.8*
	79.6+
	120.7*
	89.5
	87.0

	Налоксон (1 мг/кг) →
Семакс (0.5 мг/кг)
	83.1
	127.0
	73.3*+
	106.5
	87.4
	91.3+


Различия статистически значимы между следующими группами: 
* – по сравнению с контролем (p < 0.05); 
+ – по сравнению с семаксом (p < 0.05).

Гепарин в виде предварительного введения или в виде смеси семакс - гепарина в весовом соотношении 1:10 изменяет величину ЛП РОЛ в зависимости от времени, прошедшего от момента инъекции. Увеличение порога болевой чувствительности особенно ярко представлено при введении смеси семакс – гепарин. В этом случае величина ЛП РОЛ опускается ниже контрольных величин (табл. 11.2).  
Снижение анальгетической активности семакса при использовании нами неспецифического блокатора  опиоидных рецепторов налоксона даёт предположение, что противоболевое действие пептида зависит от влияния на эндогенную опиоидную систему, которое может быть обусловлено как непосредственным взаимодействием пептида с опиоидными рецепторами, так и их влиянием на активность ферментов процессинга или деградации эндогенных опиоидов. Имеются данные, об ингибирующем действии семакса, а также его пентапептидных фрагментов на энкефалиндеградирующие ферменты сыворотки крови (Кост и др., 2001), это в свою очередь может вызвать повышение содержания опиоидных пептидов в тканях мозга. Предполагают, что ингибирование деградации энкефалина гептапетидом идет за счет конкуренции за активные центры ферментов, в частности аминопептидаз, они в той или иной мере также принимают участие в деградации других регуляторных пептидов, таких как вещество Р, брадикинин и др., это объясняет многочисленные биологические свойства семакса. Таким образом, не исключено, что в наших опытах усиление анальгетического эффекта семакса под воздействием гепарина связано с одной стороны с увеличением концентрации эндогенных опиоидов, а с другой – с повышением сенсибилизации гепарином опиоидных рецепторов (Хомутов и др., 2015).
11.4. Окситоцин
Окситоцин – октапептид, состоит из 9 аминокислотных остатков (Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2), два из которых – остатки цистеина связаны между собой дисульфидными мостиками, с образованием молекулы цистина. Гормон обладает биологической активностью только при наличии структурного кольца из пяти аминокислотных остатков, синтезируется из высокомолекулярного предшественника в крупных клетках супраоптического и паравентрикулярного ядер гипоталамуса, по их аксонам транспортируется в заднюю долю гипофиза и здесь хранится, высвобождается в общую систему кровообращения. Органом-мишенью окситоцина служит миотерий и миоэпителий молочной железы, окситоцин увеличивает проницаемость мембран клеток для ионов калия. До настоящего времени неясной остается роль окситоцина в мужском организме, предполагают его участие в системе регуляции боли (Пурсанов, Хомутов, Бутылин, 2009). 
Так было показано, что хроническое применение окситоцина в дозе 1 мг/кг у крыс обоего пола с 14 по 60 день от рождения, приводит к значительной прибавке веса в результате изменения гормонального статуса (увеличивается уровень циркулирующего холецистокинина) и повышению ноцицептивного порога, оцениваемого по тесту РОХ как у самок, так и у самцов. Хотя некоторые авторы подвергают сомнению факт снижения болевой чувствительности под действием окситоцина при хроническом введении, и утверждают, что наблюдаемое явление увеличения продолжительности латентных ответов в тесте «горячей пластины» лишь отражает седативный и вазоконстрикторский эффект данного пептида. 
C другой стороны, имеются многочисленные подтверждения об анальгетической активности окситоцина при однократном применении. Интратекальная инъекция окситоцина оказывает эффективное болеутояющее действие в течение 5 часов при лечении спинных болей, в эксперименте на собаках радиоиммунологическими методами было показано, высвобождение окситоцина в цереброспинальную жидкость при механическом сдавливании спинного мозга (Мухитдинова и др., 2004). Введение в околопроводное серое вещество 1 нмоль окситоцина приводит к значимому увеличению латентных периодов реакции облизывания лап у крыс при термальном болевом стимуле, данный антиноцицептивный эффект окситоцина блокируется антагонистом μ-опиоидных рецепторов (beta-FNA) и антагонистом κ-опиоидных рецепторов (nor-BNI), но не антагонистом δ-опиоидных рецепторов (naltrindole) (Ge, Lundeberg, 2002). 
Иммуноцитохимические исследования демонстрируют активность при стрессе окситоцин-содержащих нейронов паравентрикулярного и супраоптического ядер гипоталамуса. Нисходящие окситоцин-содержащие нервные волокна проецируются в дорзальный рог спинного мозга, в область ответственую за проведение болевой импульсации, модулируя спинальную сенсорную передачу, октапептид, возможно, играет роль в стресс-вызванной анальгезии при иммобилизационном стрессе и в тесте при плавании в холодной воде в течение 3 мин на взрослых мышах; апликация окситоцином (1 и 10 микроМ) ингибирует возбуждающие постсинаптические потенциалы, вызванные стимуляцией в дорзальных рогах спинного мозга, данное действие нейропептида реверсируется интратекальным введением антагониста окситоцина dOVT (Robinso, et al, 2002). При периферическом применении показано действие окситоцина и соматостатина как висцеральных анальгетиков (Spiller, 2002). 
Окситоцин усиливает электроакупунктурную анальгезию, причем применение налоксона только частично подавляет данный эффект, т. е. действие окситоцина не полностью зависит от эндогеннных опиоидов. При внутрибрюшинном введении в опытах на крысах и мышах антиноцицептивный эффект окситоцина также блокировался антагонистом нейропептида, но не опиоидным антагонистом, что указывает на существование специфической модуляторной функции окситоцинергической системы в ноцицепции (Bums et al., 1998).
В нашей работе системное введение окситоцина (1 мг/кг) характеризуется повышением порога болевой чувствительности, тестируемого по РОХ, затем происходит снижение на 150 мин, достоверное при измерении контрольной группы и по сравнению с исходными значениями (рис. 6.6). При предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг динамика ЛП РОХ сохраняется с приростом на 120 мин (р<0,05 от группы с окситоцином), на 150 мин на 180 мин (р<0,05 от контрольной группы). Введение смеси окситоцин:гепарин (1:1) достоверного увеличения ЛП РОХ не дает. Предварительное введение протамин сульфата увеличивает  длительность ЛП РОХ на 40, 120, 150 мин (рис. 11.6).
Полученные данные свидетельствуют, что, окситоцин в составе смеси с гепарином не протамин сульфата.проявляет анальгетической активности, в отличие от предварительного введения мукополисахарида. Положительный результат получили и при предварительном использовании антагониста гепарина – протамин сульфата.
Так как во многих работах получены результаты, свидетельствующие о том, что анальгетический эффект окситоцина сопряжен с активацией эндогенной опиоидной системы (Zhen, 1990, 1992; Ge, Lundeberg, 2002; Robinso, et al., 2002), то можно предположить, что окситоцин в составе смеси с гепарином  проявляет слабый анальгетический эффект в результате образования неактивного комплекса мукополисахарида с пептидом. Тогда как на фоне предварительного введения гепарина активизируются параллельные с окситоцинергическими антиноцицептивные механизмы, например, опиоидные, которые усиливают анальгезию окитоцином на фоне гепаринизации, с другой стороны, связывание эндогенного гепарина протамин сульфатом (10 мг/кг) способствует проявлению собственной анальгетической активности окситоцина на фоне гипогепаринемии.
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Рис. 11.6. Влияние окситоцина, гепарина и протамин сульфата
на ЛП РОХ (%) у крыс.
1 – Контроль (физ. р-р);                       2 – Окситоцин (1 мг/кг);
3 – Гепарин  → окситоцин;                 4 – Окситоцин+гепарин (1:5);
5 – Протамин сульфат (10 мг/кг) → окситоцин (1 мг/кг).
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с окситоцином (р≤ 0,05).

11.5. Пчелиный яд
Пчелиный яд, эволюционно приспособленный к защите пчелиного жилища, представляет собой сложную многокомпонентую систему, в которой выделяют полипептиды, ферменты, амины и феромоны. Особую роль в регуляции функций организма, являющегося акцептором пчелиного яда, играют полипептиды яда, к которым относится мелиттин, апамин, МСД-пептид, адолапин, тертиапин, секапин, минимин, кардиопеп, являющиеся регуляторными пептидами (Гиноян, Хомутов, Лушникова, 2008; Гелашвили, Крылов, Романова, 2015; Хомутов, 2017).
Внутрибрюшинное введение пчелиного яда в дозе 1.0 мг/кг сопровождалось увеличением ЛП РОХ (Бутылин и др., 2010), причём максимальных значений латентный период достигал на 90-й, 120-й и 150-й мин от момента инъекции (рис. 11.7). При аналогичных условиях эксперимента с введением мелиттина в дозе 1 мг/кг также наблюдалось увеличение ЛП РОХ (табл. 11.3).                                                                             
Анальгетический эффект пчелиного яда на фоне действия предварительного введения гепарина или при совместном введении яд-гепарин в весовом соотношении 1:0.5 увеличивается, причём ЛП РОХ на фоне действия гепарина увеличивается более чем в три раза, а при совместном введении в 1.8 раза (рис. 11.7).                                                                           
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Рис. 11.7. Влияние пчелиного яда, гепарина и протамин сульфата 
на ЛП РОХ (%) у крыс.
1 – Контроль (физ. р-р);                         2 – Пчелиный яд (1 мг/кг)
3 – Гепарин → пчелиный яд;                4 – Пчелиный яд+гепарин (1:0,5);
5 – Протамин сульфат (10 мг/кг)→пчелиный яд (1 мг/кг)
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с пчелиным ядом (р≤ 0,05).

Аналогичная картина наблюдалась и при замене пчелиного яда его основным действующим началом – мелиттином. Однако в этом случае величина ЛП РОХ была значительно меньше, чем при использовании апитоксина (табл. 11.3).
Блокада эндогенного гепарина протамин сульфатом и при применении пчелиного яда и при введении мелиттина сопровождалась снижением ЛП РОХ ниже контрольных величин (рис. 11.7; табл. 11.3).
                                                                             Таблица 11.3
Влияние мелиттина, гепарина и протамин сульфата на ЛП РОХ (%) 
у крыс.
	Условия опыта
	Время после введения веществ, мин 

	
	20
	40
	60
	90
	120
	150

	Контроль
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	Мелиттин (1 мг/кг)
	132*
	156*
	184*
	161*
	144*
	108

	Гепарин (500 МЕ/кг) → мелиттин 
	110
	171*
	288*+
	196*+
	159*
	134*+

	Мелиттин + гепарин (1:0.5)
	86*+
	105+
	67*+
	112+
	194*+
	182*+

	Протамин (10 мг/кг) → мелиттин 
	79*+
	96+
	71*+
	76*+
	72*+
	65*+


Различия статистически значимы между следующими группами: 
* – по сравнению с контролем (p < 0.05); 
+ – по сравнению с мелиттином (p < 0.05). 

Таким образом, при изучении влияния гепарина на антиноцицептивный эффект пчелиного яда и мелиттина, с использованием в качестве болевого раздражителя локальную гипертермию с регистрацией латентного периода реакции отведения хвоста, было показано, что экзогенный гепарин потенцирует анальгетическое действие токсинов, что выражается в резком увеличении ЛП РОХ. Протамин сульфат, блокирующий эндогенный гепарин снижает антиноцицептивную активность пчелиного яда и мелиттина, т.е. анальгетический эффект максимально проявляется в присутствии гепарина.
Одним из способов нанесения болевого раздражения, наряду с термическим, в настоящее время широко используется электрокожное раздражение (Колотилова и др., 2008; Северьянова и др., 2008). В качестве подопытных животных использовали половозрелых кроликов, которых помешали в клетку, дно которой представляло собой электродную сетку. Раздражали постоянным током с регулируемым напряжением. Фиксировали первичную двигательную активность при определённой величине напряжения.
Внутрибрюшинное введение пчелиного яда в дозе 1.0 мг/кг, начиная с 20-й мин после инъекции, сопровождалось достоверным увеличением порогов раздражения на 20-25%. Пороговые значения ответной реакции кроликов на электрокожное раздражение зависело от концентрации гепарина, присутствующего в смеси яд+гепарин. Так, при соотношении реагентов 1:0.05 и 1:50 пороговые значения достоверно отличались от контрольных величин, но не отличались от результатов серии, в которой использовался только пчелиный яд (табл. 11.4).
                                                                                             Таблица 11.4
 Влияние пчелиного яда в сочетании с гепарином и протамин
сульфатом на пороговые значения электрокожного раздражения (В) кроликов
	Наименование серии
	Контроль
	Время от введения (мин)

	
	
	20
	40
	60
	80

	Пчелиный яд (1 мг/кг)
	18±0,4
	26±1,5*
	27±1,3*
	25±1,9*
	21±1,3

	Яд + гепарин (1:0,05)
	18±0,6
	24±1,2*
	26±1,4*
	26±1,6*
	20±0,8

	Яд + гепарин (1:0,5)
	17±0,8
	14±1,0
	16±1,4
	17±1,9
	16±1,1

	Яд + гепарин (1:5)
	15±1,2
	18±2,9
	23±2,4
	20±2,5
	20±3,0

	Яд + гепарин (1:50)
	16±1,4
	19±2,1
	21±2,0*
	21±1,8*
	22±1,4*

	 Гепарин (500 МЕ/кг) → Яд
	19±0,3
	21±1,7
	21±1,5
	18±1,9
	18±0,4

	Протамин (10 мг/кг) → Яд
	19±0,4
	31±0,7*
	36±1,1*
	30±1,7*
	25±0,6*


Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05).
При соотношении в смеси яд-гепарин 1:0.5 и 1:5, а также при предварительном введении мукополисахарида в дозе 500 МЕ/кг пороговые значения электрокожного раздражения не отличались от контрольных величин. Таким образом, антиноцицептивное действие пчелиного яда зависит от концентрации экзогенного гепарина. Однако и эндогенный гепарин участвует в регуляции анальгетического эффекта апитоксина. Так, при введении протамин сульфата с последующей инъекцией яда порог раздражения увеличивается до 30-36 В.
Анализируя экспериментальные данные по влиянию гепарина на антиноцицептивные свойства регуляторных пептидов можно предполагать, что в потенцировании антиноцицептивного действия пептидов задействована эндогенная опиоидная система. Это подтверждается тем, что при предварительном введении блокатора опиоидных рецепторов налоксона противоболевая активность изучаемых пептидов в значительной степени снижается. Так, при использовании композиции «налоксон →мелиттин» на 60-й и 90-й мин от момента введения величина ЛП РОХ была достоверно ниже, чем при введении мелиттина (табл. 11.5).
                                                                          Таблица 11.5
Изменение латентного периода реакции отведения хвоста (ЛП РОХ) 
у крыс при введении мелиттина (Тинякова, Парин, 1995)
	Время от введения,
мин
	Контроль
(физ. р-р)
	Серии экспериментов

	
	
	Мелиттин (2.5 мг/кг)
	Налоксон→мелиттин

	
	ЛП, с
	ЛП, с
	% к контр.
	ЛП, с
	% к контр.

	30
	12.5
	17.6*
	140.8
	25.9*+
	207.2

	60
	11.8
	21.0*
	177.9
	16.0*+
	135.6

	90
	12.4
	20.8*
	167.7
	15.6+
	125.8

	120
	18.0
	20.0
	111.1
	21.2
	117.8

	150
	11.0
	15.8*
	143.6
	16.0*
	145.5

	180
	11.2
	15.5*
	138.4
	15.2*
	135.7


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
+ - Различия между группами «мелиттин» и «налоксон→мелиттин»
 статистически значимы (р≤ 0,05)

Итак, при введении даларгина, FMRFа, семакса, окситоцина, пчелиного яда и мелиттина совместно с гепарином ЛП РОХ и РП РОЛ возрастают относительно данных полученных при инъекции только регуляторных пептидов. Этот эффект, по-видимому, связан с сенсибилизацией гепарином опиоидных рецепторов в результате чего антиноцицептивная активность возрастает.
При электрокожном раздражении гепарин снижает антиноцицептивную активность пчелиного яда, а протамин сульфат потенцирует эффект. Возможно, что в данном случае происходит взаимодействие мелиттина с гепарином, в результате которого образуется неактивный комплекс.






























ГЛАВА 12. МОДИФИКАЦИЯ ГЕПАРИНОМ ПОВЕДЕНЧЕСКОГО  СТАТУСА ЖИВОТНЫХ В УСЛОВИЯХ ДЕЙСТВИЯ 
РЕГУЛЯТОРНЫХ ПЕПТИДОВ
                                                
Для оценки физиологического состояния крыс широко используется тест «Открытое поле». Установка представляет собой большую круглую камеру диаметром 110 см, ограниченную полосой белой жести высотой 40 см. Пол камеры разделён на квадраты со стороной 20 см (Буреш и др., 1991, Судаков и др., 2013). Животное помещается в центральный квадрат и за ним ведётся наблюдение. Визуально в течение 5 мин подсчитывается количество отдельных поведенческих актов. Запись осуществляется вручную с последующей обработкой на компьютере, каждому поведенческому акту соответствует собственный код. 
	12.1. Даларгин	
При оценке горизонтальной активности мышей с внутрибрюшинным введением даларгина в дозе 0.5 мг/кг было показано, что локомоторная активность животных резко возрастает и количество пересечённых квадратов увеличивается до 228% относительно контрольных величин (рис. 12.1).
[image: ]Рис. 12.1. Влияние даларгина, гепарина, протамина и налоксона 
на горизонтальную активность мышей
1. Исходно (контроль);                        2. Даларгин (0.5 мг/кг);
3. Гепарин (50 МЕ/кг);                        4. Гепарин → Даларгин;
5. Протамин (10мг/кг) → Даларгин;    6. Налоксон (1.0мг/кг) → Даларгин.
* - Различия между исходными и экспериментальными данными статистически значимы (р≤0.05).
Проблема проникновения периферически введённого даларгина в мозг через ГЭБ неоднократно обсуждалась, при этом одни авторы утверждают, что даларгин проникает в мозг только в дозах 0.5-10 мкг/кг или более 5 мг/кг (Пеннин, 1992), а в дозе.1-0.5 мг/кг не взаимодействует с опиатными рецепторами мозга (Полонский, 1987). Немецкие исследователи утверждают, что даже в очень больших дозах (8 мг/кг) даларгин не проникает через ГЭБ. Рядом других авторов было показано, что периферическое введение даларгина даже в дозах 30 мкг/кг, 0.1 и 0.2 мг/кг сопровождается выраженными центральными эффектами, таким образом существует возможность проникновения даларгина через ГЭБ и в дозах 0.1-0.5 мг/кг. Несмотря на существующие противоречия доза даларгина 0.5 мг/кг, в наших экспериментах, проникает через ГЭБ и активно влияет на поведенческие реакции мышей.
Далее необходимо отметить, что инъекция гепарина в дозе 50 МЕ/кг также как и даларгин увеличивает локомоторную активность экспериментальных животных, увеличивая количество пересечённых квадратов в 2.3 раза. Последовательное введение гепарина и даларгина сопровождается  увеличением двигательной активности, а количество пересечённых квадратов возрастает с 27.4±2.9 в контроле до 68.4±5.2 (рис. 12.1).
При введении протамин сульфата – блокатора эндогенного гепарина и налоксона – агониста опиоидных рецепторов локомоторная активность снижается и составляет 79.4 и 64.1% от контрольных величин соответственно (рис. 12.1.).
Внутрибрюшинное введение даларгина в тестовой дозе увеличивает количество вертикальных стоек почти в 6.5 раз. Аналогичная картина наблюдается  при введении гепарина, однако в этом случае вертикальной активности ниже, чем при введении даларгина и составляет 364.5% от исходной величины (табл. 12.1).
                                                                            Таблица 12.1
Влияние даларгина, гепарина, протамина и налоксона 
на вертикальную активность мышей
	Условия 
эксперимента
	Количество вертикальных стоек

	
	Исходно, актов
(100%)
	Введение веществ

	
	
	Кол-во стоек 
	% от исходной

	Даларгин (0.5 мг/кг)
	1.4±0.5
	8.9±1.8*
	635.7

	Гепарин (50 МЕ/кг)
	2.2±0.7
	7.8±2.1*
	364.5

	Гепарин(50 МЕ/кг) →
Даларгин (0.5 мг/кг)
	1.7±0.4
	9.8±1.5*
	576.4

	Протамин  (10мг/кг) → Даларгин 
	2.1±0.6
	5.5±1.8*
	261.9

	Налоксон (1.0мг/кг)
→ Даларгин
	2.7±0.9
	2.2±1.0
	81.4


* - Различия между исходными и экспериментальными данными 
статистически значимы (р≤0.05).
Предварительное введение гепарина с последующей инъекцией пептида также сопровождается повышением ориентировочно-иследовательской активности. Интересные данные были получены при предварительном введении протамин сульфата. В отличие от горизонтальной активности при введении протамина вертикальная активность увеличивается, достигая 261, 9% от исходной величины. Напротив, инъекция налоксона сопровождается снижением количества вертикальных стоек (табл. 12.1).
Важно знать физиологические механизмы, от которых зависит высокая или низкая двигательная активность животных в «открытом поле». Показано, что у крыс с высокой двигательной активностью удельная активность моноаминоксидазы А (субстрат серотонин) выше, чем у низкоактивных животных (Доведова, Монаков, 2000). Помещение же низкоэмоциональных животных в «открытое поле» сопровождается снижением содержания серотонина (Середенин, Лапицкая, Надоров, 2000), что, по-видимому, связано с повышением активности моноаминоксидазы, т.е. содержание серотонина в мозге отрицательно коррелирует с локомоторной активности и положительно – с выраженностью эмоциональных реакций. В условиях повышенной двигательной активности в мозге усиливается активность холинергической медиаторной системы у животных с высокой двигательной активностью. Также у высокоактивных животных более интенсивно идёт утилизация дофаминв и более высокая скорость обмена норадреналина, чем у низкоактивных животных. Таким образом, двигательная активность животных отрицательно коррелирует с их эмоциональностью, что проявляется изменениями соотношения нейромедиаторных систем в мозге животных (Доведова, Монаков, 2000; Середенин, Лапицкая и др., 2000; Хомутов и др., 2012).
Ещё одним показателем оценки поведенческих реакций в тесте «открытое поле» является количество возвратов животных с периферии. Количество возвратов с периферии при внутрибрюшинном введении даларгина в дозе 0.5 мг/кг возрастает относительно исходных величин до  208.3% (табл. 12.2).
                                                                                  Таблица 12.2
Влияние даларгина, гепарина и налоксона 
на количество возвратов с периферии
	Условия эксперимента
	Количество повторно пересечённых секторов, шт.

	
	Исходно, актов
(100%)
	Введение веществ

	
	
	Кол-во секторов 
	% от исходной

	Даларгин (0.5 мг/кг)
	11.9±2.2
	25.4±3.5*
	208.3

	Гепарин (50 МЕ/кг)
	16.9±2.7
	29.5±3.1*
	170.5

	Гепарин(50 МЕ/кг) →
Даларгин (0.5 мг/кг)
	15.9±1.3
	25.7±3.4*
	156.2

	Налоксон (1.0 мг/кг)
→ Даларгин
	13.5±3.2
	5.3±1.7*
	38.5


* - Различия между исходными и экспериментальными данными 
статистически значимы (р≤0.05).
Увеличение показателя возврата с периферии  фиксируется и при внутрибрюшинном введении гепарина, даларгина на фоне действия гепарина. Предварительное введение налоксона сопровождается значительным снижением показателя и количество возвратов снижается с 13.5±3.2 до 5.3±1.7, что составляет лишь38.5% от исходной величины (табл. 12.2).
При интраназальном введении даларгина в дозе 0.5 мг/кг показатели горизонтальной, вертикальной активности и возврат с периферии повышаются, не достигая, тем не менее, уровня показателей, регистрируемых при внутрибрюшинном введении. Независимое введение гепарина и действие даларгина на фоне предварительного введения гепарина, в отличие от внутримышечного введения, достоверно не изменяет величину исследуемых показателей. 
Исходя из наших экспериментальных данных, можно утверждать, что под воздействием даларгина наблюдается снижение тревожности и увеличение исследовательской активности мышей. Показано, что выраженность эффектов синтетических аналогов энкевалинов завсит от степени сродства и селективности к δ- и  μ- типам  опиатных рецепторов, связана с проникновением через гемато-энцефалический барьер и носит дозозависимый характер.
Даларгин, являясь агонистом опиоидных рецепторов, имеет высокую аффинность к δ-рецепторам и меньшую к μ-рецепторам (Пенин, 1992). Наибольшая концентрация δ-рецепторов наблюдается в лимбической системе мозга (Сергеев, Шимановский, 1987). Доказано, что корково-лимбико-ретикулярные связи лежат в основе эмоционального поведения, и нейрохимические механизмы этих связей опосредуются через энкефалины (Казаков, Кравцов и др., 1990). Т.о. даларгин, проникая через ГЭБ, может оказывать влияние на эмоциональный статус животного.
При введении налоксона никаких достоверных отличий от дней предварительного тестирования не наблюдалось, но можно отметить тенденцию к понижению всех показателей. При совместном введении с даларгином, налоксон блокировал все эффекты данного синтетического опиоида. Тем самым можно утверждать, что все вышеописанные эффекты даларгина опосредованы взаимодействием с опиоидными рецепторами, а не являются неспецифическим эффектом стрессирующего воздействия.
Изучая возможное влияние гепарина на проявление нейротропного действия даларгина, мы предварительно оценили собственное влияние гепарина на уровень тревожности и исследовательской активности, поскольку ни в отечественной, ни в зарубежной литературе не встретили ни одного указания на подобные исследования. Введение гепарина в дозе 50 Е/кг также вызывало снижение тревожности и увеличение исследовательской активности мышей, т. е. введение гепарина сопровождается центральными эффектами.
Возможность проникновения гепарина через ГЭБ была продемонстрирована рядом авторов (Орлов, Гелашвили, 1972; Кудряшов, Ляпина и др., 1978). В настоящее время показано, что гепарин в малых дозах способен трансформировать реактивность ЦНС (Кондашевская, Кудрин и др., 2000). Возможно, что действие гепарина опосредуется через гепаринсвязывающие белки, максимальные колебания активности которых после стрессорного воздействия были обнаружены в гиппокампе и стриатуме (Белоусова, Ушаков, 2002), т.е. в отделах лимбической системы, ответственных за эмоциональное поведение. На мембранах нейронов мозга имеется своеобразный HB-GAM-белок (Heparin-Binding Growth-Associated Molecule), который связывает гепарин и гепарана сульфат и участвует в росте нейритов перинатальных нейронов мозга in vitro (Kinnunen et al., 1998). 
Также существует вероятность, что эффекты гепарина реализуются через опиоидные рецепторы (Кондашевская, Кудрин и др., 2000). Указанные авторы выявили позитивное влияние регулярно вводимых низких доз гепарина (64 Е/кг) на обучаемость в тесте восьмилучевого радиального лабиринта и, обсуждая возможный механизм обнаруженного феномена, указывают на полученные Draganai et al. свидетельства опиоидподобного действия гепарина. Полученные нами результаты в опытах с блокадой поведенческих эффектов гепарина налоксоном также позволяют предполагать подобное объяснение.
Введение даларгина на фоне гепарина сопровождалось типичным для обоих паттерном поведенческих реакций – повышение двигательной и исследовательской активности и т. д. На основании изложенного можно предполагать, что нейротропные эффекты даларгина и гепарина при независимом введении во многом однонаправлены.
При введении налоксона, никаких достоверных отличий от дней предварительного тестирования не наблюдалось, но можно отметить тенденцию к понижению всех показателей. При совместном введении даларгина и протамин сульфата эффект даларгина заметно снижается в серии экспериментов с оценкой горизонтальной активности. Однако при тех же условиях опыта, но с оценкой вертикальной активности показатели повышаются. 
 Подводя итоги данной серии экспериментов, можно сделать вывод, что гепарин и даларгин, как при независимом, так и при совместном введении снижают тревожность и увеличивают исследовательскую активность мышей, следовательно, способны повысить устойчивость животных в стрессирующей ситуации. Стресс действует через систему регуляторных механизмов, связанных с мобилизацией энергии. Животные, подвергнутые стрессу, выбирают преимущественно определенный тип поведенческих реакций, который характеризует их как активных и неактивных. От общей стратегии поведения зависит стресс-устойчивость организма (Медведева и др., 1993). 
Устойчивые к стрессу животные в тесте 'открытое поле' характеризуются коротким латентным периодом первого движения, низким показателем вегетативного баланса. Предрасположенные к стрессу животные в тесте 'открытое поле' характеризуются пролонгированным латентным периодом первого движения, низкой двигательной и исследовательской активностью и высоким показателем вегетативного баланса ( Коплик и др., 1995).


12.2. Пчелиный яд
Внутрибрюшинное введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг практически не изменяло локомоторной активности относительно контроля за исключением регистрации показателей через 1 час после инъекции. Но этот эффект связан, по-видимому, с высоким показателем активности крыс при введении физиологического раствора, т.е. количеством актов – количеством пересечённых квадратов за 5 мин (рис. 12.2).
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Рис. 12.2. Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении пчелиного яда, гепарина и протамин сульфата.
1 – Физ. р-р (контроль);                              2 – Гепарин (500 МЕ/кг);
3 – Пчелиный яд (5.0 мг/кг);                      4 – Пчелиный яд →Гепарин; 
5 – Гепарин →Пчелиный яд;                     6 – Гепарин+Пчелиный яд;
7 – Протамин сульфат (10 мг/кг)→ Пчелиный яд (5.0 мг/кг).
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05);
+ - Различия между группами «пчелиный яд» и «пчелиный яд – гепарин»    статистически значимы (р≤ 0,05).
Ранее, на кафедре физиологии и биохимии человека и животных было показано, что пчелиный яд при внутрибрюшинном введении в широком интервале доз оказывает выраженное влияние на поведение и память животных. В дозе 0.1 мг/кг активирует исследовательское и эмоциональное виды поведения, угнетает агрессивное поведение, оказывая седативное действие, улучшает обучение и долговременную память мышей и крыс. В более высоких дозах (0.5-1.0 мг/кг) яд оказывает угнетающее влияние на изученные функции ЦНС (Николаев, 1999).
В наших экспериментах пчелиный яд в дозе 5.0 мг/кг (DL50 - 7.5 мг/кг) в течение всего времени наблюдения (24 часа) снижал горизонтальную активность лабораторных животных в 2-3 раза относительно контроля. Введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг на фоне действия апитоксина усугубляло ситуацию и количество пересечённых квадратов достоверно снижалось как относительно контроля, так и относительно группы «пчелиный яд. иная картина наблюдается при предварительном и совместном введении гепарина и пчелиного яда. В этом случае горизонтальная активность возвращается к показателям, характерным для группы животных, которым вводили только пчелиный яд. Блокада эндогенного гепарина протамин сульфатом сопровождается низким уровнем двигательной активности, ниже показателей, зарегистрированных в серии «пчелиный яд → гепарин» (рис. 12.2).
При оценке количества вертикальных стоек  при действии пчелиного яда, гепарине и протамин сульфата наблюдается аналогичный алгоритм изменений поведенческих реакций, что и при изучении горизонтальной активности. Независимое введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг не изменяет вертикальной активности относительно контрольных величин. Пчелиный яд в тестовой дозе снижает количество вертикальных стоек в 2-3 раза (рис. 12.3).
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Рис. 12.3. Вертикальные стойки крыс в тесте «Открытое поле» 
при введении пчелиного яда, гепарина и протамин сульфата.
1 – Физ. р-р (контроль);                         2 – Гепарин (500 МЕ/кг);
3 – Пчелиный яд (5.0 мг/кг);                 4 – Пчелиный яд → Гепарин;
5 – Гепарин → Пчелиный яд;               6 – Гепарин + Пчелиный яд (1:1);
7 – Протамин сульфат (10 мг/кг)→ Пчелиный яд (5.0 мг/кг).
* - Различия между контрольными и экспериментальными группами 
статистически значимы (р≤ 0,05);
+ - Различия между группами пчелиный яд и пчелиный яд – гепарин
статистически значимы.
Инъекция гепарина на фоне действия апитоксина, также как и при оценке горизонтальной активности, снижает количество вертикальных стоек относительно контроля и относительно серии с применением только яда. При последовательном введении гепарина и через 10 мин пчелиного яда восстановление вертикальной активности наблюдается только через 24 часа после инъекции. Предварительное введение протамин сульфата в дозе 10 мг/кг практически соответствует показателям, характерным для введения только пчелиного яда (рис. 12.3).
Количество актов замирания при введении пчелиного яда снижается в 2-3 раза относительно контроля, причём восстановления не наблюдается в течение 24 часов. При последовательном введении яд → гепарин общая тенденция  на снижение актов замирания также отчётливо прослеживается. При предварительном введении гепарина с последующей инъекцией яда через 6 и 24 часа показатели восстанавливаются до контрольных величин, но достоверно отличаются от влияния пчелиного яда. Введение смеси гепарина с ядом в весовом соотношении 1:1, а также при предварительном введении протамин сульфата  достоверно отличаются от контрольных величин, но не отличаются от серии, в которой животным вводили только яд (табл. 12.3).
                                                                                           Таблица 12.3
Модификация гепарином поведенческих реакций крыс замирания 
и обнюхивания в тесте «открытое поле»
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час

	
	1
	6
	24

	Замирание (кол-во актов)

	Физиол. р-р (контроль)
	5.4±0.8
	5.8±0.9
	3.7±0.7

	Гепарин (500 МЕ/кг)
	5.0±0.5
	3.8±0.4
	2.3±0.3

	Пчелиный яд (5.0 мг/кг)
	2.7±0.9*
	1.6±0.5*
	1.8±0.4*

	Яд → Гепарин
	2.0±0.4*
	2.2±0.6*
	2.0±0.5*

	Гепарин → Яд
	2.8±0.7*
	3.5±1.1+
	3.5±08+

	Гепарин + Яд (1:1)
	3.0±1.0*
	2.8±0.9*
	1.8±0.2*

	Протамин (10 мг/кг)→ Яд
	2.2±0.3*
	2.2±0.7*
	2.8±0.8

	Обнюхивание (кол-во актов)

	Физиол. р-р (контроль)
	5.4±0.6
	4.7±0.8
	5.0±0.2

	Гепарин (500 МЕ/кг)
	6.0±1.1
	2.0±0.3
	4.7±0.4

	Пчелиный яд (5.0 мг/кг)
	3.7±1.0
	3.6±1.1
	4.0±1.0

	Яд → Гепарин
	1.2±0.4*+
	1.0±0.1*+
	1.0±0.3*+

	Гепарин → Яд
	1.7±0.7*+
	1.3±0.4*+
	7.2±1.4*+

	Гепарин + Яд (1:1)
	2.5±0.3*
	2.7±0.9*
	3.0±1.0*

	Протамин (10 мг/кг)→ Яд
	1.8±0.1*
	2.2±0.7*
	2.2±0.8*


* - Различия между контрольными и экспериментальными группами 
статистически значимы (р≤ 0,05);
+ - Различия между группами пчелиный яд и пчелиный яд – гепарин
статистически значимы.
При введении пчелиного яда в дозе 5.0 мг/кг достоверных изменений в количестве актов обнюхивания не наблюдается. Однако при последовательности введений яд → гепарин количество актов обнюхивания достоверно снижается как относительно контроля, так и относительно серии экспериментов, в которой вводили только яд. При обратной последовательности введений, т.е. гепарин → яд  в первые 6 часов от момента инъекции количество обнюхиваний соответствует таковому, характерному для предыдущей серии. Однако через 24 часа  количество актов обнюхивания резко возрастает, превышая как контрольные данные, так и результаты, полученные при введении пчелиного яда. При совместном  введении гепарина и яда в виде смеси полученные данные не отличаются от результатов с применением только яда. Данные, полученные при введении пчелиного яда на фоне предварительной инъекции (10 мг/кг) достоверно снижаются относительно контроля, но не отличаются  статистически значимо от введения пчелиного яда (табл. 12.3).
Для оценки эмоционального состояния экспериментальных животных используют груминг, уринацию и дефекацию. Однако в наших экспериментах количество акций уринации и дефекации были столь незначительны, что в дальнейшей работе мы не учитывали данные факторы.
Пчелиный яд снижает количество актов груминга в 2-2.5 раза, причём восстановления через сутки после инъекции не наблюдается (рис. 12.4.).
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Рис. 12.4. Груминг крыс в тесте «Открытое поле» при введении 
пчелиного яда, гепарина и протамин сульфата.
1 – Физ. р-р (контроль);                                 2 – Гепарин (500 МЕ/кг);
3 – Пчелиный яд (5.0 мг/кг);                         4 – Пчелиный яд →Гепарин;
5 – Гепарин →Пчелиный яд;                        6 – Гепарин + Пчелиный яд (1:1);
7 – Протамин сульфат (10 мг/кг)→ Пчелиный яд(5.0 мг/кг).
* - Различия между контрольными и экспериментальными группами 
статистически значимы (р≤ 0,05);
+ - Различия между группами пчелиный яд и пчелиный яд – гепарин 
статистически значимы (р≤ 0,05).
Комбинация введений пчелиный яд → гепарин снижает количество актов груминга, причём максимальное снижение регистрируется через 1 час после инъекции. Реверсия последовательности введений, т.е. пчелиный яд на фоне гепарина, сопровождается резким повышением груминга через 24 час наблюдений. Яд + гепарин в виде одновременно вводимой смеси  увеличивает количество актов груминга относительно независимого введения пчелиного яда, а протамин сульфат снижает эмоциональный статус до уровня введения только пчелиного яда (рис. 12.4).
Таким образом, оценка поведенческих актов в тесте «открытое поле» при внутрибрюшинном введении пчелиного яда в дозе 5.0 мг/кг позволяет сделать вывод о том, что апитоксин снижает горизонтальную и вертикальную активность крыс, снижает тревожно-фобические, ориентировочно-исследователькие реакции и эмоциональный статус животных. Гепарин в дозе 500 МЕ/кг при независимом введении не влияет на поведенческие реакции, а при сочетанном введении с гепарином разнонаправленно влияет на показатели поведенческих реакции в зависимости от комбинационной последовательности введения с ядом: при комбинации яд → гепарин показатели поведенческих реакций снижаются как относительно контроля, так и относительно независмого ввдения пчелиного яда. При комбинации гепарин → яд показтели выше, чем у апитоксины, особенно через 24 часа после инъекции; при комбинации гепарин + яд в весовом соотношении 1:1 разнонаправленное действие, в большинстве случаев связанное с повышением показателей относительно яда и, наконец, блокада эндогенного гепарина в комбинации протамин сульфат → яд сопровождается снижением всех показателей поведенческих реакций.  
В связи с тем, что пчелиный яд представляет собой кластер регуляторных пептидов (Хомутов, 2017) механизм его действия может быть весьма разнообразен. По данным литературы поведенческие и мнестические эффекты пчелиного яда реализуются путём активации эндогенной опиоидной, симпато-адреналовой и гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой систем, так как реверсируются налоксоном и дигидроэрготамином. В меньшей степени задействованы холинергические механизмы, поскольку мнестический эффект яда лишь частично блокируется скополамином (Николаев, 1999).
Одним из механизмов влияния гепарина может быть, как уже указывалось выше, на поведенческие реакции пчелиного яда непосредственное взаимодействие основного действующего начала яда – мелиттина, с образованием комплексного соединения, в котором взаимодействующие компоненты частично или полностью теряют свои свойства.






ГЛАВА 13. МОДУЛЯЦИЯ ГЕПАРИНОМ АНТИГИПОКСИЧЕСКИХ ЭФФЕКТОВ РЕГУЛЯТОРНЫХ ПЕПТИДОВ В УСЛОВИЯХ  
ОСТРОЙ ГИПОБАРИЧЕСКОЙ ГИПОКСИИ

Особое место в ряду стрессирующих воздействий занимает острая гипоксия. Её особенностью является то, что она включается в качестве регулятора в нормальную жизнедеятельность клетки, но в определённых условиях гипоксия может становиться патогенным фактором. Гипоксия – широко распространённое явление, возникающее как в условиях дефицита кислорода во внешней среде, так и в результате самых разных патологий, связанных с нарушением функций дыхательной, сердечно-сосудистой систем, а также транспортной функции крови. Во всех случаях в конечном итоге, происходит снижение доставки кислорода к тканям до уровня, недостаточного для поддержания функции, метаболизма и структуры клетки (Лукьянова, 1997).
Для того, чтобы оценить время животных в условиях острой гипобарической гипоксии (ОГБГ) использовался стандартный метод моделирования. Моделирование ОГБГ осуществляли в барокамере, в которую помещали мышей и в течение 60 с понижали атмосферное давление до уровня, соответствующего высоте 9000 и 10000 м. На этой «высоте» животные находились до начала агонального дыхания., после чего в барокамере восстанавливали нормальное давление. Время от начала «подъёма» до второго терминального вздоха считали временем выживания (Плохов, Астраханцева, 2003).
13.1. Даларгин
При моделировании влияния даларгина, гепарина, протамин сульфата, налоксона и аминазина на устойчивость к ОГБГ показано, что у животных, получавших даларгин в дозе 0,5 мг/кг, выявлено достоверное увеличение “времени жизни” по сравнению с контролем. В то же время, у животных, получавших даларгин в дозах 1,0 мг/кг и 3,0 мг/кг, никаких достоверных отличии от контроля не наблюдалось (табл. 13.1).
При введении гепарина в дозе 125 МЕ/кг у животных увеличивалось время жизни по сравнению с контролем,; в то время, как введение гепарина в дозах 250 МЕ/кг и 375 МЕ/кг никаких достоверных отличий от контроля не вызывало. Блокада эндогенного гепарина предварительным введением протамин сульфата в дозе 10 мг/кг вызывала недостоверное повышение продолжительности жизни мышей в условиях ОГБГ (табл. 13.1).
При внутрибрюшиггом введении гепарина в дозе 125 МЕ/кг с последующей инъекцией даларгина (0.5 мг/кг) продолжительность жизни мышей в условиях ОГБГ была значительно ниже, чем при независимом действии даларгина, и недостоверно выше, чем в контроле.
Данные, полученные при независимом введении протамин сульфата, достоверно не отличались от контрольных величин. Однако при сочетанном введении с даларгином по схеме  протамин сульфат (10мг/кг) → даларгин (0.5 мг/кг) продолжительность жизни животных в условиях ОГБГ возрастала почти в 5 раз относительно контроля и в два раза относительно введения даларгина. Использование агониста опиоидных пептидов налоксона в дозе 1.0 мг/кг в условиях ОГБГ сопровождалось снижением продолжительности жизни относительно независимого введения даларгина в два раза (табл. 13.1).  
                                                             Таблица 13.1 
Продолжительность жизни мышей в условиях ОГБГ, 9 км, 
при введении даларгина, протамин сульфата, гепарина и налоксона 
	Условия эксперимента
	Время жизни, с

	Физиол. р-р (контроль)
	47.3±11.3

	Даларгин (0.5 мг/кг)
	112.2±18.4*

	Даларгин (1.0 мг/кг)
	54.3±9.8

	Даларгин (3.0 мг/кг)
	77.5±25.5

	Протамин сульфат (10мг/кг) 
	57.5±8.6

	Гепарин (125 МЕ/кг)
	113.8±12.8*

	Гепарин (250 МЕ/кг)
	50.0±6.4

	Гепарин (375 МЕ/кг)
	80.0±22.9

	  Протамин сульфат (10 мг/кг) → даларгин (0.5 мг/кг)
	223.4±26.1*

	Гепарин (125 МЕ/кг) → даларгин (0.5 мг/кг)
	73.8±15.2

	Налоксон (1.0 мг/кг) → даларгин (0.5 мг/кг)
	56.3±8.8


* - Различия между контрольными и экспериментальными группами 
статистически значимы (р≤0.05).

Поскольку при совместном введении даларгина и протамин сульфата выживаемость животных в условиях ОГБГ была достоверно выше, чем в контроле, в дополнительной серии экспериментов мы задались целью протестировать потенциальные антигипоксические свойства даларгина (0.5 мг/кг) и даларгина с протамин сульфатом в более жестких условиях – на высоте 10 км.
При подъёме на высоту 10 км общая тенденция антигипоксического действия даларгина сохраняется, а продолжительность жизни мышей в условиях ОГБГ и введения даларгина (0.5 мг/кг) возрастает в три раза относительно контроля. Инъекция протамин сульфата сопровождается  снижением продолжительности жизни, а «время жизни» в условиях ОГБГ пр последовательном введении антагониста гепарина и пептида увеличивается в два раза относительно инъекции даларгина и в пять раз относительно контроля (табл. 13.2). 
Характеризуя направленность действия аминазина на ЦНС, принято говорить о дезинтегрирующем влиянии препарата на медиаторные системы мозга, что подразумевает достаточно грубые изменения в функционировании высших регуляторных систем организма. Это не может не сказаться на состоянии организма, находящегося под воздействием аминазина в экстремальных условиях, что мы и наблюдали в наших экспериментах. В этой связи наше внимание было обращено на возможность физиологической модуляции активности катехоламинергической системы с помощью опиоидных пептидов. В роли такого модулятора выступил даларгин.
Независимое введение аминазина в дозе 2.5 мг/кг за 15 мин до гипоксии сопровождалось продолжительности жизни мышей в условиях ОГБГ, тогда как при аналогичных условиях эксперимента, но увеличением времени до гипоксии до 1.5 часа  продолжительность жизни резко возрастала (табл. 13.2).
                                                                                            Таблица 13.2 
Время жизни в условиях ОГБГ, 10 км, при введении 
даларгина, протамин сульфата и аминазина 
	Условия эксперимента
	Время жизни, с

	Физиол. р-р (контроль)
	23.8±1.8

	Даларгин (0.5 мг/кг)
	64.3±7.3*

	Протамин сульфат (10мг/кг)
	11.5±2.2

	   Протамин сульфат (10мг/кг) → даларгин (0.5 мг/кг)
	123.1±10.1*

	Аминазин (2.5 мг/кг) → 15 мин до гипоксии
	24.6±3.8

	Аминазин (2.5 мг/кг) → 1.5 ч до гипоксии
	298.4±19.4*

	Даларгин → Аминазин → 15 мин до гипоксии
	78.2±8.2*

	Даларгин → Аминазин → 1.5 ч до гипоксии
	179.8±15.6*


* - Различия между контрольными и экспериментальными группами 
статистически значимы (р≤0.05).
Последовательность применения условий эксперимента даларгин → аминазин → 15 мин →  гипоксия выявила достоверные различия с контролем и независимом введении аминазина за 15 мин до гипоксии. Используя ту же схему эксперимента, заменив только время до гипоксии с 15 мин до 1.5 часа, получили резкое увеличение продолжительности жизни, величина которой меньше, чем при независимом введении аминазина за 1.5 часа до гипоксии (табл. 13.2).
Хотя в медицинской практике уже давно активно используется целый ряд опиоидных препаратов, в том числе пептидной природы, однозначного мнения о роли опиоидов в развитии гипоксических состояний до сих пор не сформировано. Так, обширный цикл исследований коллективом авторов из МГУ антигипоксических свойств ряда регуляторных пептидов свидетельствуют о выраженном антигипоксическом потенциале таких пептидов с выраженными антиопиоидными свойствами, как тиролиберин, семакс, FMRF (Балан и др., 1997; Бастрикова и др., 1995). Давно уже выявлена способность увеличивать устойчивость к гипоксии у классического блокатора опиоидных рецепторов – налоксона. С другой стороны, не менее многочисленны сведения об антигипоксическом и антиишемическом действии эндорфинов, энкефалинов и их синтетических аналогов. 
Проведенные нами исследования показали, что даларгин в дозе 0.5 мк/кг увеличивает выживаемость мышей, находящихся в условиях ОГБГ, при этом введение даларгина в дозах 1.0 мг/кг и 3.0 мг/кг неэффективно. В этой связи сразу же обращает на себя тот факт, что предшествующие исследования нейротропного действия даларгина также показали отсутствие эффектов препарата при введении в высоких дозах.
При сочетанном действии налоксона и даларгина (0.5 мг/кг), налоксон устранял эффекты даларгина, что указывает на возможность опосредованности защитного действия даларгина опиоидными рецепторами. Эффект даларгина, как мы видим, имеет выраженную зависимость от дозы. На основании наших экспериментов и данных литературы, можно предположить, что наиболее эффективные антигипоксические дозы – менее 1.0 мг/кг (Брилль, Мартынов, 1990). Наиболее вероятный путь защиты организма от острой гипоксии опиоидными пептидами связан с их способностью снижать кислородный запрос тканей. Определенное значение имеет и антистрессорный компонент в спектре фармакологической активности эндогенных и экзогенных опиоидов (Яснецов, 1998). 
Имеются данные, указывающие на принципиальную возможность относительного поддержания кальциевого гомеостаза с помощью синтетического опиоидного пептида даларгина; т.к. избыток кальция приводит к патологическому усилению его внутриклеточных регуляторных эффектов, то фармакологическое обеспеченние оптимального кальциевого баланса клеток, может оказать поддерживающий эффект в условиях острого стрессирующего воздействия. Острые стрессорные воздействия различного качества вызывают в целом повышение уровня опиоидов в эмоциогенных зонах мозга, при хроническом стрессе продукция опиоидных пептидов уменьшается. Возможно, поэтому небольшие дозы даларгина оказывают поддерживающий эффект при остром стрессе. Также общеизвестно, что гиперфункция опиоидергической системы сопровождается угнетением ряда висцеральных функций.
Общепринятым средством фармакологического анализа эффектов опоследованных опиодергической системой, является блокатор опиоидных рецепторов налоксон. При этом, анализируя работы, посвященные влиянию налоксона на устойчивость животных к гипоксии, можно констатировать, что эффекты препарата очень противоречивы. Одни авторы показали, что налоксон увеличивает выживаемость животных при ОГБГ (Брилль, Мартынов, 1990), другие показали, что налоксон уменьшает продолжительность жизни животных (Яснецов, 1988). При анализе наших данных наблюдался очень большой разброс значений. В этой связи необходимо вспомнить, что, помимо классификации "по сродству" к различным лигандам, опиатные рецепторы могут быть подразделены на высоко- и низкоаффинные. Высоко- и низкоаффинное связывание является характерной чертой опиатных рецепторов мозга и вегетативной нервной системы, в частности. Следует считать, что высокоаффинное связывание является неспецифическим по отношению к опиатным лигандам, в то время как, после блокады высокоаффинных участков связывания, избирательность по отношению к различным лигандам низкоаффинных участков полностью сохраняется, то есть высокоаффинные участки связывания являются общими для различных лигандов. Существуют экспериментальные доказательства того, что опиатные рецепторы, избирательные по отношению к морфину, совпадают с высокоаффинными участками связывания, а рецепторы, избирательные по отношению к энкефалинам, - с низкоаффинными. Между тем, на основании ряда фармакологических данных μ-рецепторы разделены на изотипы μ1 и μ2. Очевидно, именно μ1-рецепторы являются общими участками связывания различных лигандов, тогда как μ2-рецепторы избирательны по отношению к морфину. Изменения структуры опиоидных пептидов, как правило, ведут к потере избирательности взаимодействия с одним типом рецепторов и появлению аффинности к μ-рецепторам, что также свидетельствует о неспецифичности опиатных рецепторов по отношению к лигандам. Логическим завершением этих представлений явилась так называемая четырехцентровая модель: μ1 – и δ1 – рецепторы – низкоаффинные, а μ2 –  δ2 – рецепторы – высокоаффинные (в другой терминологии высоко- и супераффинные соответственно). 
Обширный цикл исследований томской школы кардиологов, посвященный роли опиоидных пептидов при гипоксических и ишемических состояниях миокарда, акцентировал внимание на различных эффектах различных доз агонистов и антагонистов опиоидных рецепторов. В частности, было выявлено различие антиаритмических и антиишемических эффектов даларгина: доза 0.1 мг/кг не влияет на ЧСС, но уже проявляет антиаритмическое действие, доза 1.0 мг/кг опосредует падение ЧСС и еще более выраженный антиаритмический эффект; налоксон в дозе 0.5 мг/кг не блокировал эффектов даларгина, а 1.0 мг/кг – блокировал. Авторы указывают, что это обусловлено более предпочтительным сродством даларгина к δ-рецепторам, нежели к μ-рецепторам. При этом низкие дозы налоксона блокируют преимущественно высокоаффинные, т. е. μ-рецепторы. Другие авторы указывают сходные диапазоны влияния налоксона на опиоидные рецепторы различного аффинитета: дозы около 0.2 мг/кг эффективны только в отношении μ-рецепторов, а более 2.0 мг/кг – в отношении всех типов рецепторов.
Прямые исследования влияния налоксона на выживаемость после геморрагического шока (Агаджанян, Власова, Лукьянова, 1994) четко выявился прямо противоположный эффект различных доз агента: доза порядка 1.0 мг/кг оказывала позитивное влияние, а доза порядка 0.4 мг/кг – резко негативное. Авторы также связали объяснение этого явления с эффектами, опосредуемыми опиоидными рецепторами различного типа: блокада высокоаффинных рецепторов оставляет возможность для активации низкоаффинных рецепторов, способных индуцировать угнетение дыхания, падение АД и т.п. Любопытен сравнительно-физиологический аспект данного феномена. Выводы авторов базировались на экспериментах, проведенных над лабораторными крысами, а вот в опытах с приматами те же авторы выявили прямо противоположный эффект. В.В. Яснецов отмечал, что налоксон в дозах 0.1 (более выражено) – 1.0 мг/кг вызывает учащение и углубление дыхания в торпидную фазу травматического шока. Сходный эффект вызывает такой регуляторный пептид с антиопиоидным действием, как тиролиберин. Исследователи-физиологи школы И.П. Ашмарина связывают антигипоксические эффекты данного РП, в числе прочего, с этим налоксоноподобным действием пептида. В то же время В.В. Яснецов констатировал рост энергозатрат в связи с подобной активацией функций, что может ухудшать состояние организма (Агаджанян, Власова, Лукьянова, 1994).
Есть указания и на различия внутриклеточных процессов при воздействии на опиоидные рецепторы разных концентраций опиоидных пептидов. Не исключена возможность активации внутриклеточных процессов в цепи опиоидный рецептор – Gs –белок – аденилатциклаза – рост уровня цАМФ. Введение более высоких доз, напротив, сопровождается ингибированием внутриклеточных процессов благодаря активации Gi –белка. Электорофизиологические исследования показали, что агонисты μ-, κ- и δ-рецепторов в концентрациях порядка 1 – 10 нМ увеличивают продолжительность потенциала действия нейронов в культуре чувствительных межпозвонковых ганглиев, а концентрации более 1 мкМ – существенно уменьшают. Наконец, известна способность морфина в малых дозах оказывать выраженный проалгезивный эффект.              
Опиоидные пептиды играют несомненную роль в процессах центральной регуляции при гипоксии. В частности, энкефалины участвуют в регуляции кровообращения: снижают уровень адреналина, уменьшают частоту сердечных сокращений, действуют на нейроны сердечно-сосудистого центра продолговатого мозга. При этом энкефалинергическая система мозга может модулировать функции сердечно-сосудистой системы, увеличивая мозговой кровоток.  Также происходит стимуляция лимфотока, которая улучшает состояние центральной гемодинамики и микроциркуляции, что в свою очередь может положительным образом отразится на состоянии кровообращения, уменьшая воздействие гипоксического стресса. 
Опиоидные пептиды поддерживают кальциевый гомеостаз и тем самым предупреждают развитие патологического состояния в виде глубоких функциональных нарушений сердечной деятельности. Именно на этом ключевом этапе экзогенное введение пептидов может прервать патогенетическую цепь стрессорного повреждения при гипоксии, чем в свою очередь можно объяснить полифункциональность опиоидных пептидов при самых различных экстремальных ситуациях.
Гепарин в дозе 125 МЕ/кг увеличивал выживаемость животных. Введение его же в дозах 250 МЕ/кг и 375 МЕ/кг не влияло на выживаемость. Однако при введении гепарина наблюдались случаи летального исхода в связи с внутренними кровоизлияниями. Т.о., можно высказать предположение, что гепарин в дозе 125 МЕ/кг обладает антигипоксическим действием, что согласуется с данными о нормализующем влиянии гепарина в указанной дозе на электролитный баланс и состояние эритроцитарных мембран в условиях гипоксии, но при этом характеризуется выраженными побочными эффектами. При этом повышение дозы сопровождается усилением этих нежелательных эффектов, которые сводят протективное действие гепарина к нулю.
Общеизвестно, что гипоксия сопровождается выраженными изменениями показателей гемодинамики и гемостаза. Повышение внутричерепного давления при гипоксии обусловлено нарушением оттока цереброспинальной жидкости через венозную систему. Казалось бы, небольшой рост венозного давления не должен отразиться на динамике гипертензивного синдрома. Однако известно, что повышение венозного давления сильнее влияет на давление сосудов головного мозга и больше способствует возникновению отека и набухания, чем подъем артериального давления, т.к. сопротивление в венозной системе небольшое и отсутствуют механизмы ауторегуляции, ограничивающие это влияние. Возможно появление внезапных артериальных гиперемий с резким подъемом давления в определенных участках и последующему развитию отека мозга, что подтверждается морфологическими данными — чередованием открытых и закрытых сосудов и признаками локального повышения гидростатического давления. На этом фоне гиподинамия, а в некоторых случаях и нарушение сократительной функции левого желудочка определяют развитие вторичной циркуляторной гипоксии в тканях мозга. Положительным моментом является то, что под влиянием гипоксии (и физической нагрузки), судя по уменьшению общего периферического сопротивления, емкостные сосуды большого круга кровообращения аккумулируют основной объем крови, частично разгружая сосуды мозга. Под влиянием гипоксии в организме развертываются компенсаторно-приспособительные и патологические механизмы и в других органах и системах. В частности, наблюдается заметная динамика со стороны сосудисто-тромбоцитарного и коагуляционного гемостаза. 
В научной литературе обращалось внимание на изменение сосудистого эндотелия при гипоксии, составляющих цепочку: гипоксия — сосудистая интима — изменение гемостаза — развитие отека мозга. Пребывание животных в условиях высокогорья сопровождается развитием гиперкоагуляции, что связано с усилением адгезивной способности тромбоцитов и укорочением продолжительности свертывания крови. Помимо реакции со стороны сосудисто-тромбоцитарного гемостаза, обычно имеющей место в микроциркуляторном русле, параллельно развертываются процессы ферментативного коагуляционного гемостаза в более крупных сосудах. Это подтверждается снижением в плазме фибриногена, превращающегося в фибрин под влиянием тромбина. Одновременно, видимо, включаются и компенсаторные реакции — фибринолиз, направленный на реканализацию тромбов. На морфологических срезах многими авторами отмечается полнокровие сосудов микроциркуляции, немногочисленные свежие кровоизлияния в вещество мозга, единичные тромбы. 
Предварительное повреждение сосудистой интимы у животных перед воздействием барокамерной гипоксии приводит к заметному накоплению жидкости в головном мозге. На морфологических препаратах в просвете артериол и венул выявляются множественные микротромбы, в капиллярах — стаз эритроцитов. Субэпендимная зона утолщается и пропитывается белками плазмы. Состояние системы гемостаза у таких животных демонстрирует (по мере истощения факторов свертывания крови) развитие второй, более опасной для организма, фазы — гипокоагуляции. Попытаемся представить механизм действия ДВС-синдрома на развитие отека мозга с учетом влияющих на его проявление факторов. Подъем животных в климатической барокамере, где на них начинает действовать весь комплекс моделируемых экстремальных факторов, сопровождается стрессовой реакцией. Низкое давление кислорода в крови, воздействуя на хеморецепторы, приводит к значительной выработке адреналина и норадреналина при снижении концентрации дофамина. Из опытов на животных с удаленными синокаротидными узлами отмечалось замедление реакции на гипоксический стимул и менее выраженная реакция симпатоадреналовой системы. Дополнительное раздражение, в форме повреждения интимы сосуда, сопровождается почти в 2 раза большим уровнем адреналина и норадреналина и существенным ростом дофамина в плазме крови. В результате влияния адреналина из эндотелия сосудов освобождается протромбин, который в кровотоке интенсивно превращается в тканевую протромбиназу, одновременно вьщеляются естественные антикоагулянты и активаторы фибринолиза. Второй по значимости причиной гиперкоагуляции является активация адреналином в токе крови фактора Хагемана, являющегося инициатором образования кровяной протромбиназы. Еще одной, но уже косвенной, причиной гиперкоагуляции может быть активация адреналином тканевых липаз, что вызывает поступление в кровь больших доз свободных жирных кислот. Продолжающаяся гипоксия формирует в организме вначале первую фазу ДВС-синдрома, а затем и вторую фазу — гипокоагуляционную, ухудшающую состояние микроциркуляции головного мозга. Это подтверждают и морфологические данные: наличие стаза крови, микротромбов вен и артериол, развитие периваскулярного отека мозга. В данном случае процесс развивается по стандартной схеме «вязкого метаморфоза» через спазм сосудов, адгезию и агрегацию тромбоцитов, реакцию связывания тромбоцитов, образование фибрина. Состояние гемостаза не является константным, а подвержено колебаниям. Это связано с длительностью пребывания в условиях гипоксии и с порогом восприятия организмом экстремальных факторов. В свете вышеизложенного становится понятна неоднозначность влияния различных доз такого мощного регулятора гемостаза, как гепарин, на устойчивость организма к гипоксическому воздействию.
Гепарин давно широко используется в терапии инфаркта миокарда и других заболеваний, связанных с гипоксией органов. Он способен влиять на многие звенья системы регуляции, существенно меняя значение тех или иных механизмов, в том числе участвуя в трансформации и фармакокинетике регуляторных пептидов. Введение гепарина крысам снижает повышение проницаемости сосудов кожи, вызванным гистамином или гипоксическими нарушениями (Петрищев и др., 1994). При этом низкомолекулярный гепарин оказывает менее выраженный эффект стабилизации сосудистой стенки, чем нефракционированный (Петрищев и др., 1994), что соответствует данным о его меньнем сродстве к эндотелиальным клеткам сосудов. Гепарин нормализует транскапиллярный обмен и сосудистую проницаемость. Это связано с изменением под влиянием гепарина активности плазменных и тканевых протеаз, снижением вязкости крови, уменьшением агрегации эритроцитов, а также имеет значение его антигистаминовая, антисеротониновая и антигиалуронидазная  активность (Кудряшов и др., 1990). Улучшение микроциркуляции крови под действием гепарина приводит к увеличению утилизации кислорода и повышению устойчивости организма к кислородному голоданию. Гепарин уменьшает дегенеративные изменения ишемизированной почки, увеличивает срок жизни животных.
Антигипоксические свойства гепарина давно известны (Пустовалов и др., 1991). Велика роль гепарина и при других экстремальных и патогенетических воздействиях на организм. 
Иммобилизационный стресс сопровождается возрастанием секреции гепарина, что приводит к резкому снижению его пула в клетках (Кудряшов и др., 1982). При этом наиболее интенсивная секреция гепарина имеет место в первые 15 минут иммобилизации (Умарова и др., 1991). Запуск высвобождения гепарина из тучных клеток в условиях стресса не зависит от содержания его в крови (Умарова и др., 1994). Эффект связан с активацией симпатадреналовой системы и действием катехоламинов (Умарова и др., 1997), полностью блокируется -адреноблокатором пропранололом и, частично, -адреноблокатором фентоламином и усиливается агонистом -адренорецепторов изопреналином (Умарова и др., 1994). Кроме катехоламинов, в индукции секреции гепарина участвуют АКТГ (Шапиро и др., 1995; 1998) и тромбин (Умарова и др., 1997). Сам гепарин снижает развитие общего адаптационного синдрома (Лукашин и др., 1975).
Многими исследователями описано эффективное действие гепарина при травматическом, геморрагическом, ожоговом и анафилактическом шоках, что, вероятно, имеет неспецифические механизмы (Лукашин и др., 1975).
Полианионными свойствами гепарина и способностью образовывать электростатически связанные комплексы обусловлен неспецифический защитный эффект его по отношению к катионным неорганическим (соли тяжелых металлов, например, сулема) и органическим, в том числе бактериальным ядам и зоотоксинам, продуктам обмена.
Совместное введение гепарина (125 МЕ/кг) и даларгина (0.5 мг/кг) не влияло на выживаемость мышей в условиях ОГБГ. Исходя из того, что, как мы выявили в блоке поведенческих исследований, эффекты даларгина и гепарина однонаправлены и, возможно, эффекты гепарина реализуются посредством модуляции активности опиодергической системы (Кондашевская, Кудрин, Клодт, 2000), то, возможно, введение гепарина и даларгина является функциональным эквивалентом высоких доз пептида. А поскольку эффекты опиоидных пептидов носят дозозависимый характер, то совместное введение даларгина и гепарина в данной ситуации неэффективно. 
Кроме того, сами опиаты как таковые обладают весьма неоднозначным влиянием на регуляцию мозгового кровотока. Помимо модуляции активности стресс-реализующих медиаторных и эндокринных систем, имеющей первостепенное значение для купирования пателогических процессов в самой первооснове как при гипоксии, так и при эмоциональных расстройствах, сопровождающися цереброгипоксическими явлениями, не меньшее значение в выполнении опиатами стресс-лимитирующей функции имеет их способность регулировть локальной кровоток, особенно в структурах ЦНС. И здесь вновь на первый план выходят те нейроструктуры, которые проявляют повышенную реактивность как при эмоциональных, тревожно-фобических, неврозоподобных состояниях, так и при гипоксическом стрессе. 
Так, рядом исследователей установлено, что интраперитонеальное введение таких опиоидов разного химизма, как фетанил и морфин, на фоне стабильного системного АД сопровождается уменьшением локального кровотока и увеличением парциального давления кислорода во фронто-париетальной области коры головного мозга и, напротив, значительным увеличением местного кровотока и столь сильным уменьшением парциального давления кислорода в прилежащем ядре. Важно, что интенсивность местного кровотока, ее ауторегуляция тесно и положительно связана с усилением синаптической активности – наблюдается сопряженность функции с метаболизмом и кровотоком как основой метаболического звена регуляции кровоснабжения головного мозга. 
То есть, в случае резкого падения функционально-метаболической активности той или иной структуры головного мозга (что может выявляться, например, по возрастанию синхронизации эликтрической активности) происходит, вследствие падения ее потребности в кислороде, уменьшение локального кровотока. И наоборот – возрастание функциональной активности, в частности, лимбической системы, может сопровождаться развитием гиперметаболизма и проявлением судорожной активности.
При совместном введении даларгина и протаминсульфата выживаемость животных в условиях ОГБГ была достоверно выше, чем в контроле и  превышали результаты, полученные при независимом введении даларгина на высоте 9 км. При использовании комбинации даларгин – протамин сульфат в указанных дозах при подъеме животных на высоту 10 км антигипоксический эффект был также выраженным. В этой связи необходимо учесть, что в зависимости от интенсивности стресссирующего воздействия эффект лекарственных средств может оказаться недостаточным, чрезмерным или парадоксальным. 
Известно, например, что кардиазол, лобелии, адреналин в «равнинных» дозировках обусловливают на высотах неблагоприятное действие. Адреналин сильнее и продолжительнее действует на высоте 2000 м, чем на 4000 м. Напротив, на высотах больше 4000 м чувствительность организма к ацетилхолину повышена, на высоте 2000 м та же доза вызывает едва заметную реакцию. По-разному действует люминал в начале и конце акклиматизации. Замечено, что барбитураты способствуют сну, но многие авторы предостерегают от назначения их   из-за возможности ранних малозаметных симптомов отека легких. Наперстянка на кошек и собак на высоте 2000 м действует опаснее, чем на высоте 600 м, а у людей на высотах толерантность к ней уменьшается. Предполагается, что строфантин в горах в обычных дозировках менее эффективен, и при явлениях резко нарастающей сердечной слабости рекомендуют вводить его внутривенно по 0,3-0,5 мл 0,1 % раствора на 20 мл 40% глюкозы. Повышается в условиях горной гипоксии чувствительность к дибазолу.
Н. А. Агаджанян и Г. Л. Давыдов показали, что при моделировании высотной гипоксии в барокамере при скоростиподъема 25 м/с большие дозы преднизолона (15 мг/кг) увеличивают, амалые (1.5 мг/кг) уменьшают выживаемость лабораторных крыс. Для скорости 300 м/с эффект был обратный (Агаджанян, Власова, Лукьянова, 1994). 
В гипоксических условиях не наблюдается выраженной гипогликемии при введении инсулина, а введение глюкозы не купирует отрицательных последствий введений инсулина, при этом глюкоза утилизируется крайне неэффективно. Вероятно, при кислородном голодании мозга возможны нарушения коррелятивных связей центра и периферии, при этом обусловленная инсулином гипогликемия может не вызывать рефлекторной гиперадреналинемии. В зависимости от кислородного режима, существует специфика влияния инсулина на процесс утилизации глюкозы: в начальный период инсулин резко активирует гликолиз, а затем, вероятно, резко блокирует его, возможно, вследствие ингибирования ФГА-дегидрогеназы избытком ранее образовавшегося НАДН. 
Любопытно в этой связи мнение Ю. Б. Лишманова: в условиях стресса, не выходящего за рамки физиологической адаптации, энкефалины ускоряют переход организма на новый, экономный уровень адаптации, когда катаболические реакции проявляют себя незначительно и легко могут быть компенсированы (Лишманов, Маслов, Ласукова, 1997). При крайних формах стрессирующего воздействия энкефалины способствуют сохранению компенсаторных резервов организма, ослабляя степень тканевого катаболизма. Очень важно при этом антиадренергическое действие энкефалинов, что косвенно подтверждается отсутствием роста экскреции адреналина и норадреналина при применении энкефалинов в условиях острого стресса.
Таким образом, можно констатировать существенные различия в динамике выживания животных при различной интенсивности гипоксического воздействия в условиях применения агониста опиоидных рецепторов и модулятора гепаринового статуса организма. 
Общеизвестно, что опиатная система участвует в регуляции активности гипоталамо-гипофизаро-адренокортикальной системы. Опиатные рецепторы способны опосредывать подавление реакции гипоталамо-гипофизаро-адренокортикальной системы в условиях высокотревожных ситуаций, при эмоциональном стрессе, гипоксии. 
Неоднократно отмечалось снижение стресс-реактивности у крыс при многократном стресс-воздействии, что являлось результатом не столько истощения надпочечников или гипоталамо-гипофизаро-адренокортикальной системы в целом, напротив, функциональные возможности этой системы могут даже повышаться. Наиболее вероятна опиатная природа снижения стресс-реактивности благодаря ингибирующему действию опиатов в отношении секреции CRF, ACTH, кортикостерона. Заметим, что наибольшее количество опиатсодержащих клеток в гипоталамусе – в паравентрикулярном и аркуатном ядрах, играющих важную роль в эмоционально-стрессирующих ситуациях и остро реагирующие на кислородную недостаточность. Учитывая же, что в условиях дефицита кислорода гиперактивность столь энергозатратной системы, как гипоталамо-гипофизаро-адренокортикальная система, резко повышающей, вдобавок, энергопотребление органов и тканей, уже перестает носить адаптивный характер и превращается в дополнительный мощный фактор патогенеза. Снижение в подобных условиях функциональной активности стресс-реализующих систем опиатами может оказать неоценимую услугу делу выживания организма в экстремальной ситуации. В условиях стрессирующих, невротизирующих ситуаций, ситуаций, повышающих проявления тревожности описанное выше проявление активности опиатов не менее, если не более, важно. 
Можно выделить два взаимосвязанных аспекта в этой проблеме: помимо неизбежно возникающей на фоне обусловленных эмоциональными расстройствами нейроциркуляторных дисфункций тканевой церебральной гипоксии, нейроишемии, не менее важен вклад гормонов и медиаторов гипоталамо-гипофизаро-адренокортикальной системы в формирование повышенной эмоциональной возбудимости, тревожности как таковой. В такой ситуации опиатная блокада нервных и эндокринных звеньев стресс-реализующих систем оказывает вдвойне благотворное действие. Вместе с тем, в современной нейрофизиологии сведения о конкретных механизмах регуляции активности гипоталамо-гипофизаро-адренокортикальной системы во многом противоречивы. Так, есть данные об эффектах опиатов прямо противоположного характера. Подобные разночтения – следствие различий дозировок, способов введения опиатов, методов индикации. Существует так же представление о реципрокном антагонизме между компонентами внутри самой опиатной системы; взаимотношения эндокринных желез и опиатной системы сильно зависят также и от исходного состояния организма (интактное или стрессированное, с опытом тренирурющих умеренных стрессирующих воздействий или истощенное неврозом). 
Как уже неоднократно подчеркивалось, основой нейротропного действия даларгина как синтетического нейромодулятора пептидной природы является изменение медиаторных процессов в ЦНС. Столь же хорошо аргументировано представление об антистрессорном действии даларгина вследствие влияния на процессы накопления и высвобождения нейромедиаторов в нервных окончаниях. Так, даларгин предотвращает падение содержания катехоламинов в хромаффинных клетках надпочечников и в периферических адренергических нервах, ингибируя импульсное высвобождение моноаминов. Между тем известно, что в условиях гипоксического стресса происходят серьезные изменения в уровне ряда нейромедиаторов, прежде всего катехоламинов, в различных тканях. 
При остро возникающих гипоксических состояниях организм испытывает общее функциональное напряжение, которое сопровождается активацией деятельности симпатоадреналовой и гипоталамо-гипофизарной систем. В свою очередь, кора надпочечников, включаясь при возбуждении симпатической нервной системы в реакции организма на действие чрезвычайного раздражителя, осуществляет через секрецию глюкокортикоидов ряд влияний симпатической нервной системы, с одной стороны, а с другой, благодаря пермиссивному и потенцирующему свойствам кортикальных гормонов, – поддерживает состояние ее возбуждения.
Несмотря на незначительные различия в результатах опытов, мнения всех авторов совпадают в одном, а именно, что гипоксия стимулирует секрецию катехоламинов надпочечниками животных, мобилизуя защитно-приспособительные реакции организма.
Ведущая роль в реакции центральной нервной системы на гипоксию принадлежит системе ствол мозга – заднемедиальный гипоталамус –ретикулярная формация среднего мозга, т. е. тем частям мозга, в которых сосредоточены центральные моноаминергические структуры – норадренергическая, дофаминергическая, серотонинергическая. Наиболее отчетливо взаимодействие гормональной и медиаторной функций катехоламинов выражено в гипоталамо-гипофизарной системе, где моноаминергические нейроны осуществляют контроль над секрецией тропных гормонов, оказывая управляющие и регулирующие действия на эндокринные процессы.
Функциональная взаимосвязь между гипоталамической областью мозга, гипофизом, корковым слоем надпочечников и симпатоадреналовой системой очень четко выражается в приспособительных и защитных реакциях организма на различные повреждающие воздействия. 
Особенно большое значение в регуляции функции гипофиза при реакции организма на стресс придается катехоламинам – адреналину и норадреналину как пусковому механизму в системе гипоталамус – гипофиз – кора надпочечников. По некоторым данным (Лишманов, Маслов, Ласукова, 1997), реакция симпатоадреналовой системы при стрессе носит двухфазный характер: первая фаза – выделение норадреналина из гипоталамуса и ретикулярной формации, вторая – выход адреналина и норадреналина из надпочечников. Эти биологически активные вещества, включаясь в биохимическую динамику клетки, приспосабливают каждый орган и каждую клетку к любым воздействиям, осуществляя клеточную и органную адаптацию. Так, показана активация катехоламинами окислительных процессов, которая реализуется по известной цепи реакций: стимуляция адренорецепторов – активация мембранной аденилатциклазы – накопление 3,5-АМФ – активация протеинкиназы и т.д. (Лишманов, Маслов, Ласукова, 1997).
Таким образом, при всех формах гипоксического воздействия происходит активирование симпатоадреналовой системы, которое сопровождается повышением уровня катехоламинов в крови, сдвигами концентрации их в надпочечниках; качественными изменениями экскреции, которые в основном определяются степенью кислородной недостаточности. Немедленный выброс гормонов мозговым слоем надпочечников в кровь создает определенный уровень циркулирующих медиаторов в крови. Это улучшает в результате действия катехоламинов доставку кислорода, глюкозы и жирных кислот избирательно к определенным системам, осуществляющим усиленную функцию, что позволяет организму преодолеть функциональное напряжение и создать оптимальный гомеостатический и биохимический уровни для работы всех органов и тканей в гипоксических условиях. Кислородная недостаточность вызывает в организме состояние общего функционального напряжения, которое сопровождается усиленным выделением тропных гормонов, а в результате этого – повышение секреторной деятельности надпочечных, поджелудочной и других эндокринных желез.
Медиатор и механизм, с помощью которого недостаток кислорода активирует систему гипоталамус – гипофиз – надпочечник, остаются невыясненными. Бесспорно, что в активации системы симпатическая нервная система – мозговой слой надпочечника принимают участие химические медиаторы симпатической нервной системы – адреналин и норадреналин, которые вызывают возбуждение внутренних органов. Именно благодаря генерализованному возбуждению эти амины участвуют в специфических и неспецифических реакциях центральной нервной системы. Содержащиеся в стволе головного мозга и доставляемые с кровью катехоламины активируют ретикулоспинальные связи. Кроме того, существует предположение, что циркулирующие катехоламины оказывают влияние на активность гипоталамо-гипофизарной системы, что является единственным источником регуляции нейрогуморальных и симпатоадреналовых механизмов, активации функций в условиях гипоксического воздействия.
Роль адренергических нейромедиаторов не ограничивается функцией передачи возбуждения в центральных и периферических синапсах. Они являются трофическими агентами, регулирующими функциональное состояние иннервируемых тканей. Кроме того, катехоламины включаются в метаболические процессы в клетке на молекулярном уровне через систему циклических нуклеотидов, которые, в частности АМФ, вовлекаются в контроль активности ферментов, повышают гликолиз и липолиз, изменяют проницательность клеточных мембран (Baamonde et al., 1992).
Все больше утверждается мнение о том, что циркулирующие в крови медиаторы выступают как обязательное звено цепных нейрогуморальных реакций или выполняют компенсаторную функцию, замещая недостаток прямых влияний вегетативных нервов. Циркулирующие в крови адреналин и норадреналин повышают тонус дыхательного центра. Попадая в кровь и другие жидкие среды организма, катехоламины превращаются в дистантные медиаторы, которые приобретают возможность действовать на клетки всех органов и тканей. В связи с этим значительный интерес представляют исследования (Baamonde et al., 1992), которые, при искусственном создании избытка катехоламинов в организме, показали усиление деятельности дыхательного центра, повышение электрической активности инспираторной и экспираторной мускулатуры и увеличение газообмена в легких, ведущее к умеренному смещению дыхательных компонентов кислотно-щелочного состояния в сторону алкалоза. Дефицит катехоламинов в организме, вызванный экспериментально (демедулляция) или фармакологическим (резерпин, - и – адренолитики) путем, снижает деятельность дыхательного аппарата, что приводит к сдвигу дыхательных компонентов кислотно-щелочного состояния в кислую сторону, т.е. к респираторному ацидозу.
Возбуждение симпатоадреналовой системы и усиленное выделение катехоламинов при кислородном голодании являются защитной реакцией организма – биохимической мобилизацией, в основе которой лежит увеличение мощности систем, участвующих в ответе организма на это воздействие, являющемся генерализованной мобилизацией энергетических и  структурных ресурсов организма. Но в дальнейшем эта реакция может перейти в свою противоположность, так как накопление большого количества катехоламинов неблагоприятно сказывается на окислительных процессах в тканях, при этом понижается чувствительность тканей к катехоламинам (Baamonde et al., 1992). Наблюдаемое повышение экскреции катехоламинов с мочой свидетельствует о защитно-приспособительной реакции организма, стремящегося инактивировать и вывести избыток этих биологически активных веществ при кислородной недостаточности.
Ранее, обсуждая специфику влияния даларгина на поведенческие проявления активности ЦНС, мы отметили, что действие даларгина нельзя характеризовать ни как возбуждающее, ни как седативное – речь идет о модулирующем поведенческую активность воздействии, медиаторной основой чего является дельта-рецепторопосредованное модулирование процессов в катехоламинергических нейронах. Для того, чтобы максимально выпукло подчеркнуть своеобразие этого процесса, представляется полезным сопоставить эффект даларгина с процессами, происходящими в условиях гипоксии при полной дезинтеграции моноаминергических процессов в ЦНС. При этом процессы разобщения синаптической передачи сопровождаются неконтролируемыми актами возбуждения, сменяющимися угнетением активности ЦНС. 
В целях моделирования дезинтеграции моноаминергических процессов в ЦНС в следующей серии экспериментов мы вводили нейролептик аминазин за 15  минут или за 1,5 часа до гипоксического воздействия. Аминазин или гидрохлорид 2-хлор-10-(3-диметиламинопропил) фенотиазина – нейролептик, проявляющий обратимое блокирующее действие на -адренорецепторы и дофаминовые рецепторы. Структурная формула C17H20Cl2N2S, молекулярная масса 355,34. Синонимы: Плегомазин (В), Aminazinum, Amplictil, Chlorpromazine hydrohloride, Klopromszine, Largactil, Megaphen, Propaphenin. Хлорпромазин благоприятствует синтезу липидов мозга и снижает активность лактатдегидрогеназы. Он подавляет активность АТФ-аз, а уменьшение утилизации АТФ компенсируется уменьшением синтеза АТФ. Хлорпромазин способен к окислению НАДФН2 и активации пентозофосфатного пути. Выявлена in vivo способность хлорпромазина активировать Г-6-Ф-дегидрогеназу (Baamonde et al., 1992). Также очень существенна, в свете наших исследований возможного участия гепарина в проявлении эффектов даларгина, способность аминазина связывать и инактивировать эндогенный гепарин. Вдобавок, снижая активность процессов, протекающих на уровне ретикулярной формации – главной мишени в ЦНС – аминазин делает неэффективной рефлекторную регуляцию уровня гепарина в крови. 
Действие аминазина характеризуется наличием двух фаз: вскоре после введения препарата наблюдается кратковременный период возбуждения, сменяющийся длительным угнетением поведенческой активности и висцеральных функций. На синаптическом уровне важно, что эффекты аминазина основаны на явлениях противоположного плана по сравнению с эффектами даларгина: если даларгин способен тормозить избыточный выброс катехоламинов, не воздействуя на адрено-, норадрено- и дофаминовые рецепторы, то аминазин способен ингибировать обратный захват моноаминов и блокирует рецепторы катехоламинов.
В наших экспериментах гипоксическое воздействие на стадии возбуждения животных сопровождалось повышенной уязвимостью к гипоксическому стрессу, а наступление фазы угнетения существенно повышало устойчивость мышей к гипоксии. Как уже многократно подчеркивалось, при экстремальных состояниях организма стратегия активации функций, повышения возбудимости оказывается нередко совершено проигрышной в сравнении со стратегией минимизации функций. Подтверждением многоплановости действия аминазина при гипоксии могут служить сведения ряда авторов (Лишманов, Маслов, Ласукова, 1997), отмечавших то, что основным патогенетическим звеном в развитии острых гипоксических состояний является нарушение энергетического обеспечения функций мозга, в связи с чем очевидна необходимость создания охранительного торможения в ЦНС, в т. ч. посредством нейролептических препаратов. 
Применение аминазина в дозе 10 мг/кг, вызывает увеличение устойчивости лабораторных животных к гипоксии при подъеме на высоту 12 км со скоростью 150 м/с, при этом эффект более выражен через 60 минут после введения аминазина по сравнению с 20-минутным интервалом. В то же время медленный подъем на меньшую высоту (30 м/с, 10 км) сопровождается падением времени жизни животных в условиях гипоксии. В этой связи отметим, что, наряду с индукцией охранительного торможения и обеспечением сохранения макроэргов, аминазин препятствует развитию адаптационной реакции на недостаток кислорода. Очень важно, что процессы возбуждения, предшествующие развитию адаптационной реакции (стадия тревоги в терминологии Селье), сопровождаются усиленной тратой макроэргов. Организм в таком состоянии особенно уязвим в отношении поражающих факторов гипоксии, а дополнительное усиление процессов возбуждения на первом этапе действия аминазина потенцирует поражающее действие гипоксии. Таким образом, аминазин способен оказать позитивное влияние именно в тот момент, когда наступление состояния кислородного голодания начинает опережать развитие реакции адаптации: полученное в этих условиях ослабление или полное подавление стадии тревоги способствует продлению жизни.
Итак, аминазин, ингибируя обратный захват моноаминов и блокируя моноаминовые рецепторы, серьезно нарушает транссинаптическую передачу и вызывает дезинтеграцию процессов в ЦНС.  Поскольку основой нейротропной и антигипоксической активности даларгина является нормализация катехоламинергических процессов в нервной системе посредством модуляции процесса высвовобождения и выхода катехоламинов, представлялось логичным оценить антигипоксический эффект пептида в условиях нарушения функционирования моноаминергических процессов в головном мозге. Как показали наши эксперименты, введение даларгина непосредственно после инъекции аминазина за 15 минут до гипоксического воздействия полностью отменяет негативное действие аминазина – время жизни в этой группе уже не отличается от контрольного. Это еще раз подтверждает способность даларгина нормализовать процессы в катехоламинергических нервных окончаниях, нарушенные разнообразными причинами – будь то кислородная недостаточность или воздействие фармакологического агента.
При введении даларгина за 15 минут до гипоксии, следовавшей через 1,5 часа после инъекции аминазина, время жизни животных было существенно выше контроля, что не удивительно, учитывая антигипоксический эффект даларгина и влияние аминазина на устойчивость к гипоксии на поздних стадиях его действия. Однако именно в этой, единственной, группе, наблюдалась гибель нескольких животных в течение 48 часов после гипоксии. Возможно, дополнительное влияние даларгина на выход катехоламинов в условиях выраженной блокады моноаминергических процессов негативно сказывается на восстановлении функций ЦНС после гипоксии. С другой стороны, известно, что под влиянием нейролептиков возможно увеличения уровня энкефалинов в головном мозге, что, в сочетании с поступлением экзогенного опиоида могло ухудшить состояние организма, - как уже было отмечено, серьезные изменения уровня регуляторных пептидов могут приводить к проявлению эффектов, прямо противоположных эффектам меньших доз биорегулятора. Совершенно очевидно, что опиаты, осуществляя тонко направленную модуляцию медиаторных процессов, обеспечивают многонаправленую и высокосопряженную корректировку функционирования ЦНС в условиях гипоксии и эмоциональных расстройств, элиминирует медиаторно-метаболические и нейроциркуляторные предпосылки развития церебральной ишемии в условиях пребывания организма в неблагоприятных физических и психоэмоциональных условиях. 










































ГЛАВА 14. МОДУЛЯЦИЯ ГЕПАРИНОМ КАРДИОТРОПНЫХ
 ЭФФЕКТОВ РЕГУЛЯТОРНЫХ ПЕПТИДОВ В УСЛОВИЯХ 
ТОТАЛЬНОЙ ИШЕМИИ

Гепарин давно широко используется в терапии инфаркта миокарда и других заболеваний, связанных с гипоксией органов (Грицюк, 1981; Башков и др., 1993; Ройтман, Майба, 1997). Он способен влиять на многие звенья системы регуляции, существенно меняя значение тех или иных механизмов, в том числе участвуя в трансформации и фармакокинетике регуляторных пептидов. Для экспериментальной физиологии и практической медицины актуальным является вопрос о его влиянии на различные регуляторные системы. Вместе с тем вопрос о взаимодействии гепарина и пептидов в системе регуляции вегетативных функций является слабо изученным. Большинство исследований проведены на уровне целого организма. Однако, пептидергическая регуляция построена по принципу каскада, образуя сложный континуум регуляторных взаимодействий (Ерошенко и др., 1991). При этом оценить влияние какого-то одного пептидного звена очень затруднительно, тем более его взаимодействие с другими физиологически активными соединениями, в том числе и с гепарином. Влияние последнего, в свою очередь, также распространяется на многие регуляторные системы и может зависеть от множества факторов.
 В этой связи возрастает значение исследований взаимодействия гепарина и пептидов на уровне отдельного органа, например, на изолированном сердце. Данная модель позволяет исследовать собственные эффекты гепарина и пептидов на сократительную активность миокарда в условиях изоляции органа от влияний большинства других регуляторных агентов.
Работа производилась по стандартной методике изолированного сердца Лангендорфа-Фаллена (Fallen, 1967). Крысам под нембуталовым наркозом (35 мг/кг) вскрывали грудную полость, быстро вырезали сердце и помещали его в охлажденный раствор Кребса-Ханзеляйта. В нем быстро отпрепарировали аорту и подсоединяли к установке, обеспечивающей ретроградную перфузию через восходящую аорту буфера Кребса-Ханзеляйта. Перфузионный раствор подавался под давлением 85 мм водного столба, температура перфузата составляла 370С. Для аэрации питающего раствора использовался воздух, который подавался через  распыляющий фильтр. В левый желудочек сердца через предсердие вставляли латексный баллончик соединенный с манотроном “МДХ11С” и с самописцем “Н338”.
Сократительную активность сердца исследовали в изоволюмических условиях по Фаллену (Fallen, 1967). При этом проводили запись кривой внутрижелудочкового давления для последующего расчета частоты сердечных сокращений (ЧСС, уд/мин), развиваемого левым желудочком давления Рмакс (максимальной силы сердечного сокращения, мм. рт. ст.), КДД (конечное диастолическое давление) и скоростных показателей - максимальной скорости сокращения +dРмакс/dt (мм.рт.ст./с) и максимальной скорости расслабления -dPмин/dt (мм.рт.ст./с) левого желудочка. Рассчитывали сократительную работу сердца, как произведение силы сердечных сокращений на частоту (Гацура, 1991). 
Через 15 минут после начала перфузии (стабилизационный период) производили контрольную регистрацию параметров сократимости миокарда. Эти данные принимали за исходные, после чего производили воздействие. Запись показателей проводили через 1, 2, 3, 5, 8, 10, 15, 20, 30 мин после введения веществ в опытах в условиях относительной нормы, или через 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40 мин после начала реперфузии в опытах на модели тотальной ишемии. Ишемию вызывали полным прекращением перфузии органа. После 40-минутной нормотермической ишемии начинали реперфузию. Реакции восстановления сердечной деятельности наблюдали в течение 40 минут. 
В начальной фазе исследований, посвященных взаимодействию гепарина и пептидов в регуляции сердечной деятельности, целесообразно проанализировать, прежде всего, эффекты пептидов, для которых показано образование комплексов с гепарином, и которые могут оказывать выраженные эффекты на работу сердца, либо в условиях нормы, либо при гипоксии. Таким требованиям удовлетворяют инсулин, тиролиберин (Ашмарин и др., 1996; Socci et al., 1996), семакс (Ашмарин и др., 1996; Балан и др.,1997; Маслова и др., 1999). Представляет интерес, так же  исследование влияния гепарина на проявление кардиотропных эффектов мелиттина (пептид пчелиного яда), который образует прочные комплексы с гепарином и способен как угнетать сердечную деятельность, так и, по мнению ряда авторов, при определенных условиях стимулировать работу сердца (Хомутов, 2017).                                                                                                
Ишемия в течение 40 мин вызывала остановку сердца. Сердечная деятельность после 40-минутной ишемии в контрольной группе животных характеризовалась неполным восстановлением сократительной активности, нарастанием контрактуры, развитием аритмий. К 40 минуте реперфузии значения ЧСС не превышали в среднем 80 уд/мин, Рмакс - 70 мм. рт. ст. Скоростные показатели достигали значений не более 50-60% от исходного состояния. КДД увеличивалось в среднем в 10 раз.
В контрольной группе в первые секунды реперфузии после ишемии сила сокращений в течение нескольких секунд превышала исходные значения этого показателя, что согласуется с данными других авторов (Лаптев и др., 1997). После этого сила сокращений, максимальные скорости ее повышения и расслабления быстро снижались. По мнению ряда исследователей, реперфузионная гиперсократимость обусловлена быстрым повышением систолической концентрации цитозольного Са2+  (Aksnes et al., 1992; Kawada et al., 1992; Opie, du Toit, 1992; Pierce, Meng, 1992). Дальнейшее снижение сократимости при этом связано прежде всего со значительным ускорением процессов перекисного окисления липидов, дисбалансом ионов на мембране кардиомиоцитов, деструктивным действием ионов кальция, ацидозом (Биленко, 1989; Меерсон, 1984; Kirshenbaum, Singal, 1992).                                                                                                                                       
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             
14.1. Гепарин
В условиях относительной нормы гепарин практически не влиял на сократительную активность миокарда. Только сразу после введения 3 и 10 мг вещества наблюдалась в течение 1-2 секунд остановка сердца, затем 2-3 сильных сокращений в 2-3 раза превышающих норму, после чего нормальный режим работы сердца восстанавливался (рис. 14.1).


Рис. 14.1. Влияние гепарина (0.03 мг) на восстановление частоты 
сокращений изолированного сердца после тотальной ишемии
1 – контроль (ишемия);
2 – предишемическое введение; 
3 – постишемическое введение.
* – различия между контрольными и экспериментальными группами 
статистически значимы (р < 0.05).
Как предишемическое, так и постишемическое введения гепарина не влияли на восстановление сократительной активности миокарда. Достоверно выше контрольных значений было только повышение ЧСС почти в 2 раза в первую минуту реперфузии. При постишемическом введении достоверным было увеличение Рмакс в первые минуты реперфузии до 140-170 мм. рт. ст. превышающего контрольные (на 100%) и исходные (на 70%) значения (рис.14.2) но это не сказалось на сократительной работе сердца и его последующем восстановлении (Орлов, 2000). 




Рис. 14.2. Влияние гепарина (0.03 мг) на развиваемое давление (Рмакс) 
в левом желудочке изолированного сердца после 
тотальной ишемии.
1 – контроль (ишемия);
2 – предишемическое введение; 
3 – постишемическое введение.
* – Различия между контрольными и экспериментальной группами 
статистически значимы (р < 0.05).
Диастолическое напряжение миокарда, характеризующее при данной методике его контрактурное сокращение, увеличивалось при посишемическом применении гепарина существенно меньше, КДД было в среднем в 2 ниже, чем в контроле на протяжении всего времени реперфузии. В целом можно предполагать, что собственное влияние гепарина на сократительную активность изолированного сердца и восстановление его деятельности после тотальной ишемии незначительно.
14.2. Инсулин
Молекула инсулина состоит из двух аминокислотных цепей - А (21 аминокислотный остаток) и В (30 аминокислотных остатков), соединенных двумя дисульфидными мостиками. Дополнительный дисульфидный мостик соединяет два остатка цистеина в цепи А (Теппермен, Теппермен, 1989). Инсулин является одним из основных регуляторов обмена веществ в клетках различных органов и тканей животных, осуществляя преимущественно анаболическую функцию. Чувствительностью к инсулину обладают практически все ткани организма человека и животных (Новицкий и др., 1997).
Условно все регуляторные эффекты данного гормона делят на две категории: метаболические и ростовые. К метаболическим относят его участие в регуляции углеводного, липидного, белкового обменов. Инсулин стимулирует процессы утилизации глюкозы, ее транспорт через клеточные мембраны и фосфорилирование в клетках. Он повышает активность и усиливает протеосинтез ферментов гликолиза (гексокиназы, фосфофруктокиназы, пируваткиназы и др.) и ингибирует синтез некоторых ферментов глюконеогенеза ( Кендыш, 1983). Кроме того, инсулин активируя  пируватдегидрогеназу и цитратсинтазу, стимулирует образование ацетил-КоА из пирувата и синтез молочной кислоты и, как следствие, увеличивает аэробное окисление пирувата в цикле трикарбоновых кислот, процессы окислительного фосфорилирования, образования АТФ и креатинфосфата (Кендыш, 1985) Помимо этого, инсулин участвует в регуляции других ферментов гликолиза и тканевого дыхания - лактатдегидрогеназы, изоцитратдегидрогеназы, сукцинатдегидрогеназы и др.(Новицкий и др., 1997). Инсулин тормозит липолиз и активирует липогенез - образование триацилглицеридов, холестерина, фосфолипидов (Розен, 1994). Инсулин регулирует синтез белков и ферментов, как на стадии транскрипции, стимулируя, например, ДНК-зависимую-РНК-полимеразу, так и на стадии трансляции, стимулируя акцепторную активность тРНК, агрегацию рибосом в полисомы, транспорт аминокислот и их синтез внутри клетки, синтез АТФ и т. д. (Welsh, Proud, 1991; Gesteland, Atkins, 1993).
К ростовым, или митогенным, эффектам инсулина причисляют долгодлящиеся эффекты, реализуемые на генетическом уровне, которые приводят к экспрессии ряда специфических генов, стимулирующих синтез ДНК, РНК, тканеспецифичных белков и индукции процессов клеточного роста и дифференцировки в целом (Перцева и др., 1996). Инсулин усиливает синтез ДНК и митотическую активность клеток в ткани молочной железы, жировой ткани, печени, хрящевой ткани, культурах фибробластов, клеток эпителия и др. (Епифанова и др., 1988; Новицкий и др., 1997). 
Инсулин связывается с рецепторами, обладающими тирозинкиназной активностью. Кроме него с этим типом рецепторов могут взаимодействовать различные ростовые факторы (инсулиноподобные факторы роста I и II, фактор роста тромбоцитов, фактор роста эпидермиса и др.). Рецепторы включают надмемранно-расположенную -субъединицу и находящуюся в цитоплазме -субъединицу. Тирозинкиназная активность инициируется связыванием лигандов и усиливается лигандстимулируемым аутофосфорилированием (Лейбуш, 1998). Схема действия инсулина включает следущие этапы: 1) связывание инсулина с -субъединицей рецептора, 2) активация тирозинкиназы и аутофосфорилирование -субъединицы рецептора, 3) каскадное фосфорилирование активированной тирозинкиназой широкого спектра эффекторных белков, в котором принимают участие и другие протеинкиназы (Перцева и др., 1996).
Взаимное влияние гепарина и инсулина на проявление эффектов давно известно. Развитие инсулинзависимого сахарного диабета сопровождается сдвигами в системе гемостаза в сторону гиперкоагуляции. Гепарин эффективен в терапии ангиопатий при сахарном диабете, его применение сопровождается клиническим улучшением, нормализацией проницаемости и коагулирующих свойств крови, увеличением кровотока, нормализацией сосудистого тонуса и улучшением сократительной функции миокарда.
Экзогенный гепарин может ингибировать секрецию инсулина, а может и стимулировать. Введение инсулина приводит к  снижению концентрации гепарина в крови и повышению в тканях утилизирующих глюкозу - печени, скелетных и сердечной  мышцах (Шапиро, Ульянов, 1988). При аллоксановом диабете концентрация гепарина в крови резко падает (Кудряшов и др., 1989).
Комплекс инсулин-гепарин (6:1) обладает специфической гормональной активностью, превышающей активность эквивалентной дозы инсулина более чем в 1,5-2 раза, с более длительным, чем инсулин гипогликемическим действием в организме крыс при устойчивом аллоксановом диабете (Кудряшов и др., 1989; Орлов и др., 2000).
Компенсация утраченного антикоагулянтного потенциала экзогенным гепарином оказывает положительное влияние на состояние инсулярной системы при развитии и течении сахарного диабета (Балаболкин и др., 1990). Связывание циркулирующего в крови реактивного гепарина протамином сульфата  или высокоактивным синтетическим антагонистом гепарина - поликатионом 2,5-ионеном усиливает склонность организма к  развитию диабета (Кудряшов и др., 1989). При этом не проявляется гипогликемическое действие инсулина, хотя концентрация пептида  в крови при этом не изменяется, а при концентрации гепарина в крови ниже физиологического уровня эффект гормона ослабевает. 
Введение гепарина (50 - 500 ЕД/кг) в промежутке времени между введением протамина сульфата и инсулина полностью обеспечивало проявление гипогликемического действия инсулина, введение физиологического раствора не влияло на эффекты протамина сульфата. По-видимому, гепарин необходим для проявления гипогликемического действия как эндо-, так и экзогенного инсулина. Эти факты дали основание предположениям, что гепарин необходим для осуществления рецепции инсулина тканями-мишенями. Возможно, инсулин взаимодействует с рецепторами только в присутствии гепарина или в форме комплекса инсулин-гепарин. Протамина сульфат нарушает рецепцию, а экзогенный гепарин, связывая его, способствует восстановлению рецепции (Кудряшов и др., 1984).
В наших экспериментах в условиях относительной нормы введение инсулина в количестве 0,03 и 0,3 мг не сказывалось на сократительной активности сердца. Повышение количества до 1 или 2 мг приводило к недостоверному повышению Рмакс с максимумом на 3 мин. и снижению ЧСС (табл. 14.1). Введение смеси инсулин-гепарин в соотношении (0,3 мг : 0,06 мг) вызывало постепенное увеличение Рмакс на 74 мм. рт. ст. (75%) максимум к 5 минуте (р<0,01). При этом частота сердечных сокращений недостоверно снижалась в среднем на 20% к 5 минуте, но сократительная работа сердца при этом достоверно увеличивалась на 40% (р<0,05), что в целом может говорить о стимуляции смесью инсулин-гепарин сократительной активности миокарда. Через 15 минут эффект исчезал полностью и при повторном введении не проявлялся (табл. 14.1).
                                                                            Таблица 14.1
Влияние инсулина и его смеси с гепарином на ЧСС и развиваемое давление в левом желудочке изолированного сердца крысы
	Время после введения, мин
	ЧСС, уд./мин
	Рмакс мм рт. ст.

	
	Инсулин (0.03 мг)
	Инсулин + гепарин (5:1)
	Инсулин (0.03 мг)
	Инсулин + гепарин (5:1)

	Исходно
	160.0±16.9
	150.0±15.8
	91.7±7.6
	98.0±4.9

	1
	160.0±16.9
	150.0±15.8
	91.7±7.6
	119.0±9.0

	2
	136.7±12.0
	141.4±19.0
	96.7±7.3
	147.0±16.7*

	3
	129.2±13.4
	129.0±10.3
	110.0±9.6
	162.0±16.3*

	5
	129.2±13.6
	119.8±10.5
	108.3±10.4
	172.0±13.9*

	8
	127.1±13.0
	125.0±12.0
	104.2±8.5
	164.0±9.3*

	10
	129.5±12.8
	121.0±13.1
	100.0±7.4
	134.0±8.1*

	15
	129.3±13.2
	120.2±13.7
	94.2±7.3
	105.0±3.2

	20
	148.3±16.5
	125.0±15.6
	93.3±7.3
	100.0±5.5


* – Различия между исходными и экспериментальными данными 
статистически значимы (р < 0.05).
При постишемическом введении инсулин (0,03 мг) практически не влиял на восстановление сердечной активности по сравнению с контролем. Предишемическое введение гормона сопровождалось достоверным увеличением ЧСС с 10-ю по 30-ю мин (табл. 14.2). 
                                                                                                  Таблица 14.2. 
Влияние инсулина и его смеси с гепарином на восстановление частоты 
сердечных сокращений изолированного сердца
после тотальной ишемии.
	Время реперфузии, мин
	Ишемия (Конт-
роль)
	Частота сердечных сокращений, уд/мин

	
	
	Инсулин (0.03 мг)
	Инсулин + гепарин (5:1)

	
	
	Предишемич.
введение
	Постишемич.
введение
	Предишемич.
введение
	Постишемич.
введение

	1
	26,9±5,3
	31.39.3
	51.84.4
	126.815.8*
	26.15.6

	5
	45,9±7,6
	61.33.1
	57.99.4
	101.818.3*
	113.314.6*

	10
	64,5±12,2
	103.217.2*
	91.710.4
	107.817.8*
	143.312.8*

	15
	67,2±14,5
	137.021.5*
	101.912.4
	126.414.9*
	138.313.3*

	20
	73,8±13,0
	138.120.7*
	106.36.3
	126.414.9*
	115.87.8*

	30
	78,2±12,3
	113.222.2*
	103.87.9
	97.310.8
	113.34.2*

	40
	76,4±11,2
	106.721.1
	100.47.2 
	92.810.5
	113.314.2


* – Различия между контрольными и экспериментальными группами 
статистически значимы (р < 0.05).
Более эффективный процесс восстановления частоты сердечных сокращений наблюдался при применение смеси инсулина с гепарином в весовом соотношении 5:1 соответственно. В этом случае как при предишемическом, так и постишемическом введении ЧСС в период с 5-й по 30 мин был в 1.5-2 раза выше, чем в контроле (табл.14.2).
Развиваемое давление в левом желудочке в условиях тотальной ишемии с течением времени достоверно снижалось относительно исходных величин (табл. 14.3).
                                                                                  Таблица 14.3. 
Влияние инсулина и его смеси с гепарином на развиваемое давление в левом желудочке изолированного сердца после тотальной ишемии.
	Время реперфузии, мин
	Ишемия (Конт-
роль)
	Рмакс мм рт. ст.

	
	
	Инсулин (0.03 мг)
	Инсулин + гепарин (5:1)

	
	
	Предишемич.
введение
	Постишемич.
введение
	Предишемич.
введение
	Постишемич.
введение

	Исходно
	109,4±5,6
	108.35.7
	100.06.2
	97.96.7
	95.04.5

	1
	113,1±26,1
	166.716.1*
	181.221.7*
	111.421.7
	265.021.4*

	5
	73,4±6,1
	157.515.3*
	127.59.7*
	122.818.2*
	200.010.6*

	10
	72,8±5,1
	132.515.4*
	90.07.4
	127.120.9*
	170.010.3*

	15
	71,6±7,6
	114.29.1*
	74.28.1
	103.618.7*
	166.713.1*

	20
	65,6±7,2
	100.811.8*
	62.17.4
	95.012.2
	128.317.9*

	30
	68,1±7,3
	96.714.0
	57.54.6
	76.411.2
	105.812.1*

	40
	68,1±7,3
	91.715.7
	54.27.0
	71.48.8*
	97.56.9


* – различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р < 0.05).
 При предишемическом введении инсулина в дозе 0.03 мг гормон с 5 по 20-ю минуты реперфузии  вызывал достоверное повышение максимального давления в левом желудочке до 157 мм рт. ст., что в 2 раза превышало контрольные и в 1.5 раза исходные данные. Более эффективным оказалось введение смеси инсулина с гепарином в соотношении 5:1. В этом случае при постишемическом введении величина максимального давления составляла 265.021.4 мм рт. ст., а достоверные различия  с контролем регистрируются с 1 по 30 мин реперфузии (табл. 14.3).  
Скорость сокращения сердца в условиях тотальной ишемии достоверно снижается относительно исходных величин. При введении инсулина скорость сокращения при предишемическом и постишемическом  введении также снижается с течением времени реперфузии, однако это снижение значительно менее выражено, чем в контроле.  Иная картина наблюдается при введении инсулина в смеси с гепарином в весовом соотношении 5:1. При такой постановке эксперимента скорость сокращения достоверно отличается от контрольных величин и не отличается от исходных, что может говорить о потенцировании гепарином антиишемического действии инсулина (рис. 14.3)                                                    


Рис. 14.3. Влияние инсулина и его смеси с гепарином на восстановление скорости сокращения (+dP/dt) изолированного сердца
после тотальной ишемии
1 – контроль (ишемия);
2 – инсулин (0.03), предишемическое введение;
3 – инсулин (0.03), постишемическое введение;
4 – инсулин + гепарин (5:1), предишемическое введение;
5 – инсулин + гепарин (5:1), постишемическое введение.
* – Различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р < 0.05).
	
По аналогичной схеме развиваются события, связанные со скоростью расслабления. При предишемическом введении инсулина скорость расслабления достоверно выше контроля с 1-ой по 30 мин реперфузии, при постишемическом введении – с 1-ой по 15-ю мин. Значительно эффективнее влияет на скорость расслабления предишемическое и постишемическое введение комплекса инсулин – гепарин. В этом случае скорость расслабления в течение всего времени реперфузии достоверно выше контрольных величин (табл. 14.4).
                                                                                                    Таблица 14.4. 
Влияние инсулина и его смеси с гепарином на восстановление скорости расслабления (-dP/dt) изолированного сердца
после тотальной ишемии.
	Время реперфузии, мин
	Ишемия (Конт-
роль)
	Скорость расслабления, мм рт. ст./мин

	
	
	Инсулин (0.03 мг)
	Инсулин + гепарин (5:1)

	
	
	Предишемич.
введение
	Постишемич.
введение
	Предишемич.
введение
	Постишемич.
введение

	Исходно
	946,7±88,8
	896.726.4
	835.838.9
	807.182.7
	892.527.5

	1
	321,4±21,4
	512.537.5*
	510.036.7*
	650.0148.6*
	566.766.7*

	5
	389,3±24,3
	566.727.9*
	720.091.6*
	770.098.2*
	866.785.3*

	10
	435,7±43,2
	783.371.5*
	733.373.8*
	800.093.2*
	983.271.5*

	15
	478,6±37,6
	827.559.5*
	725.028.1*
	771.482.9*
	996.769.6*

	20
	478,2±35,4
	758.359,7*
	591,745,5
	757,179,0*
	791,730,5*

	30
	500,0±52,3
	708,356.9*
	525.047.8
	728.681.5*
	791.730.5*

	40
	500,0±52,3
	666.771.5
	525.047.8
	728.681.5*
	791.730.5*


* – Различия между контрольной и экспериментальными группами 
статистически значимы (р < 0.05).

В целом можно констатировать, что введение инсулина в составе смеси с гепарином в условиях относительной нормы способствует проявлению положительного инотропного эффекта пептида. В реперфузионный период гепарин значительно увеличивает и пролонгирует  кардиостимулирующий эффект инсулина.
14.3. Тиролиберин
Тиролиберин (тиреотропин-рилизинг-гормон, TRH) - гормон гипоталамуса, стимулирует высвобождение тиротропина из передней доли гипофиза, а также участвует в рилизинге пролактина, вазопрессина, гормона роста, АКТГ, и соматостатина (Lehnert, 1993), Помимо этого он снижает уровень кальция в крови и тормозит секрецию панкреотических ферментов, влияет на пишевое и питьевое поведение, повышает температуру тела, актививует симпатоадреналовую систему, активирует выделение норадреналина из нервных терминалей, повышает обмен катехоламинов, усиливает норадреналиновый эффект на кровяное давление и работу сердца, проявляет антидепрессивное действие. 
Применение тиролиберина ускоряет восстановление роговичных рефлексов и неврологический статус, усиливает дыхательную активность и работу сердца, но не сказывается на выживаемости при различных видах шока и после клинической смерти (Бастрикова и др., 1995; Орлов и др., 2000). У интактных животных он также может существенно повышать артериальное давление, частоту сердечных сокращений, частоту дыхания (Брагин, Яснецов, 1991; Jedrusiak et al., 1995). Показаны антигипоксические свойства тиролиберина и его аналогов (Ашмарин и др., 1992; Кошелев и др., 1994). Среди пептидов тиролиберин выделяется сочетанностью своих антигипоксических свойств со специфическим влиянием на дыхательную регуляцию и кислородный гомеостаз. При острой циркуляторной гипоксии тиролиберин стимулирует и восстанавливает нормальное дыхание, повышает чувствительность дыхательного центра (Ашмарин, Чепурнов, 1991; Сербенюк и др., 1990; Чиж, Каспаров, 1990) даже в ультрамалых дозах (Chepurnov, Iniyushkin, 1994). При введении тиролиберина при асфиксии, вызванной остановкой аппарата искусственного дыхания или пережатием дыхательных путей, пептид оказывал протективное антигипоксическое действие, при этом наблюдалось повышение парциального давления кислорода в периферической крови, что связывают не с действием самого пептида, а с каскадными эффектами им индуцированными (Власова и др., 1994). Введение аналога тиролиберина крысам, перенесшим антенальную гипоксию, приводит к улучшению у них уровня направленного внимания к действию сенсорных стимулов в 2-3,5 раза, нормализации исследовательского и эмоционального поведения, улучшению в 4 раза процесса обучения. Это, возможно, связано с восстановлением баланса активности серотонин-, дофамин- и норадренергической систем мозга, который был нарушен гипоксией у самок на 14-16 дни беременности (Семенова и др., 1999). Антигипоксический эффект тиролиберина является прямым эффектом, а не опосредован изменениями гипофиз-тиреоидной оси, что подтверждается аутоиммунизацией  к тиролиберину (Чепурнова и др., 1994). Тиролиберин рекомендуется использовать как антигипоксическое средство в современной медицине (Ашмарин и др., 1994).
Эффекты тиролиберина связаны с увеличением под влиянием пептида содержания в цитозоле двух посредников: инозитол-трисфосфата и ионов кальция. Стадии трансдукции TRH-сигнала таковы: 1) связывание TRH-рецептора с -cубединицей Gq-белкa (Hernandez et al., 1999); 2) гидролиз фосфолипазой С фосфатидилинозитола-4,5-бисфосфат на 1,2-диацилглицерол и инозитол-1,4,5-трисфосфат, которые являются важными внутриклеточными посредниками; 3) повышение содержания Са2+ в цитоплазме (Хомутов и др., 2012; Kaiser et al., 1994; Bayliss et al., 1994).
Взаимоотношения между пептидом и гепарином построены преимущественно на антагонизме. Гепарин - мощный антагонист инозитол-трисфосфата, отменяет его эффекты полностью, а эффекты тиролиберина по индукции выброса гормонов гипофизарными клетками блокирует лишь частично (Mollard et al., 1990). Тиролиберин и его аналоги, по-видимому, блокируют свойства гепарина, усиливают полимеризацию фибрин-мономера, резко снижают неферментативные фибринолитические свойства плазмы крови, обусловленные действием комплексных соединений гепарина с белками крови и аминами. (Ашмарин и др., 1996).
В условиях относительной нормы ни тиролиберин в диапазоне концентраций от 0,03 до 1 мг, ни его смесь с гепарином не влияли на сократительную активность изолированного сердца (рис. 14.4), что согласуется с литературными данными (Socci et al., 1996).


Рис. 14.4. Влияние тиролиберина и его смеси с гепарином на восстановление частоты сердечных сокращений изолированного сердца
после тотальной ишемии
1 – контроль (ишемия);
2 – тиролиберин (0.03 мг), предишемическое введение;
3 – тиролиберин (0.03 мг), постишемическое введение;
4 – тиролиберин + гепарин (1:1), предишемическое введение;
5 – тиролиберин + гепарин (1:1), постишемическое введение.
* – Различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р < 0.05).

В течение первых 5 мин реперфузии ЧСС изолированного сердца снижалась как в контроле, так и при введении тиролиберина, либо смеси тиролиберин-гепарина в весовом соотношении 1:1. Далее, во всех группах наблюдалось восстановление частоты сердечных сокращений, причём скорость восстановления была различной. Так, в контрольной группе экспериментов даже в течение 40 мин реперфузии ЧСС не достигала исходных величин, в то время как при предишемическом и постишемическом введениях тиролиберина и смеси гормона с мукополисахаридом через 15-20 мин реперфузии наблюдалось восстановление ЧСС до исходного уровня (рис. 14.4).
В самом начале реперфузионного периода как при пред- , так и при постишемичееском введении  тиролиберин (0,03 мг) способствовал развитию фибрилляции желудочков, после чего в 30% случаев при предишемическом введении сердце не восстанавливалось. В остальных случаях в первые 10-15 мин  наблюдалось увеличение Рмакс до 200-220 мм.рт.ст. максимум, что достоверно (р<0,01) превышало исходный уровень (в первые минуты реперфузии) и контрольные значения (рис. 14.5).


Рис. 14.5. Влияние тиролиберина и его смеси с гепарином на развиваемое давление в левом желудочке (Рмакс) изолированного сердца
после тотальной ишемии
1 – контроль (ишемия);
2 – тиролиберин (0.03 мг), предишемическое введение;
3 – тиролиберин (0.03 мг), постишемическое введение;
4 – тиролиберин + гепарин (1:1), предишемическое введение;
5 – тиролиберин + гепарин (1:1), постишемическое введение.
* – Различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р < 0.05).

Начиная с 10 мин реперфузии сила сердечных сокращений начинала снижаться и при постишемическом введении пептида к 15 мин достигала исходных значений и далее не менялась за время наблюдения, а при предишемическом введении уже на 30 минуте не превышала показателей контроля. Со снижением Рмакс постепенно увеличивалась ЧСС до показателей, близких к исходным (115-165 уд/мин). Сократительная работа сердца в реперфузионный период достоверно превышала значения контроля (р<0,01), что может говорить о стимуляции тиролиберином сократительной активности миокарда в реперфузионный период (рис. 14.5). 
Скорость сокращения и скорость расслабления миокарда под влиянием пептида постепенно восстанавливались до значений достоверно превышающих контрольные (р<0,05) и далее не снижались (рис. 14.6). 

 
Рис. 14.6. Влияние тиролиберина и его смеси с гепарином на восстановление скорости сокращения (+dP/dt) изолированного сердца
после тотальной ишемии
1 – контроль (ишемия);
2 – тиролиберин (0.03 мг), предишемическое введение;
3 – тиролиберин (0.03), постишемическое введение;
4 – тиролиберин + гепарин (1:1), предишемическое введение;
5 – тиролиберин + гепарин (1:1), постишемическое введение.
* – Различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р < 0.05).
Таким образом, гепарин достоверно (р<0,01) блокировал проявление положительного инотропного эффекта тиролиберина независимо от введения, различия с контролем были незначительны. Вместе с тем под влиянием смеси как при пред-, так и при постишемическом введении происходила стимуляция ритмической активности миокарда, которая в конечном итоге достигала исходных значений, превышая уровень контроля почти в 2 раза (р<0,01). Это вызывало постепенное увеличение значений сократительной работы сердца, которые к 40 минуте реперфузии были выше контрольных на 75% (р<0,01). Изменения скоростных показателей были аналогичны таковым в группах по изучению влияния одного тиролиберина. 
Обращают на себя внимание сравнительно низкие значения КДД (конечного диастолического давления, мм. рт. ст.) при постишемическом введении пептида и при обоих способах введения смеси тиролиберин-гепарин (в 2 -2,5 раза ниже контрольных, р<0,05), что может свидетельствовать об эффективной работе кальциевых АТФ-аз.
14.4. Семакс
В условиях относительной нормы ни семакс в количестве от 0,03 до 1 мг, ни его смесь с гепарином не вызывали изменений в сердечной деятельности. При ишемии пептид вел себя различно в зависимости от введения (табл. 14.5). 
                                                                                                 Таблица 14.5 
Влияние семакса и его смеси с гепарином на восстановление частоты 
сердечных сокращений изолированного сердца
после тотальной ишемии.
	Время реперфузии, мин
	ЧСС, уд/мин

	
	Ишемия
(контроль)
	Семакс (0.03 мг)
	Семакс+гепарин (1:1)

	
	
	Предишемич.
введение
	Постишемич.
введение
	Предишемич.
введение
	Постишемич.
введение

	Исходно
	155,0±14,4
	157,1±13,0
	148,6±13,3
	170,0±12,0
	145,7±16,0

	1
	26,9±5,3
	27,4±3,9
	42,8±10,8
	14,0±3,6
	30,3±6,1

	5
	45,9±7,6
	38,8±4,6
	85,4±13,8
	83,8±15,3*
	67,0±6,2

	10
	64,5±12,2
	57,1±10,4
	89,0±13,9
	137,5±17,9*
	83,1±12,7*

	15
	67,2±14,5
	72,0±10,9
	116,9±19,9*
	153,3±10,5*
	136,4±20,2*

	20
	73,8±13,0
	68,1±9,3
	136,4±14,8*
	158,3±8,3*
	137,1±20,1*

	30
	78,2±12,3
	86,1±10,2
	134,3±14,9*
	166,7±10,5*
	137,1±20,1*

	40
	76,4±11,2
	79,6±8,4
	141,4±13,8*
	169,2±9,6*
	135,0±15,4


* – Различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р < 0.05).

При предишемическом введении семакса (0,03 мг) к 40 минуте реперфузии все более отчетливо заметно его угнетающее воздействие на все основные показатели сократительной активности. Достоверно (р<0,05) снижались по сравнению с контролем сила сердечных сокращений (на 20%), сократительная работа сердца (на 20%), скоростные показатели (на 30-50%), увеличивалась КДД (на 40%) (рис. 14.7).


Рис. 14.7. Влияние семакса и его смеси с гепарином на развиваемое давление в левом желудочке (Рмакс) изолированного сердца
после тотальной ишемии
1 – контроль (ишемия);
2 – семакс (0.03 мг), предишемическое введение;
3 – семакс (0.03 мг), постишемическое введение;
4 – семакс + гепарин (1:1), предишемическое введение;
5 – семакс + гепарин (1:1), постишемическое введение.
* – Различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р < 0.05).

Введение семакса в постишемический период, наоборот, в значительной степени по сравнению с контролем стимулировало восстановление к 40 минуте реперфузии Рмакс (на 20 мм.рт.ст., 18%), ЧСС (на 60 уд/мин, 55%), а также скорости сокращения (на 550 мм.рт.ст./с., 68%) и скорости расслабления миокарда (на 180 мм.рт.ст/с, 30%) (рис. 14.8).. 
Введение смеси гепарин-семакс как перед, так и после ишемии, вызывало однотипные изменения, напоминающие влияние одного семакса при постишемическом введении, только менее выраженным был положительный инотропный эффект при превентивном введении смеси (различия с контролем наблюдались только в первые 10 минут реперфузионного периода (р0,05).


Рис. 14.8. Влияние семакса и его смеси с гепарином на восстановление скорости сокращения (+dP/dt) изолированного сердца
после тотальной ишемии
1 – контроль (ишемия);
2 – семакс (0.03мг), предишемическое введение;
3 – семакс (0.03 мг), постишемическое введение;
4 – семакс + гепарин (1:1), предишемическое введение;
5 – семакс + гепарин (1:1), постишемическое введение.
* – Различия между исходной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р < 0.05).

Таким образом, в отличие от предварительного введения одного пептида, его смесь с гепарином обладает значительными адаптогенными свойствами, повышая резистентность миокарда к ишемическим повреждениям. 
14.5. Пчелиный яд и мелиттин
В последнее время на основании созданной информационной базы данных по эффектам регуляторных пептидов (РП) и непептидных медиаторов (дофамину, серотонину, норадреналину, ацетилхолину), был проведён анализ возможных каскадных процессов эндогенных регуляторов. Было выявлено, что весь континуум РП и медиаторов представляет собой хаотический бульон упорядоченных трёхуровневых компартментов. Такая динамичная функциональная иерархия эндогенных регуляторов позволяет формировать пусковые и коррекционные задачи для различных физиологических функций. Рассмотрены примеры статических и динамических схем индукционных процессов РП и медиаторов, регулирующих состояние тревожности, депрессии, обучение и память, пищевое поведение, репродуктивные процессы и др. (Крупина, Хлебникова, 2010; Королёва, Мясоедов, 2012)
 Пчелиный яд, эволюционно приспособленный к защите пчелиного жилища, представляет собой сложную многокомпонентую систему, в которой выделяют полипептиды, ферменты, амины и феромоны. Особую роль в регуляции функций организма, являющегося акцептором пчелиного яда, играют полипептиды яда, к которым относится мелиттин, апамин, МСД-пептид, адолапин, тертиапин, секапин, минимин, кардиопеп, в связи с чем пчелиный яд можно считать многофункциональным кластером регуляторных пептидов (Хомутов, 2017).
В условиях относительной нормы и мелиттин (0,03 мг) и пчелиный яд (0,05 мг) вызывали ярко выраженные токсические эффекты (рис.14.9).




 Рис. 14.9. Влияние пчелиного яда, мелиттина и их смесей с гепарином на частоту сердечных сокращений изолированного сердца крысы
1 – пчелиный яд (0.05 мг);                            2 – пчелиный яд + гепарин (1:0.5);
3 – мелиттин (0.03 мг);                                  4 – мелиттин + гепарин (1:0.5).
* – Различия между исходными и экспериментальными 
данными статистически значимы (р < 0.05).
Эти вещества достоверно (р<0,01) вызывали постепенное угнетение ЧСС и Рмакс на 40%, а также скоростных показателей (на 50-70%), при этом наблюдалось развитие аритмий и рост контрактуры (КДД увеличивалось в 10 раз относительно исходного состояния). Изменения развиваемого давления при введении мелиттина носило двуфазный характер. В первую минуту наблюдалось повышение Рмакс на 40 %, которое затем быстро снижалось и к 20 минуте после введения вещества не превышало 60% (рис.14.10).


Рис. 14.10. Влияние пчелиного яда, мелиттина и их смесей с гепарином 
на развиваемое давление (Рмакс) в левом желудочке 
изолированного сердца крысы
1 – пчелиный яд 0,05 мг);                           2 – пчелиный яд + гепарин (1:0.5);
3 – мелиттин (0.03 мг);                               4 – мелиттин + гепарин (1:0.5).
* – Различия между исходными и экспериментальными 
данными статистически значимы (р < 0.05).

Гепарин снижал токсические эффекты зоотоксинов, но не устранял положительный инотропный эффект мелиттина. Все показатели сократительной активности слабо отличались от нормы, однако высокий процент аритмий сохранялся. По нашим данным, похожим образом гепарин влиял на проявление эффектов яда кобры: введение этого зоотоксина в составе смеси с гепарином полностью предотвращало угнетение активности изолированного сердца. При этом в первые минуты после воздействия наблюдался положительный хронотропный эффект - ЧСС повышалась в среднем на 67% (Орлов, Хомутов, 1998).
При введении как перед, так и после ишемии и пчелиный яд и мелиттин вызывали прекращение работы сердца, его сократительная активность в 90% случаев не восстанавливалась. Напротив, введение смеси гепарин-пчелиный яд сопровождалось достоверным (р<0,05) повышением ритмической активности в 2 раза, силы сердечных сокращений на 30% и в целом сократительной работы сердца по сравнению с контролем (рис.14.11). Данные показатели в конечном итоге приближались к исходным значениям. 


Рис. 14.11. Влияние пчелиного яда и мелиттина в смеси с гепарином на восстановление частоты сердечных сокращений изолированного сердца 
после тотальной ишемии
1 – контроль (ишемия);
2 – пчелиный яд + гепарин (1:0.5), предишемическое введение;
3 – пчелиный яд + гепарин (1:0.5), постишемическое введение;
4 – мелиттин + гепарин (1:0.5), предишемическое введение;
5 – мелиттин + гепарин (1:0.5), постишемическое введение.
* – различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р < 0.05).

Скорость сокращения и скорость расслабления также достоверно превышали контрольные значения. При предишемическом введении смеси пчелиного яда с гепарином они даже недостоверно превышали на  10% исходные значения, а при постишемическом – достигали исходного уровня. Вместе с тем, восстановление сократительной активности сердца в группах с введением смеси пчелиный яд-гепарин сопровождалось значительным количеством аритмий на протяжении всего времени наблюдения (14.12).


Рис. 14.12. Влияние пчелиного яда и мелиттина в смеси с гепарином на развиваемое давление в левом желудочке (Рмакс) изолированного сердца 
после тотальной ишемии
1 – контроль (ишемия);
2 – пчелиный яд + гепарин (1:0.5), предишемическое введение;
3 – пчелиный яд + гепарин (1:0.5), постишемическое введение;
4 – мелиттин + гепарин (1:0.5), предишемическое введение;
5 – мелиттин + гепарин (1:0.5), постишемическое введение.
* – Различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р < 0.05).
 
Введение смеси гепарин-мелиттин не приводило к значительным изменениям сократительной активности по сравнению с контролем в реперфузионный период, за исключением высокого процента аритмий. Увеличение контрактуры было небольшим (на 10%), что характерно для всех случаев использования смесей с гепарином.


14.6. Влияние пептидов и их смесей с гепарином на направленность 
лактатдегидрогеназной реакции в реперфузионном периоде
В тканях животных молочная кислота играет особую роль, так как этот субстрат представляет собой своеобразный метаболический тупик, основным путём обмена которого является легко обратимая лактатдегидрогеназная реакция. Скорость других реакций образования или использования молочной кислоты несравненно ниже, чем скорость взаимопревращения лактата и пирувата. Таким образом, лактат можно рассматривать как определённый тканевой резерв активно метаболизирующего пирувата. Обратимость лактатдегидрогеназной  реакции  и  высокая активность фермента позволяют паре субстратов лактат - пируват играть важную роль в контроле над отношением  окисленных и восстановленных форм НАД в клетке (Paventi et al., 2007).
Лактатдегидрогеназа (L-Лактат: НАД+ - оксидоредуктаза КФ 1.1.1.27) катализирует реакцию:
L - Л А К Т А Т + НАД+  ↔  П И Р У В А Т + НАДН
Ткань печени обладает достаточно высокой  лактатдегидрогеназной        активностью, занимая второе место  после  скелетной мускулатуры. Данный фермент, выделенный из  многих  источников,  представляет  собой  тетрамер  с  молекулярной  массой  140000. Характерной особенностью    молекулы лактатдегидрогеназы является её построение из двух доменов.  Структура  одного  из них, ответственного за связывание коэнзима (НАД), имеет сходство с другими НАД-зависимыми дегидрогеназами (алкогольдегидрогеназой, малатдегидрогеназой, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназой). Архитектура другого домена существенно отличается и имеет характерные особенности у дегидрогеназ разной специфичности. Это позволило выдвинуть предположение об общих принципах организации молекулы НАД-зависимой дегидрогеназы, согласно которым сходная функция (связывание одинакового коэнзима – НАД) обеспечивается существованием сходной пространственной структуры домена, тогда как разные регуляторные функции (связывание разных субстратов и катализ) требуют появления доменов разной структуры (Наградова, Муронец, 1991).
Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) в соматических тканях большинства               позвоночных животных и человека представлена пятью изоферментами. Они состоят из двух типов субъединиц: А (или М) и В (или Н), которые формируют пять изозимов различного состава: В4 (ЛДГ1); А1В3 (ЛДГ2); А2В2 (ЛДГ3); А3В1. Несмотря на то что, согласно определению, все множественные формы фермента катализируют одну и ту же химическую реакцию, они не обязательно идентичны по каталитическим свойствам. В действительности различия в кинетических характеристиках между ними являются скорее правилом, чем исключением. Активность изоферментов ЛДГ эффективно определяется с помощью основанного на микрочипе капиллярного электрофореза. Этот метод позволяет выявить множественные формы фермента за более короткое время, а также точнее определить их кинетические характеристики благодаря мониторингу количества НАДН, полученного в процессе инкубации при фиксированной температуре (Zhuang et al., 2007).       
Находясь на развилке путей  метаболизма  углеводов,  ЛДГ участвует в   регуляции тонко сбалансированного катаболизма и анаболизма, анаэробного и аэробного гликолиза, а также играет немаловажную роль в процессах клеточного ацидоза, апоптоза, роста и генерирования рекомбинантных белков. Существенным в возможной способности ЛДГ к изменению направления потоков пирувата является обнаруженная у этого фермента саморегуляция - ингибирование избытком субстрата (пирувата) (Jeong et al., 2006). Субстратное ингибирование в свою очередь подвержено внешним регуляторным воздействиям. В частности, субстратное ингибирование из мышц млекопитающих снимается при переходе рН от 6 к 8. Снимают субстратное ингибирование лактатдегидрогеназы также некоторые аналоги субстрата. Возможно, что в процессе ингибирования участвуют различные конформеры ЛДГ, обладающие разным сродством к субстрату - ингибитору (Сабурова, Ягодина, 1990).
 Показано, что при увеличении концентрации белка-фермента в растворе повышается доля тетрамеров ЛДГ. Такой же эффект наблюдается при повышении концентрации лактата. Предполагают, что преимущественной функциональной ролью димерной формы ЛДГ является восстановление пирувата, а тетрамерной - окисление лактата (Yamamoto, Storey, 1988).
Методический подход, связанный с выделением ферментов, привёл к      получению многих очищенных препаратов и дал возможность заложить       фундамент для изучения механизма действия ферментов. Однако в то же время многое было утрачено: ферменты отделяли от их микроокружения и помещали в несвойственные для клетки условия с иными значениями рН, ионной силой, концентрациями ферментов и субстратов. Мы многое узнали о поведении ферментов in vitro, но очень мало знаем о том, каким образом они работают in vivo (Гомазков, 1993).
В настоящее время заблуждение о существовании отдельных независимых ферментов сменяется осознанием надмолекуляной ферментативной организации. Основные свойства отдельных ферментов остаются в силе, но реальное поведение энзимов следует рассматривать с учётом их микроокружения in vivo в клетке (Ермаков, 1993; Ovadi, Srere, 1996; Maekawa., 1998).
По современным представлениям «растворимые» ферменты могут           обратимо взаимодействовать с субклеточными структурами. Ферменты,          адсорбированные структурными белками и мембранами клеточных органелл, имеют иные, нежели ферменты в растворе, каталитические свойства.            Контролируемая метаболитами обратимая адсорбция энзимов на субклеточных структурах расширяет регуляторные возможности клетки и определяет возможность существования адсорбционного механизма регуляции (Shmelev, Serebrenikova, 1997; Lushchak, 1998).
В работах ряда авторов. было показано, что добавление F - актина вызывает снижение активности лактатдегидрогезы, что сопровождается ухудшением её каталитических характеристик: величина Vmax уменьшилась в 1,6 раза, а значение Km (по НАДН) возросло в 2,5 раза. Показано, что присоединение ЛДГ к актину приводит к активации Mg2+-АТФ-азы актиномиозина на 30%. Возможно взаимодействие лактатдегидрогеназы не только с F-актином, но и тубулином, микротубулином и другими белками цитоскелета клетки (Knull, Walsn, 1992). Предполагается, что обратимая адсорбция ферментов гликолиза, в том числе ЛДГ, на структурных компонентах клетки является одним из важнейших механизмов регуляции метаболизма, благодаря упорядоченности, компартментализации метаболических процессов (Sayd et al., 1998). Взаимодействие лактатдегидрогеназы с белками и полиэлектролитами приводит к образованию комплексов, которые, изменяя  равновесие в системе димер – тетрамер, влияют на каталитическую активность фермента. Также возможно обратимое связывание ЛДГ-В с липосомами, состоящими из кислых фосфолипидов. Этот процесс наиболее эффективно идет при низких значениях рН, близких к изоэлектрической точке белка. В данных условиях сайт связывания ко-фактора НАДН лактатдегидрогеназы В-типа активно участвует во взаимодействии фермента с кислыми фосфолипидами (Terlecki et al., 2007).   
ЛДГ печени крыс распределена между всеми гранулярными                  компонентами клетки. При этом в связанном состоянии находится около 23% фермента в составе комплексов с молекулярной массой до 1×106 – 2×106 Да. При достаточно высокой концентрации общего белка в миогеновой фракции наблюдается образование комплекса по меньшей мере четырёх гликолитических ферментов: 6-фосфофруктокиназы, фруктозобифосфат-альдолазы, пируваткиназы и лактатдегидрогеназы. Факторы, стимулирующие полимеризацию и осаждение актина (повышение температуры, удаление ионов Са2+), вызывали сходное увеличение количества гликолитических ферментов в осадке. Установлено, что ассоциация гликолитических ферментов друг с другом в экстрактах печени возможна лишь в присутствии актина (Муронец, Наградова, 1990). Показано образование комплекса между глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназой и лактатдегидрогеназой, а также нуклеозиддифосфаткиназой А, АМФ-активируемой протеинкиназой α1, казеинкиназой 2 и ЛДГ-А, нуклеозиддифосфаткиназой В и ЛДГ-В (Jovanovic et al., 2007). К тому же был успешно получен гибридный бифункциональный фермент, образованный галактоздегидрогеназой и лактатдегидрогеназой и обладающий способностью повышать уровень метаболической рециркуляции НАД(Н) in vitro (Prachayasittikul et al., 2006). Следствием ассоциации гликолитических ферментов  друг с другом является изменение величины Km и максимальной скорости, а также облегчение регуляции активности энзимов различными эффекторами. В итоге это ведёт к повышению суммарной эффективности гликолитической системы (Курганов, 1996; Stapulionis, 1997; Leyva, 1998; Xu, 1998).
Добавление ЛДГ к мембранам лёгкого саркоплазматического ретикулума ведёт к снижению активности фермента в пробе. Причиной этого в первую очередь является связывание ЛДГ с мембранами, сопровождающееся уменьшением удельной активности связанного фермента на 60-70%. Аналогичное падение активности связанной ЛДГ наблюдается в её комплексах с митохондриями, искусственными мембранами. По-видимому, это является общей закономерностью связанного фермента. Характерно, что увеличение концентрации НАДН и НАД сопровождается снижением количества фермента, связанного с мембранами (Есакова, Иванов, 1992). Для мембраносвязанной формы ЛДГ характерно, что повышение концентрации пирувата до 20 мМ не вызывает ингибирование фермента. Это расходится со свойствами очищенного фермента, который ингибируется наполовину в присутствии 14 мМ пирувата. Скорости инактивации мембранной формы ЛДГ под действием трипсина        существенно ниже, чем солюбилизированной 0,4 М  раствором KCl. Km для   пирувата у мембранной ЛДГ близка к свободному ферменту, а для НАДН её значение в 3,8 раза ниже, чем у свободной формы. Кроме того возможна регуляция активности лактатдегидрогеназы с помощью небольших молекул некоторых    лекарственных средств. Силистронг и его биологически активные компоненты – этанол и силимарин – способны восстанавливать активность фермента, модифицированную действием пероксида водорода, и повышать ее (Гильмиярова и др., 2006). 
ЛДГ из печени крысы, кролика, цыплёнка и человека может обратимо   связываться с митохондриями in vitro, изменяя при этом свою каталитическую активность. Связанный фермент на 20% менее активен, чем свободный. На основании различия кинетических характеристик для мембранной и свободной форм ЛДГ предполагается, что связывание фермента с митохондриями играет важную регуляторную роль в клетке (Евсеев, Севрюков, 1994; Есакова, Иванов, 1994; Bai, 1997).
Адсорбция ферментов на внутриклеточных структурах и наблюдамoe при этом изменение свойств, приводит к появлению «своеобразных изоферментов», и, следовательно, увеличивает число возможных комбинаций в полиферментных комплексах. Таким образом, лактатдегидрогеназа может присутствовать в клетке в трёх состояниях: свободном, в виде комплекса с другими ферментами гликолиза и в ассоциированном со структурными белками и органеллами клетки.
Установлено, что при различных видах кислородного голодания организма в мозге, сердце и печени животных происходит увеличение общей активности ЛДГ и активности изофермента М4. При этом активность             изофермента Н4 уменьшается. Так при аноксии у животных относительное количество гексокиназы, фосфофруктокиназы,         глицерофосфатдегидрогеназы, пируваткиназы, лактатдегидрогеназы в связанном с мембранами состоянии в сердечной мышце уменьшается в 1,5 раза при соответствующем  увеличении ферментов в свободном состоянии. Характерно, что длительные физические упражнения изменяют кинетические свойства ЛДГ (Km для лактата и пирувата) из скелетных мышц и миокарда крысы. Полагают, что обнаруженные изменения свойств фермента являются адаптационными и связаны с приспособлением мышечной ткани к хронической нехватке кислорода (Chretien, 1995). Кроме того, ЛДГ5 (М4-ЛДГ) играет ключевую роль в поддержании опухолевых процессов в организме. В условиях гипоксии раковые клетки активно пролиферируют, в них наблюдается возрастание активности ЛДГ в обратной реакции, в результате чего происходит активное накопление лактата. Понижение активности фермента приводит к усилению дыхания митохондрий и уменьшению уровня пролиферации опухолевых клеток (Fantin еt al., 2006).    
Не вызывает сомнения, что в процессе метаболической адаптации органов к кислородному голоданию важную роль играют ферменты, связанные с митохондриальными мембранами (Хватова, 1992). Показано, что чем более в гипоксическом окружении находится животное, тем больше митохондрий в тканях. Именно многочисленность митохондрий позволяет животным с наибольшей эффективностью использовать то минимальное напряжение кислорода, которое ему доступно (Савина, 1992). Введённая извне ЛДГ приводит к активному включению фермента в обменные процессы организма и может оказывать целенаправленное преимущественное воздействие на анаэробный  катаболизм углеводов (Гильмиярова и др., 1993, 1994).
В наших экспериментах (табл. 14.6) активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ) определяли спектрофотометрически (Кочетов, 1980). Активность ЛДГ выражали в нмоль за 1 минуту на 1 мг белка. Вычисляли коэффициент отношения прямой (Vпр) и обратной (Vоб) реакции:
Коб/пр =Vоб/Vпр
                                                                Таблица 14.6
Влияние пептидов и их смеси с гепарином на активность лактатдегидрогеназы митохондрий кардиомиоцитов в реперфузионный период после 
тотальной ишемии изолированного сердца
	
Условия 
эксперимента
	Коэффициент отношения прямой и обратной реакции (Коб/пр)

	
	Собственное влияние исследуемого вещества
	Влияние смеси с гепарином

	
	Предишемическое введение
	Постишемическое введение
	Предишемическое введение
	Постишемическое введение

	Гепарин
	15,581,66
	3,790,17*
	
	

	Инсулин
	4,350,30*
	4,270,38*
	4,680,54*
	3,460,26*

	Тиролиберин
	4,970,13*
	4,530,22*
	4,470,1*
	4,671,09*

	Семакс
	6,320,62*
	6,460,17*
	7,780,88*
	7,480,7*

	Мелиттин
	14,41,00
	12,550,92
	4,360,12*
	5,170,78*

	Пчелиный яд
	4,950,19*
	4,030,28*
	4,670,11*
	4,110,07*

	Интактные животные
	3,24  0,36

	Ишемия (контроль)
	14,50  0,71


* - различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р < 0.05).

Ишемия и последующая реперфузия приводили к значительному смещению ЛДГ-реакции в сторону образования лактата. Скорость обратной реакции в 4-5 раз превышала скорость прямой реакции (р<0,001). Превентивное введение гепарина не отражалось на активности фермента. Напротив, при постишемическом введении гепарина коэффициент направленности ЛДГ-реакции Коб/пр достигал исходных значений, характерных для группы интактных животных (табл.14.6).
Инсулин, тиролиберин, семакс стимулировали прямую и угнетали обратную лактатдегидрогеназные реакции в реперфузионный период. Значения коэффициента Коб/пр не отличались от группы интактных животных. Гепарин в составе смеси с пептидами не снижал проявление данного эффекта независимо от введения. Эти данные косвенно подтверждают способность исследуемых пептидов стимулировать аэробное дыхание в реперфузионный период, что сказывается на восстановлении сердечной деятельности после тотальной ишемии. 
Мелиттин не влиял на направленность лактатдегидрогеназной реакции в реперфузионный период. Однако, его смесь с гепарином достоверно (р<0,01) снижала значения Коб/пр до показателей, характерных для состояния относительной нормы.  В то же время пчелиный яд как сам по себе, так и в смеси с гепарином и при предишемическом введении и при постишемическом стимулировал прямую и угнетал обратную ЛДГ-реакции, изменяя (р<0,01) значение коэффициента Коб/пр. 
Резюмируя данные, полученные при изучении влияния гепарина на кардиотропные свойства регуляторных пептидов в условиях тотальной ишемии было показано, что гепарин, вероятно, при определенных состояниях, может оказывать большое влияние на работу сердца. Об этом свидетельствует большое количество тучных клеток в миокарде, эндокарде и эпикарде (Sperr et al., 1994), проходят гепарин-зависимые процессы, как, например рост и дифференцировка эндотелиальных клеток, под влиянием факторов роста, что имеет важное значение в регенерации и восстановлении процессов в сердце (Long et al., 1990). В наших экспериментах в условиях относительной нормы гепарин практически не влиял на сократительную активность миокарда. Только сразу после введении 3 и 10 мг вещества наблюдалась в течение 1-2 секунд остановка сердца, затем 2-3 сильных сокращений в 2-3 раза превышающих норму, после чего нормальный режим работы сердца восстанавливался. Это не противоречит литературным данным: гепарин в больших концентрациях (более 2000 ЕД/кг) in vivo способен повышать силу и скорость сердечных сокращений (Karli et al., 1984).
Достаточно много имеется фактов, свидетельствующих о том, что гепарин in vivo способен проявлять антигипоксические свойства, в том числе и в отношении работы сердца. Показано, что гепарин снижает повреждение кардиомиоцитов при гипоксии (Hiebert, Ping, 1997), ишемии и реперфузии (Friedrichs, et.al., 1994), повышает жизнеспособность клеток, уменьшает выход из клеток ферментов (креатинкиназы, ЛДГ и др.), уменьшает величину инфарктной зоны (Black et al.,1995).  В экспериментах на кроликах он уменьшал нарушения желудочковой сократимости, поддерживал коронарный кровоток, сохранял на исходном уровне развиваемое давление и КДД, что связывают с его антикоагулянтными чвойствами и ингибированием комплемента (Park et al., 1997).
Результаты наших исследований также свидетельствуют, что гепарин способен оказывать благоприятное действие на некоторые процессы в миокарде при постишемическом введении на модели изолированного сердца. Отчетливо проявляется его свойство препятствовать нарастанию КДД в реперфузионном периоде. Как известно, при ишемических и реперфузионных повреждениях рост контрактуры свидетельствует о перегрузке кардиомиоцитов ионами Са2+, при этом происходит активация кальций-зависимых фосфолипаз и протеаз, нарушения энергетической функции митохондрий, повреждение сарколеммы и выход из клетки креатинкиназы и других ферментов (Корпачева, Долгих, 1996).
Ослабление гепарином роста КДД в реперфузионный период, возможно, связано с его способностью регулировать ионные токи, в том числе и Са2+, через мембрану клетки. Гепарин может выступать в роли своеобразного буфера Са2+. Гепарин обладает высокой кальций связывающей способностью. Его добавление в кровь существенно увеличивает содержание связанного Са2+. Гепарин in vitro но не in vivo понижает содержание свободного Са2+ в сыворотке крови, при введении in vitro протамина сульфата (ингибитора гликозаминогликана с высокой связывающей способностью) уровень Са2+ восстанавливается (Goto et al., 1985).
 Гепарин связывается с Са2+ с большей аффинностью, чем с другимии катионами и может регулировать ток данного иона на мембране кардиомиоцитов (Martines et al., 1994). Вероятно, гепарин способен вытеснять Са2+ с поверхности клеток, специфически угнетая связывание иона с низкоаффинными местами связывания. Тем самым препарат снижает кальций связывающую емкость сарколеммы, что значительно уменьшает количество Са2+, который может проходить через каналы. Гепарин, например, блокирует сокращение изолированной аорты кролика и коронарных артерий собаки индуцируемое Са2+.
Кроме того, гепарин может менять фоcфолипидный состав мембран. В частности при геморрагическом шоке он может уменьшать содержание фосфатидилхолина и повышать содержание фосфатидилэтаноламина (Лескова, Архипенко, 1997). А известно, что увеличение содержания фосфатидилэтаноламина приводит к усилению активности кальциевого насоса (Yeagle, 1989).
Противоишемические свойства гепарина подтверждаются нашими данными по его влиянию на активность ЛДГ. Повышение образования пирувата в лактатдегидрогеназной реакции косвенно свидетельствует об усилении процессов аэробного дыхания и снижении ацидоза в клетках (Brooks, 1999), что является благоприятным признаком для восстановления сердца. Наши результаты согласуются с литературными данными по in vivo. Показано, что гепарин повышает сопротивляемость крыс и мышей к гипоксической гипоксии, стимулируя НАД-зависимые и угнетая флавин-зависимые дегидрогеназы в миокарде крыс. При этом он способствует увеличению содержаания пирувата в крови и миокарде и снижению уровня лактата. Уменьшение соотношения лактат/пируват свидетельствует о стимуляции гепарином аэробного окисления глюкозы.
Однако следует подчеркнуть, что в наших экспериментах на изолированном сердце в целом влияние гепарина в реперфузионный период на сократительную активность миокарда было незначительным. Развиваемое давление, ЧСС, скоростные показатели не отличались от контрольных. Это может косвенно свидетельствовать о слабом влиянии гепарина на энергетические процессы в условиях изолированного органа. Сократительная работа миокарда, скорость образования и распада акто-миозинового комплекса напрямую зависят от количества вырабатываемого АТФ. 
Более значительная выраженность антигипоксических свойств гепарина на моделях in vivo, возможно связана с тем, что, попадая в кровь, гепарин сразу образует комплексы с биологически активными веществами. Имеются данные, что антигипоксические свойства некоторых его комплексов выше, чем у свободного гепарина (Кондашевская, Ляпина, 1998). Это проявилось и в наших экспериментах. Антигипоксические свойства смесей пептидов и гепарина с повышенным содержанием комплексов были выше в большинстве случаев, чем при применении одних пептидов или одного гепарина, хотя, возможно, в каждом отдельном случае механизмы этих явлений были различны.
В опытах с инсулином наблюдалось усиление гепарином его влияния на сердце. Повышение сократительной активности изолированного сердца под влиянием смеси инсулин-гепарин в условиях относительной нормы, но не в отношении одного инсулина свидетельствует об участии гепарина в проявлении кардиотропных свойств инсулина. Полученные данные хорошо согласуются с гипотезой о возможном участии гепарина в рецепции инсулина. Не исключено, что, легко соединяясь с гликокаликсом клеток, гепарин может способствовать адсорбции инсулина на мембране кардиомиоцитов, препятствовать вымыванию пептида и облегчать его связывание с рецепторами. Есть и в литературе косвенные подтверждения возможности данного феномена. Известно, что гепаран сульфат (близкий по строению к гепарину гликозаминогликан) играет роль в закреплении основного фактора роста фибробластов (близкого к инсулину соединения по физиологическим свойствам и строению рецепторов пептида) с тирозин-киназным рецептором (Rusnati et al., 1994). Гепарин может активировать рецепторную тирозинкиназу, при этом стимулируется аутофосфорилирование рецепторов факторов роста фибробластов в присутствии агонистов рецепторов (Gao, Goldfarb, 1995). Кроме того показано, что гепарин ингибирует активность казеин-киназы 2, которая фосфорилируя -субъединицу рецептораинсулина в присутствии АТФ или ГТФ угнетает тирозинкиназную деятельность. Таким образом, теоретически можно предполагать усиление инсулинового сигнала на клетку гепарином. В нашем случае это проявлялось в усилении инотропного эффекта инсулина.
Повышение Рмакс, возможно, связано с увеличением содержания внутриклеточного Са2+ под влиянием инсулина (Перцева и др., 1996; Jonas et al., 1997). Удаление из цитоплазмы иона требует значительного количества АТФ, возможно, поэтому снижается такой чувствительный к дефициту энергии показатель как ЧСС. Однако, это не приводит к снижению значений сократительной работы сердца, что может косвенно свидетельствовать о стимуляции инсулином и в большей степени его смесью с гепарином энергетики кардиомиоцитов. Это предположение согласуется с данными опытов на культуре кардиальных эндотелиальных клеток (Thomas et al., 1995). В этих опытах инсулин сам по себе не влиял на скорость транспорта глюкозы в клетки, а гепарин стимулировал процесс, а глюкоза является основным источником энергии для изолированного сердца.
Подобного рода предположения находят свое подтверждение и в реакциях изолированного сердца на инсулин и его смесь с гепарином на модели тотальной ишемии.
Антигипоксические свойства в отношении ишемизированного миокарда in vivo известны давно. В условиях ограниченной перфузии коронарных артерий инсулин угнетает -адренергические реакции сердца, уменьшает потребность миокарда в кислороде, усиливает инотропную функцию сердечной мышцы, уменьшает потребность миокарда в кислороде, усиливает инотропную функцию сердечной мышцы. В условиях аноксии и ишемии инсулин предотвращает блок инициации пептидных цепей, регулирует скорость элонгации, стимулирует транспорт аминокислот в клетки, увеличивает латентность лизосомальных протеиназ (катепсин Д, В) и ингибирует протеолиз (Ticshler et al., 1984). Оказывая влияние на синтез белка, инсулин способен значительно усиливать репаративные пролцессы (Лазутин и др.1982). Под влиянием инсулина снижается уровень ингибитора аденилнуклеотидтрансферазы - ацетилКоА, восстанавливаются энергетические запасы миокарда, концентрация саркоплазматического К+ за счет уменьшения выхода последнего из миоцитов. Клинические исследования показали, что инсулин даже в малых дозах ограничивает зону инфаркта миокарда. При одновременном введении глюкозы и инсулина в условиях экспериментальной умеренной ишемии гликолитический процесс усиливается в 2 раза, полностью предотвращается развитие контрактуры, уменьшается выраженность ультраструктурных изменений (Apstein et al., 1983). Инсулин используется в терапии инфаркта миокарда в составе глюкозо-инсулино-калиевой смеси, применение которой приводит к улучшению сократимости миокарда, что объясняется увеличением образования энергии анаэробным путем. При этом увеличиваются потребление миокардом глюкозы, свободных жирных кислот и утилизация кислорода (Rogers et al., 1982; Корочкин и др., 1983), содержание креатинфосфата, АТФ, гликогена в клетках (Opie et al., 1975, Opie, 1980). Отмечалось ограничение зоны некроза (Малая и др, 1981; Руда и др., 1982), снижение аритмий (Оганов и др., 1983; Prather et al., 1976; Spense et al., 1980; Muller et al., 1982) и как следствие снижение летальности (Prather et al., 1976; Muller et al., 1982).
Есть попытки применения инсулин-глюкозо-гепариновой смеси в остром периоде миокарда (Храмов, 1984). Авторы свидетельствуют о ее протекторном действии на ишемизированный миокард и ограничении очага некроза в сердечной мышце. Наблюдался значительный терапевтический и профилактический эффект в отношении ряда расстройств ритма и проводимости; снижались интенсивность и число рецидивов острых ангинозных болей, ускорялось их устранение (Храмов, 1984; Калинкина, 1987).
В условиях in vivo гепарин всегда имеется в кровяном русле. Более того, при гипоксических состояниях и стрессе имеет место выброс его из тучных клеток. Следовательно, его взаимодействие с инсулином в организме более чем вероятно. При снижении уровня гепарина, эффекты инсулина проявляются слабее (Кудряшов и др., 1984; Шапиро и др., 1986). Это проявилось и в наших экспериментах.
При постишемическом введении инсулин практически не влиял на показатели активности миокарда, что объясняется быстрым вымыванием гормона с раствором, в результате чего пептид не успевал связаться с рецептором. При предшемическом введении, вероятно, в связи с отсутствием тока буфера, часть молекул успевает прореагировать с рецепторами и вызвать некоторый эффект. Видимо с этим связано увеличение развиваемого давления на 15-20 минутах реперфузии и снижение КДД по сравнению с контролем. Повышение ЧСС и скорости расслабления, как наиболее энергетически чувствительных параметров, может свидетельствовать о повышении энергетического потенциала кардиомиоцитов, правда ненадолго. Эффекты исчезали к 30 минуте реперфузии, что, вероятно, связано с окончанием действия препарата. Влияние смеси имело более выраженный и пролонгированный характер, однако и в данном случае наблюдалась тенденция к снижению на 30-40 минутах реперфузии. Это дает основания для предположений, что положительные эффекты инсулина и его смеси с гепарином в основном метаболические, и связаны преимущественно с утилизацией глюкозы и стимуляцией энергетики. Сдвиг по сравнению с контролем  ЛДГ-реакции в сторону образования пирувата косвенно подтверждает данную гипотезу. Однако, поскольку ино- и хронотропные эффекты к 30 минуте реперфузии не отличались от контроля (за исключением серии с постишемическим введением смеси), можно сделать вывод, что инсулин и его смесь с гепарином не предотвращают реперфузионные повреждения кардиомиоцитов (например, связанных с активацией свободнорадикального окисления) и не способствует восстановлению поврежденных клеток.
Тиролиберин, как и инсулин способствует повышению содержания внутриклеточного Са2+ (Galas et al., 1998; del Mar Hernandez, 1999). По имеющимся в литературе данным, он  in vivo он увеличивает артериальное давление и сократимость миокарда (скорость сокращения, скорость расслабления), но не оказываетпрямого действия на сократительную активность изолированных органов (сердце, сосуды) в условиях относительной нормы  в состоянии покоя (Zheng et al., 1992). Однако тиролиберин вызывает положительный инотропный эффект в отношении электрически стимулируемых сердечных сокращений (Socci et al., 1996) и усиливает кардиостимулирующее действие агонистов -адренорецепторов (Evequoz et al., 1995), препятствует развитию отрицательного инотропного эффекта энкефалинов (Liangming et al., 1996). Полагают, что тиролиберин в основном выполняет роль модулятора кардиотропных эффектов катехоламинов (Ашмарин, Каменская, 1988).
Результаты наших исследований в целом соответствуют литературным. В норме тиролиберин действительно, не влиял на изолированное сердце. Вместе с тем, в реперфузионный период пептид существенным образом (с достоверным превышением контрольных, а по Рмакс и исходных значений) влиял на инотропную и хронотропную функции. Это может говорить о возможности прямого влияния тиролиберина на клетки ишемизированного миокарда, наличии собственных кардиотропных эффектов пептида и наличии его рецепторов  в сердце. 
Тиролиберин, вероятно, стимулирует энергетические процессы в ишемизированном миокарде. Об этом свидетельствует повышение ЧСС и скорости расслабления в реперфузионный период по сравнению с контролем. Стимуляция данных процессов менее выражена при предишемическом введении, чем при постишемическом. Возможно, часть энергии выработанной клетками под воздействиет тиролиберина во время ишемии была израсходована до начала реперфузии и эффект пептида со временем снижался. О возможности стимулирующего влияния тиролиберина на аэробное дыхание в реперфузионном периоде говорит и уменьшение Коб/пр по сравнению с контролем. Значения этого коэффициента не отличались от группы интактных животных.
Гепарин снижал развитие положительного инотропного эффекта тиролиберина и устранял индуцированную им фибрилляцию. Развитие фибрилляции в ишемизированном миокарде объясняют следующими причинами. При снижении потенциала покоя (в условиях ишемического повреждения миокарда) тип возбуждения определяемый быстрым натриевым током (миокард, предсердно-желудочковый пучок, волокна Пуркинье) трансформируется в другой тип возбуждения, основанный на входящем кальциевом токе, наблюдаемый в норме в синатриальном и атриовентрикулярном узлах (Флекенштейн, Флекенштейн-Грюн, 1990). Фибрилляционные процессы усиливаются кальцием и стимуляторами кальциевых каналов и ингибируются блокаторами кальциевого тока через мембрану в клетку (Корпачева, Долгих, 1996).
Тиролиберин, как активатор кальциевых каналов, вероятно способствует развитию фибрилляций, а гепарин, как кальцийсвязывающий агент, блокирует развитие данных процессов. Известно, что введение олигогепарина за 30 и 40 мин до коронарной окклюзии снижает частоту желудочковых фибрилляций (Guarini et al., 1995). 
Интересным представляется вопрос, почему гепарин в составе смеси с инсулином стимулировал инотропный эффект гормона и, следовательно, повышал концентрацию цитозольного Са2+, а в составе смеси с тиролиберином, наоборот, ингибировал.
Повышение содержания Са2+ в цитоплазмепри действии тиролиберина проходит в два этапа. (Kaiser et al., 1994; Bayliss et al., 1994). Первая фаза связана с выходом Са2+ из внутриклеточных депо и блокируется внутриклеточными антагонистами.  Вторая стадия требует внеклеточного Са2+ притока, ее запрещают блокаторы кальциевых каналов нифедипин и ЕGTA (Eidne et al., 1994). Инозитолтрифосфат (вторичный мессенжер тиролиберина) поддерживает эффект тиролиберина, высвобождает Са2+ из депо, повышает содержание внутриклеточного Са2+ (Mollard et al., 1990). Повышение Са2+ стимулируется веществами гидролизующими инозитоловые липиды (Winicov, Gershengorn, 1989) и агонистом кальциевых каналов дигидропиридином (Pachter et al., 1991).
Повышение содержания свободного Са2+ в цитоплазме под влиянием инсулина не связано с инозитолтрифосфатом и происходит исключительно из внутриклеточных депо (Jonas et al., 1997). Гепарин, который ингибирует рецептор инозитолтрисфосфата (Tsao, Su,1996), понижает при этом концентрацию свободного Са2+ в цитоплазме (Islam et al., 1991). Гепарин отменяет эффекты инозитолтрисфосфата полностью, а эффекты тиролиберина блокировал лишь частично: кальциевая мобилизация развивалась медленно (Mollard et al., 1990; Lupu-Meiri et al., 1994). Гепарин блокирует  сокращения мышцы желчного пузыря, вызванные холецитокинином, действие которого также опосредовано инозитолтрисфосфатом (Yu et al., 1994, 1998).
Несмотря на ингибирующий характер действия гепарина в отношении инотропного эффекта тиролиберина, гликозаминогликан не снижал энергетическую составляющую эффекта пептида. Под влиянием смеси тиролиберин-гепарин  происходила стимуляция ритмической активности миокарда, которая в конечном итоге достигала исходных значений, превышая уровень контроля почти в два раза, не снижалось гепарином стимулирующее влияние пептида на скоростные показатели. Вероятно, действие гепарина в  отношении эффектов тиролиберина определяется не столько прямым связыванием с пептидом с снижением рецепции, сколько влиянием гликозаминогликана на систему вторичных посредников тиролиберина. 
Возможно, гепарин обладает способностью, образуя комплексы, особым образом "депонировать" некоторые физиологически активные вещества, выступать в роли своеобразного буфера, и таким образом может препятствовать их эффекту, превышающему оптимальные для данного состояния органа значения, но способствовать стимулирующему влиянию низких доз. Данное качество, возможно, проявилось в отношении эффектов семакса. Этот регуляторный пептид ни сам по себе, ни в составе смеси с гепарином не влиял на сократительную активность миокарда в условиях относительной нормы. Для многих пептидов, в общем-то, характерна такая реакция. Некоторые из них в условиях нормальной оксигенации не играют значительной роли в регуляции сократимости и метаболизма сердечной мышцы. Однако, в ситуациях, когда кислородное обеспечение миокарданарушается, значение пептидергической системы регуляции существенно возрастает (Лишманов и др., 1997).
Известно, что семакс, как и большинство других ноотропов, при предварительном введении повышает in vivo устойчивость к гипоксии у крыс  и людей (Каплан и др., 1992; Кошелев и др., 1994), при этом он дозозависимо увеличивает время жизни, снижает развитие брадикардии и аритмий, вызванных гипоксией (Балан и др.,1997; Балан, 1999; Маслова и др., 1999).
В наших экспериментах на изолированном сердце на модели тотальной ишемии пептид проявлял кардиотропные свойства, но его действие проявлялось различно в зависимости от введения. Наблюдалась стимуляция работы сердца при постишемическом введении и угнетение при предишемическом введении. Значительные различия от условий введения могут быть связаны с активацией АКТГ и его аналогами аденилатциклазы (Сергеев, Шимановский, 1987; Чекман, 1991). По некоторым данным увеличение соотношения цАМФ/цГМФ при активации этого фермента снижает устойчивость изолированного сердца к последующей гипоксии, но улучшает работу препарата при постишемическом воздействии, препараты угнетающие активность аденилатциклазы при превентивном введении (пропранолол, фентоламин) повышали выживаемость животных при гипоксической гипоксии (Гацура, 1991). Показано, что чем ниже уровень метаболизма перед ишемией, тем выше толерантность миокарда к ней. На этом основано привентивное применение -адреноблокаторов и антагонистов кальция (Aschraf et al., 1982) при экспериментальной  ишемии миокарда. 
Гепарин может подавлять аденилатциклазу в тромбоцитах (Reches et al., 1979)  Он  in vivo и in vitro взаимодействует с каталитической единицей фермента, дозозависимо ингибирует основную и стимулируемую глюкагоном и паратгормоном аденилатциклазу нефронов (Katzir et al., 1989). Не исключено, что подобные эффекты гепарин проявляет и в отношении стимуляции семаксом данного фермента кардиомиоцитов. При этом препятствует чрезмерно сильной активации метаблизма при ишемии под действием пептида при его предишемическом введении, и, таким образом, повышает резистентность миокарда к ишемическим повреждениям и способствует стимулирующему влиянию семакса на энергетику кардиомиоцитов в постишемический период. Влияние последнего на данные процессы можно предполагать, учитывая его ноотропные свойства. Ноотропы, как правило, интенсифицируют энергетический обмен, и семакс, вероятно, не является исключением (Ашмарин и др., 1997). Эти предположения косвенно подтверждаются уменьшением коэффициента Коб/пр, то есть сдвигом лактатдегидрогеназной реакции в сторону образования пирувата в реперфузионный период. Таким образом, гепарин способствует проявлению адаптогенных свойств семакса. Возможно, данные свойства пептида проявляются in vivo благодаря комплексообразованию с гликозаминогликанами.
В отличие от рассмотренных выше пептидов мелиттин влияет на клеточные процессы преимущественно не через рецепторы, а через образование ионных каналов. Полагают, что большинство эффектов пчелиного яда обусловлены действием именно этого пептида.
Действие пчелиного яда in vivo в различных дозах на сердечно-сосудистую систему неоднозначно. Как правило, наблюдается брадикардия с изменениями ЭКГ и гипотензия (Kaplinsky et al., 1977). Урежение сердечных сокращений сопровождается нарушениями ритма: возникают аритмия и экстрасистолия. В то же время, пчелиный яд способен оказывать антиаритмическое действие (Заремба и др., 1988), в том числе, при моделировании кальциевой и аконитовой аритмий (Крылов и др., 1981; Синицын, Крылов, 1991). При введении малых доз яда может наблюдаться противоположный эффект: учащается ритм сердцебиений, увеличивается сердечный выброс (Phillips, 1972). Эти изменения характерны также при введении не цельного пчелиного яда, а его основного компонента мелиттина.
В наших экспериментах и пчелиный яд, и мелиттин в условиях отностельной нормы снижали сократительную активность миокарда без восстановления, угнетая Рмакс, ритмическую активность, скоростные показатели, наблюдались нарушения предсердно-желудочкового проведения, синусовые аритмии. Эти данные совпадают с литературными  (Nabil et al., 1998). В первые минуты воздействия мелиттина наблюдается положительный инотропный эффект. По некоторым данным такой двуфазное действие (стимуляция-угнетение Рмакс) характерно для мелиттина, но эффект более  выражен для более низких, чем в наших экспериментах концентрация (Крылов, 1995; Боркович, Мойбенко, 1997). Считают, что подобные проявления действия пчелиного яда связаны с увеличением кальциевого тока (Nabil et al., 1998) или активацией -адренорецепторов (Крылов, 1995). Тот факт, что гепарин блокировал угнетение сердечной деятельности, а также рост контрактуры индуцируемые пчелиным ядом и мелиттином, но не влиял на положительный инотропный эффект пептида, позволяет отдать предпочтение точке зрения об опосредованном проявлении эффекта. Возможно, гепарин, образуя комплексы с мелиттином-мономером препятствует образованию тетрамеров, и как следствие уменьшает возможность образования каналов на мембране кардиомиоцитов, но не влияет на способность мелиттина связываться с рецепторами. 
Ни мелиттин, ни его смесь с гепарином не стимулировали сердечную деятельность после тотальной ишемии, гепарин снимал угнетающее влияние пептида. Сократительная активность сердца восстанавливалась до контрольного уровня. Напротив, введение смеси гепарин-пчелиный яд стимулировало восстановление всех показателей работы сердца до исходного уровня. Интересно, что in vivo при действии пчелиного яда в условиях нормы наблюдается гипотензия, а при измененном состоянии организма, например, при предварительно вызванной кровопотерей искусственной гипотензии и гипоксии наблюдается чётко выраженный гипертензивный эффект и стимуляция сердечной деятельности (Крылов, 1995). 
Стимулирующий эффект пчелиного яда в составе смеси с гепарином на восстановление изолированного сердца после тотальной ишемии, видимо, не связан с действием меллитина. Гепарин, вероятно, просто блокирует данный пептид, снижая кардиотоксические свойства цельного яда и способствуя проявлению кардиостимулирующего действия других компонентов. Полагают, что из всех компонентов, составляющих пчелиный яд, только мелиттин вызывает токсические поражения кардиомиоцитов, что связано с повышением внутриклеточной концентрации Са2+, эффекты апамина, мастпарана, фосфолипаз и других веществ не наносят ущерб работе сердца (Okamoto et al., 1995). Накопление Са2+, индуцируемое мелиттином, вызывает различные деструктивные изменения в клетках (цитолиз, контрактуру мышцы, мембранную деполяризацию и т. п.), что блокируется кальциевыми антагонистами (Fletcher, Jiang, 1993; Baker et al., 1995).
Пептидом, стимулирующим восстановление сократительной активности миокарда поле ишемии может быть апамин. Он ингибирует кальцевые  и активизирует калиевые каналы кардиомиоцитов (Koumi et al., 1994). К числу основных нарушений сократимости сердца после ишемии относят дисбаланс ионов на мембране кардиомиоцитов. Период реперфузии сопровождается значительной потерей клетками ионов К+ и накоплением Nа+ и Са2+ (Литвицкий и др., 1994). Накопление Са2+ в цитоплазме, как уже отмечалось, является одним из важнейших патогенетических факторов при повреждении клеток сердца. Апамин может восстанавливать ионный баланс на мембране кардиомиоцитов и тем самым способствовать восстановлению сердечной деятельности. Мелиттин в составе пчелиного яда, вероятно, несколько снижает проявление эффектов апамина, но в составе смеси с яда с гепарином, который с высокой специфичностью связывает мелиттин, действие апамина при ишемии и реперфузии может проявиться (Хомутов, 2017).







ЧАСТЬ IV. ГЕПАРИН И НАРКОТИЧЕСКИЕ СРЕДСТВА

ГЛАВА 15. ФИЗИКО-ХИМИЧЕСИЕ ПОКАЗАТЕЛИ РАСТВОРОВ 
ГЕПАРИНА И НАРКОТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ IN VITRO

Взаимодействие гепарина с наркотическими средствами in vitro изучали фотоколориметрическим методом, а также по изменению спектров поглощения данных веществ и их смесей в УФ и видимой области. Колориметрирование осуществляли на фотоэлектроколориметре КФК-3 при синем светофильтре (400 нм).
Измерения спектров поглощения проводили на установке, функционально идентичной однолучевому спектрофотометру. Установка включала в себя источник света (водородная лампа или лампа накаливания), монохроматор МДР-12 с шаговым двигателем, синхронный детектор, светоприемную камеру, в которой размещались кварцевые кюветы с растворами, и фотоумножитель, подключенный к компьютеру для автоматической регистрации данных. Исследуемые вещества разводили в фосфатном буфере (рН 7.2) или в дистиллированной воде, экстинкцию растворов измеряли относительно растворителей.
15.1. Аминазин
Аминазин (2-Хлор-10-(3-диметиламинопропил)-фенотиазина гидрохлорид) относится к нейролептикам фенотиазинового ряда, к так называемым алифатическим производным (рис. 15.1).:
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Рис. 15.1 Структурная формула аминазина
Для исследования взаимодействия гепарина и аминазина  in vitro измеряли экстинкцию растворов гепарин-аминазин, для приготовления которых использовали растворы гепарина различной концентрации: 5, 50, 500 и 5000 МЕ/мл и аминазин с постоянной концентрацией, равной 0.25 %.
Исследования взаимодействия гепарина и аминазина  in vitro показали, что максимальная величина экстинкции наблюдается при использовании гепарина с концентрацией 500 МЕ/мл. При повышении концентрации гепарина свыше 500 МЕ/мл экстинкция раствора начинает уменьшаться (рис. 15.2). 
Как известно, устойчивость комплексных соединений в растворе определяется константой диссоциации его комплексных ионов. Сдвиг равновесных (оптимальных) концентраций ионов ведет к разрушению комплексного соединения, что выражается в изменении физико-химических показателей исследуемого раствора. В данном случае в качестве такого физико-химического показателя исследуемого раствора была взята экстинкция.
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	Рис. 15.2. Показатели экстинкции раствора гепарина и смеси 
гепарин-аминазин
1 – Гепарин (контроль);          2 – Аминазин+гепарин.
* - Различия между контрольной и экспериментальной 
группами статистически значимы.
Величина экстинкции прямо пропорциональна количеству образующейся в растворе взвеси, свидетельствующей о взаимодействии между данными веществами. Таким образом, в  точке максимального значения экстинкции концентрации гепарина и аминазина являются оптимальными. Соответственно, оптимальное весовое соотношение гепарина к аминазину 5мг и 2мг, что соответствует весовому соотношению 2,5:1. 
15.2. Дроперидол                                                                                       
Дроперидол 1-(1-(3-(пара-Фторбензоил) пропил)-1,2,3,6-тетрагидро-4-пиридил)- 2-бензимидазолинон относится к нейролептикам бутирофенонового ряда (рис. 15.3):
[image: Дроперидол]
. Рис.15.3. Структурная формула дроперидола
Как показали наши исследования, оптическая плотность гепарина постепенно возрастает с возрастанием концентрации мукополисахарида в растворе (рис. 15.4). Оптическая плотность раствора исследуемых веществ соответствует оптической плотности растворителя и не регистрируется фотоэлектроколориметром.
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Рис. 15.4. Показатели экстинкции раствора гепарина и смеси 
дроперидол+гепарин.
1 – Гепарин (контроль);             2 – Гепарин дроперидол+гепарин.
* - Различия между контрольной и экспериментальной 
группами статистически значимы.

При взаимодействии дроперидола с гепарином кривая изменений оптической плотности раствора резко идет вверх. Так, уже при добавлении 0,05 МЕ/мл гепарина к 1мл (2,5мг/мл) дроперидола оптическая плотность более чем в два раза превышает величину экстинкции раствора гепарина соответствующей концентрации (рис.15.4).
Увеличение концентрации гепарина в растворе дроперидол-гепарин сопровождается образованием двух характерных пиков при концентрации гепарина 50 и 750МЕ/мл, причем оптическая плотность раствора при содержании в нем 50МЕ/мл гепарина практически не изменяется с увеличением концентрации и  составляет 0,8±0,01, а при содержании гепарина 750МЕ/мл – 0,9±0,02 (рис. 15.4). 
При изучении физико-химических свойств смеси гепарин-дроперидол использовался метод оценки электропроводности исследуемых растворов. Кондуктометрические исследования были выполнены на приборе, предназначенном для регистрации кинетики биохимических и физико-химических процессов «Фермент-1». Выходной сигнал регистрировался в виде кривой, отражающей изменения электропроводности исследуемых растворов. Кроме того, регистрировались показания стрелочных приборов, по которым затем рассчитывалось удельное сопротивление исследуемого раствора.
В результате экспериментов было выяснено, что электропроводность дроперидола в концентрации 2.5 мг/мл имеет постоянный характер (рис. 15.5).


     Рис.15.5. Зависимость электропроводности раствора дроперидол-
                             гепарин от концентрации гепарина 
      1- раствор дроперидола (2,5мг/мл);          2- раствор гепарина;
      3- раствор дроперидол-гепарин
      На оси абсцисс концентрация гепарина (МЕ/мл):
      1-0,05;       2-0,5;    3-5,0;     4-50;     5-100;    6-250;                   
      7-500;        8-750;   9-1000;     10-2500;       11-5000.

Электропроводность гепарина с увеличением концентрации  возрастает, причём это возрастание имеет два пика при концентрации 40 и 500 МЕ/мл с максимальной величиной электропроводности при концентрации 5000 МЕ/мл. Электропроводность раствора дроперидол-гепарин также имеет два пика при тех же концентрациях, что и гепарин, причём при концентрации гепарина 5000 МЕ/мл в смеси дроперидол-гепарин регистрируется минимальная величина электропроводности (рис. 15.5).
Таким образом, и при оценке оптической плотности, и при регистрации электропроводности смеси дроперидол-гепарин наблюдаются два пика при определённой концентрации гепарина. Этот феномен, по нашему мнению связан с тем, что нами в экспериментах был использован нефракционированный гепарин, содержащий как высокомолекулярную, так и низкомолекулярную фракции.
При исследовании взаимодействия гепарина с различными химическими веществами для доказательства комплексообразования in vitro в числе прочих физико-химических методов применяют анализ спектров поглощения веществ в УФ-области (Ляпина, Амосова, 1987), поскольку изменения спектров исходных веществ в составе смеси свидетельствуют о модификации их химической структуры (возможном образовании химических связей, конформационных изменений молекул и т.п.).
Измерения спектров поглощения проводили на установке, функционально идентичной однолучевому спектрофотометру. Установка включала в себя источник света (водородная лампа или лампа накаливания), монохроматор МДР-12 с шаговым двигателем, синхронный детектор, светоприемную камеру, в которой размещались кварцевые кюветы с растворами, и фотоумножитель, подключенный к ЭВМ для автоматической регистрации данных. Исследуемые вещества разводили в фосфатном буфере (рН 7.2) или в дистиллированной воде, экстинкцию растворов измеряли относительно растворителей. В первой серии исследовали УФ спектры поглощения в области 200-300 нм дроперидола, гепарина ии их смеси с гепарином в тех же концентрациях, разведенных в фосфатном буфере (рис. 15.6). 
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 Рис. 15.6. Спектры поглощения дроперидола (0,01мг/мл), 
гепарина (5МЕ/мл)  и их смеси в УФ-области
       1. Гепарин;   2. Дроперидол;  3. Гепарин + Дроперидол (5:1).

Дроперидол, разведенный в фосфатном буфере (рН 7,2) в концентрации 0,01мг/мл, имеет характерный спектр поглощения в УФ-области с выраженными максимумами при длине волн 210, 250 и 280 нм и слабым пиком при 230 нм (рис. 15.6).
По-видимому, такое увеличение экстинкции свидетельствует об изменении химической структуры компонентов смеси, а именно, о возможности комплексообразования между дроперидолом и гепарином. Увеличение экстинкции во всем диапазоне длин волн свидетельствует, скорее всего, об увеличении молекулярных частиц в растворе, то есть о возникновении химических связей различной природы между молекулами. Косвенным подтверждением этого предположения может служить образование нефелометрических соединений в растворах с большей концентрацией исследуемых веществ.
15.3. Фентанил
Фентанил 1-(2-Фенилэтил)-4-(N-пропионилфениламино)-пиперидин – наркотический анальгетик, являющийся производным фенилпиперидина(рис (рис. 15.7).
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15.7. Структурная формула фентанила
Фентанил в концентрации 0,008мг/мл характеризуется крутым пиком поглощения в области 215 нм, который практически не изменяется при добавлении гепарина в широком диапазоне концентраций. Опираясь на предыдущие данные можно предполагать, что фентанил не взаимодействует in vitro с гепарином (рис. 15.8).
[image: ]
Рис. 15.8. Спектры поглощения фентанила (0,008мг/мл), гепарина (5МЕ/мл) и их смеси в УФ-области
       1. Гепарин;   2. Фентанил;  3. Гепарин + Фентанил(5:1).
15.4. Натрия оксибутират (ГОМК)
Натрия оксибутират (натриевая соль γ-аминомасляной кислоты) - ноотропный препарат, по химическому строению и фармакологическим свойствам γ-оксимасляная кислота (ГОМК) близка к γ-аминомасляной кислоте (рис. 15.9):
[image: бутират]
15.9. Структурная формула натрия оксибутирата

Взаимодействие гепарина с оксибутиратом натрия, также как и с дроперидолом, характеризуется двухфазной кривой изменения оптической плотности. Первый, более низкий пик, наблюдается при концентрации гепарина 50МЕ/мл, второй, более высокий пик, в области концентрации 750МЕ/мл (рис. 15.10).
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Рис. 15.10. Показатели экстинкции раствора гепарина и смеси ГОМК+гепарин.
1 – Гепарин (контроль);                2 – Гепарин ГОМК+гепарин.
* - Различия между контрольной и экспериментальной 
группами статистически значимы.

15.5. Этанол
Этиловый спирт(этанол, метилкарбинол, винный спирт) C2H5OH, молекулярная масса 46,069; бесцветная легкоподвижная жидкость с характерным запахом и жгучим вкусом. Этиловый спирт смешивается во всех соотношениях с водой, спиртами, диэтиловым эфиром, глицерином, хлороформом, ацетальдегидом, бензином и др. Этанол типичный одноатомный алифатический спирт. С металлами образует этилаты, например C2H5ONa, (С2Н5О)3А1; с неорганическими и органическими кислотами, ангидридами, галогенангидридами - сложные эфиры, например с Н2SO4 этилсульфат С2Н5ОSО3Н или диэтилсульфат (С2Н5О)2SO2, с СН3СООН -этилацетат. Реакция с эпоксидами приводит к раскрытию кольца и образованию гидроксиэфиров, например: 
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Дегидратация этанола приводит к этилену или диэтиловому эфиру; дегидрирование - к ацетальдегиду; реакция с альдегидами и кетонами RR'CO - к ацеталям RR'C(OC2H5)2; с NaClO -к хлороформу, хлорирование - к хлоралю; взаимодействие с NH3 - к моно-, ди- и триэтиламинам; реакция с РОС13 или SO2C12 в присутствии третичных аминов - к полным эфирам фосфорной или серной кислоты. При пропускании паров этанола над сложным катализатором при 380-400 °С образуется 1,3-бутадиен, при взаимодействии этанола с ацетиленом -винилэтиловый эфир С2Н5ОСН = СН2. 
Фотоколориметрические исследования растворов гепарина с этанолом показали изменения экстинкции в зависимости от концентрации гепарина (рис. 15.11). [image: ]
Рис. 15.11. Диаграмма изменений экстинкции раствора 
этанол (1 мл) - гепарин (500-7000 МЕ/мл)

По мере увеличения концентрации гепарина в растворе гепарин + этанол величина экстинкции возрастает. Этот процесс увеличения имеет определённый максимум при концентрации гепарина 5000 МЕ/мл. Дальнейшее увеличение концентрации сопровождается снижением показателей экстинкции и при 7000 МЕ/мл взаимодействия реагентов практически не происходит (рис. 15.11).
Максимальный спектр поглощения этанола лежит в области 230 нм, гепарина – в области 210 нм, а максимальный спектр поглощения раствора гепарин-этанол в области 270 нм (рис. 15.12).
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Рис. 15.12. Спектры поглощения в УФ области гепарина, этанола и раствора гепарин (5000 МЕ/мл) – этанол (1 мл 96%).
1 – Гепарин (5000 МЕ/мл);
2 – Этанол (1 мл 96%);
3 – Гепарин + Этанол.
15.6. Ацетальдегид
Экзогенный и эндогенный этанол в организме подвергается воздействию фермента алкогольдегидрогеназы, в результате чего образуется ацетальдегид. Исследование спектрофотометрических свойств смеси гепарин-ацетальдегид показано, что после 10-минутной инкубации смеси при 37°С, ощутимых изменений в светопоглощении раствора практически не наблюдалось. После 30 мин инкубации изменения спектрофотометрических свойств смеси  были незначительны, но после совместного 60-минутного инкубирования гепарина и ацетальдегида наблюдалось сильное изменение спектрофотометрических характеристик смеси гепарин-ацетальдегид (рис.15.13).  
В отличие от этанола повышение экстинкции раствора гепарин-ацетальдегид наблюдается уже при концентрации гепарина, составляющей 50 МЕ/мл, а максимум регистрируется при концентрации гепарина 500 МЕ/мл, т.е. в данном случае концентрация гепарина на порядок меньше, чем для этанола.
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Рис. 15.13. Диаграмма изменений светопоглощения раствора 
ацетальдегид (1 мл) – гепарин (50-2000 МЕ/мл).
При оценке спектров поглощения в УФ-области было показано, что ацетальдегид имеет максимум в области 230 нм, а смесь гепарин-ацетальдегид также  в области 230 нм, однако если в первом случае экстинкция достигает 0.6, то при взаимодействии гепарина с ацетальдегидом эта величина возрастает до 1.7 (рис.15.14).  
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Рис. 15.14. Спектры поглощения в УФ области гепарина,
ацетальдегида и раствора гепарин (5000 МЕ/мл) – ацетальдегид (1 мл).
1. Гепарин; 2. Ацетальдегид; 3 – Гепарин +ацетальдегид (20:5)


15.7. Диплацин
Диплацин 1,2Бис-(β-платинециний-этокси)-бензол дихлорид – куруреподобный препарат, являющийся антидеполяризующим миорелаксантом.
При добавлении в раствор диплацина (1 мг/мл) возрастающих концентраций гепарина в объёме 1 мл величина экстинкции изменяется разнонаправленно (рис. 15.15).
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Рис. 15.15. Зависимость оптической плотности раствора 
диплацин + гепарин от концентрации гепарина

Максимальная величина экстинкции (1.885) регистрируется при добавлении к диплацину гепарина в концетрации 500 МЕ/мл. Концентрации гепарина ниже и выше оптимальной величины характеризуются меньшей величиной оптической плотности (рис. 15.15).
15.8 Диазепам
Диазепам 7-Хлор-2-3-дигидро-1-метил-5-фенил-1Н-1,4-бензодиазепин-2-он – бензодиазепиновый транквилизатор.
Гепарин в широком диапазоне концентраций (5 – 5000 МЕ/мл) изменяет оптическую плотность раствора релиума (рис. 15.16).
Максимальная величина экстинкции (0.929) регистрируется при оценке смеси релиума (1 мг/мл) и гепарина в концентрации 500 МЕ/мл. Снижение или повышение концентрации гепарина в растворе тестовой дозы релиума сопровождается снижением величины экстинкции. Однако, следует заметить, что в дозах 5 и 50 МЕ/мл гепарин значительно увеличикает оптическую плотность, при этом величина экстинкции составляет 0.651 и 0.611 соответственно (рис. 15.16).
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	Рис. 15.16. Зависимость оптической плотности раствора диазепам + гепарин от концентрации гепарина

Таким образом, на основе полученных данных можно сказать, что гепарин in vitro изменяет физико-химические свойства диплацина, этанола, аминазина, дроперидола, оксибутирата натрия и релиума, а растворы дитилина, миорелаксина, омнопона, фентанила, трамала и галоперидола под действием гепарина не изменяют оптической плотности.
Анализируя данные, полученные в результате изучения взаимодействия гепарина с большинством исследуемых наркотических средств можно предполагать, что в результате такого взаимодействия образуются комплексные соединения.
Комплексные соединения – это сложные химические вещества, в составе которых имеются комплексные ионы, образованные центральным атомом в определённой степени окисления и связанными с ним лигандами, т.е. простыми и сложными ионами или молекулами.
На наш взгляд, комплексообразование наркотических средств с гепарином in vitro происходит по схеме, предложенной для  комплексообразования адреналина и норадреналина с гепарином (Ляпина, Ульянов, 1987). Комплексы адреналин-гепарин и норадренали-гепарин были получены in vitro при соотношении гепарин:амин, равном 3:1. Комплекс адреналин-гепарин осаждается при рН 6.0, комплекс норадреналин-гепарин при рН 2.0-5.3. Показано, что данные комплексы обладают антикоагулянтным и фибринолитическим действием в отношении нестабилизированного фактором ХШ фибрина. Комплексообразование гепарина с адреналином обусловлено в основном образованием водородных связей между аминогруппами адреналина и гидроксильными и карбоксильными группами гепарина. 



































ГЛАВА 16. ВЛИЯНИЕ ГЕПАРИНА НА ТОКСИЧЕСКИЕ, ГИПОДИНАМИЧЕСКИЕ И ГИПНОТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
НАРКОТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ

В основе наркоза лежат определенные нарушения взаимоотношений нервных центров вследствие подавляющего действия деприминирующих нейротропных веществ на нервную возбудимость и проводимость. Системный наркоз у высших животных и человека характеризуется подавлением функций анализаторов - двигательного, кожного, зрительного, слухового, вестибулярного, обонятельного, вкусового, интероцептивного. Наркотическое действие реализуется за счет угнетения проведения возбуждения в центральных синаптических структурах,  в частности, за счет действия на медиаторную систему - адреналин, серотонин, гистамин и др. (Каркищенко, 1993; Бунятян, 1994).
 Часто в анестезиологической практике используют введение наркотических средств вместе или на фоне гепарина без учета сочетанного действия их на организм. Несомненно, что при проведении наркоза необходимо учитывать и действие эндогенного гепарина, потенциальные возможности которого весьма велики. Несмотря на то, что гепарин как универсальный регулятор многих процессов, протекающих в организме, тем не менее, в доступной нам литературе сообщений о влиянии гепарина на свойства средств, используемых при наркозе, не обнаружено.
16.1. Диэтиловый эфир                                                                                                                                                        
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        
Эфир, диэтиловый эфир (C2H5-O-C2H5), представляет собой прозрачную бесцветную жидкость с характерным, специфическим запахом и жгучим вкусом. Относительная плотность 0,714 г/см3 при 25С. 1 мл жидкого эфира образует при испарении 230 мл пара. Температура кипения 35С. Относительная плотность паров эфира 2,6 кг/м3. Растворимость в воде 112.
Эфир для наркоза (Aether pro narcosi) подвергают специальной очистке и хранят в темных флаконах с плотно притертой пробкой, так как под действием света, воздуха и тепла образуются вредные примеси. Эфир легко воспламеняется и взрывается в смеси его паров с кислородом и воздухом, что является одним из недостатков препарата, ограничивающим его использование в современной анестезиологии.
Эфир является достаточно сильным анестетиком, обладающим большой широтой терапевтического действия. Концентрация паров эфира во вдыхаемой смеси 2-5 об.% обеспечивает поддержание наркоза на начальных стадиях. При этом содержание эфира в крови колеблется в пределах 0,18-0,30 г/л. Для достижения глубоких стадий наркоза требуется подача 10-12 об.% эфира, которая увеличивает концентрацию эфира в крови до 1,3-1,7 г/л. В механизме адаптационно-приспособительных реакций организма при чрезвычайных нагрузках ведущую роль играет кора большого мозга. Рядом авторов убедительно показано, что подкорковые центры, лишенные контроля со стороны коры, менее устойчивы к физиологическим и чрезвычайным нагрузкам (Андрианов, Боголепов, 1975). 
Ряд авторов (Батрак и др.,1981) в опытах на кошках поставили задачу изучить сравнительную устойчивость орбитофронтальной зоны коры большого мозга и надзрительных ядер подбугорной области к эфиру. Такая постановка опыта мотивирована тем, что эта зона коры оказывает выраженное субординационное влияние на центры подбугорной области.
Результаты исследований убедительно показывают, что по характеру биоэлектрической активности центры, лишенные связей с корой, несколько отличаются от центров другой стороны, сохраняющих субординационные связи с корой.
Лабилизирующее влияние коры большого мозга на центры подкорковой области сохранялось и при изучении сравнительной реактивности исследованных центров по отношению к эфиру. Так, при постепенном нарастании глубины эфирного наркоза признаки торможения биоэлектической активности надзрительных ядер, лишенных контроля коры, проявлялись раньше и были более выражены, чем со стороны надзрительных ядер, находящихся под контролем коры.
Кора большого мозга, будучи более устойчивой к эфиру, в тоже время повышает упругость подкорковых центров к действию наркотиков, о чем свидетельствует большая устойчивость биоэлектрической активности на стороне, где центры находятся под ее влиянием. По мере углубления эфирного наркоза, спустя один час от начала наркотизации, обнаруженные закономерности проявлялись еще более отчетливо.
Таким образом, на основании проведенных экспериментов сделаны были следующие заключения. В условиях постепенно нарастающей глубины эфирного наркоза элементы орбитофронтальной зоны коры сохраняют более высокую устойчивость, чем центры подбугорной области (Батрак и др., 1981).
После прекращения наркотизации эфиром, в фазе пробуждения животного, восстановление биоэлектрической активности изученных структур идет в следующем порядке: в начале кора большого мозга, затем центры, находящиеся под ее влиянием, и, наконец, центры, лишенные субординационных влияний коры.
Таким образом, эфир оказывает прямое депрессорное влияние на сердце (снижение сердечного выброса, мощности, средней скорости изгнания, начальной скорости повышения давления в левом желудочке), снижает артериальное и перфузионное давление (вследствие депрессии миокарда), уменьшает работу сердца и, по-видимому, приводит к нарушению метаболизма в миокарде (Богдатьев и др., 1977).
Резкое увеличение вдыхаемой концентрации эфира сопровождается ухудшением показателей гемодинамики, однако, депрессия сердечно-сосудистой системы даже под влиянием высоких концентраций эфира не становится критической, что объясняется особенностями фармакокинетики и фармакодинамики анестетика (Бицунов и др., 1998).
При умеренной глубине наркоза эти изменения носят временный, преходящий характер. При глубоком же наркозе указанные нарушения могут иметь опасные для жизни последствия.
В современной анестезиологии эфир применяют довольно широко, его используют как местный анестетик. Кроме того, он находит применение как препарат, усиливающий действие слабых анестетиков (закись азота), как дополнительный агент при наркозе барбитуратами или другими неингаляционными анестетиками. Вводный наркоз эфиром в современной анестезиологии применяется редко.
В настоящее время довольно четко определены противопоказания к применению чистого и особенно глубокого эфирного наркоза. В основу их положены указанные выше недостатки препарата, вызываемые им нарушения и более, чем 150-летний опыт его клинического использования. Это в первую очередь острые воспалительные заболевания легких и дыхательных путей, выраженные формы почечной и печеночной недостаточности, операции, требующие применения электроножа или электрокоагуляции, миастения и недостаточность надпочечников, судороги, связанные с эфирным наркозом, в анамнезе.
В клинической практике выделяют четыре стадии эфирного наркоза: I- начальная, аналгетическая; II- стадия возбуждения; III- хирургическая стадия, характеризующаяся глубоким наркотическим сном и IV- стадия пробуждения. Течение эфирного наркоза у лабораторных животных также сопровождается четырех стадийным изменением двигательной активности (Хомутов, 1976; Алексеев, Хомутов, 1976).
Ингаляционный эфирный наркоз сопровождается довольно короткой аналгетической стадией (4,90,8 мин.) и короткой стадией возбуждения (9,71,2 мин.). Стадия глубокого наркотического сна продолжается 66,814,7 мин., а стадия пробуждения  10,62,2 мин. (рис. 16.1).
Предварительное внутримышечное введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг кардинально меняет временные параметры стадий наркоза. Стадия I снижается до 1,90,2 мин., а стадия возбуждения увеличивается до 18,72,6 мин. Но самым парадоксальным образом меняется III стадия. Ее продолжительность уменьшается почти в 30 раз и составляет 2,50,4 мин., тогда как при ингаляции только эфиром она составляет 66,814,7 мин. Уменьшается продолжительность и IV стадии с 10,62,2 мин. до 1,60,6 мин. в условиях гипергепаринемии.
Предварительное введение 500 МЕ/кг гепарина обладает максимальным антидотным действием. Уменьшение дозы гепарина до 50 МЕ/кг или увеличение до 5000 МЕ/кг сопровождается значительно меньшим эффектом (рис. 16.1).
Еще более разительные изменения течения эфирного наркоза наблюдаются на фоне действия протамин сульфата (10 мг/кг), который является классическим антагонистом гепарина. Продолжительность III стадии, в условиях гипогепаринемии, вызванной введением протамин сульфата, увеличивается более чем в два раза по сравнению с ингаляцией эфира и составляет 136,418,7 мин. С увеличением продолжительности стадии глубокого наркотического сна закономерно изменяются и временные характеристики других стадий. Первая и вторая стадия становится короче, а стадия пробуждения - длиннее (рис. 16.1).


Рис. 16.1. Влияние гепарина на продолжительность стадий 
эфирного наркоза
1 – эфирный наркоз (контроль)
2 – эфирный наркоз на фоне 50 МЕ/кг гепарина
3 – эфирный наркоз на фоне 500 МЕ/кг гепарина
4 – эфирный наркоз на фоне 5000 МЕ/кг гепарина
5 – эфирный наркоз на фоне протамин сульфата (10 мг/кг)
* – Различия между контрольной и экспериментальными 
     группами статистически значимы (р<0.05) 
Из клинической практики известно, что передозировка эфира при ингаляционном наркозе чревата летальным исходом, хотя в анестезиологии не используют концентрацию паров более 10-12 об.% (Смольников, Агапов, 1970). В наших экспериментах уровень паров эфира был увеличен до 50 об.%, то есть до такой концентрации, которая заведомо приводит к летальному исходу (рис. 16.2).

Рис. 16.2. Торможение гепарином токсического действия 
диэтилового эфира
1 – эфир;                                               4 – гепарин (500 МЕ/кг) →эфир
2 - гепарин (5 МЕ/кг) →эфир               5 - гепарин (5000 МЕ/кг) →эфир
3 – гепарин (50 МЕ/кг) →эфир            6 - протамин (10 мг/кг) →эфир
В этом случае ингаляция эфира сопровождалась быстрым наступлением наркотического сна без промежуточных стадий, гибель наступала через 7,41,0 мин. Предварительное введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг увеличивало продолжительность жизни до 25,81,9 мин. Дозы гепарина менее оптимальной (5 МЕ/кг; 50 МЕ\кг) и более оптимальной (5000 МЕ\кг) также увеличивали продолжительность жизни в атмосфере эфира, однако этот эффект был значительно менее выражен, чем при введении 500 МЕ/кг гепарина (рис. 16.2).     
Блокирование эндогенного гепарина, внутримышечным введением 10 мг/кг протамин сульфата, усиливало токсический эффект эфира и продолжительность жизни составляла лишь 3,40,2 мин., то есть снижалась более чем в 2 раза (рис. 16.2).                                   
16.2. Этанол
Этиловый спирт широко распространен в живой природе. Малая диссоциация и очень слабая полимеризация небольших молекул этанола (радиус 0,431 нм) обусловливают его необычайную способность растворяться в воде и жирах и, следовательно, легко проходить через биологические мембраны. Данные свойства определяют его важную роль в физиологических и биохимических процессах, происходящих в организме. Этанол, определяемый в крови и тканях, если человек или животное не потребляли алкоголь, получил название эндогенного. 
Долгое время считалось, что эндогенный этанол в организме животных и человека появляется за счет процессов жизнедеятельности микрофлоры кишечника. Но экспериментами Ю.М. Островского с соавт. (1988) было показано, что у нестерильных крыс уровень эндогенного этанола в крови и тканях был таким же, как и у стерильных; таким образом, вклад микрофлоры кишечника в общий баланс не так уж важен. Более того, приведенные факты наталкиваются на предположение, что существует строгий гомеостатический контроль уровня эндогенного этанола, и поэтому поступление его из разных источников четко регулируется (Островский и др., 1988). 
Окисление этанола в организме человека и животных протекает в две стадии. Первая осуществляется с помощью алкогольдегидрогеназы, микросомальной этанол - окисляющей системы (МЭОС) и каталазы (Островский, Островский, 1995). Образующийся из этанола ацетальдегид подвергается метаболизму во второй стадии, где при участии альдегиддегидрогеназы из него нарабатывается ацетат. Основной путь метаболизма этанола в целом организме – окисление его с помощью алкогольдегидрогеназы; каталазный и микросомальный пути являются минорными, приобретающими значение лишь в условиях угнетения основного, например, при развивающемся дефиците никотинамидадениндинуклеотида (НАД) в условиях хронической алкоголизации (Островский, Островский, 1995).   
Окисление этанола микросомами протекает согласно следующему уравнению:
С2Н5ОН + НАДФН + Н+ + О → СН3СНО + НАДФ+ + 2Н2О
Оптимум рН этой реакции лежит в физиологической области, Км для этанола составляет 7-10 мМолей, что значительно выше, чем для алкогольдегидрогеназы печени (Островский и др., 1986).
Эта система, по-видимому, функционирует независимо от каталазы и алкогольдегидрогеназы, ее вклад в окисление этанола составляет около 10% в норме и значительно возрастает при алкогольной интоксикации. 
Каталаза (перекись водорода: перекись водорода оксидоредуктаза, КФ 1.11.1.6) способна окислять этанол в ацетальдегид согласно уравнению:
С2Н5ОН + Н2О → СН3СОН + 2Н2О
Скорость реакции зависит от концентрации этанола, скорости образования перекиси водорода и активности самой каталазы. Каталаза является гемопротеидом с молекулярной массой 240 000, содержащим в молекуле четыре атома железа. Фермент широко распространен в тканях животных, наибольшая его активность обнаружена в печени, эритроцитах; полагают, что каталаза играет важную роль в окислении этанола в мозге (Gill et all., 1992). Каталаза обладает высокой специфичностью по отношению к субстратам: преимущественно разлагает перекись водорода. В ее присутствии фермент окисляет метанол, этанол, фенолы, фенилендиамины и некоторые другие соединения. Максимальная активность проявляется при физиологических значениях рН. Скорость каталазной реакции зависит от концентрации этанола, скорости образования перекиси водорода и активности каталазы (Aragon et. al., 1992).  
Окисление алкоголя может происходить лишь при наличии значительных количеств каталазы, поэтому наиболее подходящим местом в клетке для этого процесса служат пероксисомы (Зиматкин, 1995).
Экзогенный этанол способен влиять на большинство обменных процессов в организме благодаря своему активному производному – ацетальдегиду. Именно ацетальдегид играет главную роль в токсическом действии этанола и обеспечивает большинство его физиологических эффектов (Зиматкин, 1995; Wachtel et al., 1998).  
При острой алкогольной интоксикации возникают нарушения метаболизма клеток, о чем можно судить по изменению активности цикла Кребса и гликолиза. Степень этих изменений зависит от количества этанола и длительности его введения (Wachtel et. al., 1998).
Этанол оказывает многопрофильное действие на организм, вызывая разнообразные сдвиги психофизиологических и соматовегетативных функций. Являясь эндогенным веществом, этанол включается в физиологические и биохимические реакции клетки, в том числе и в ее регуляторные системы.
Степень токсичности этилового спирта зависит от дозы, концентрации его в напитках, от наличия в них сивушных масел и других примесей, прибавляемых для придания напиткам определенного запаха и вкуса. Ориентировочно смертельной дозой для человека считается 6—8 мл чистого этилового спирта на 1 кг массы тела. В пересчете на всю массу тела это составляет 200—300 мл этилового спирта. Однако, эта доза может изменяться в зависимости от чувствительности к этиловому спирту, условий его приема (крепость напитков, наполненность желудка пищей) и т. д. У одних лиц смерть может наступить после приема 100— 150 г чистого этилового спирта, в то время как у других лиц, смерть не наступает и после приема 600—800 г  спирта. 
При внутрибрюшинном введении этанола в дозе 8.1±0.5 г/кг (ДЛ50)  в течение суток 50% крыс погибали. При введении смеси этанол-гепарин в соотношении 20:1 ДЛ50 увеличивалась до 15.5±2.7 г/кг  (рис. 16.3). 
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Рис. 16.3. Влияние экзогенного и эндогенного гепарина на токсические
свойства этанола
1- ДЛ50  этанола;              2 - ДЛ50 смеси этанол-гепарин (20:1);
3- ДЛ100 этанола;              4- ДЛ100 смеси этанол-гепарин (20:1);
     5- ДЛ50 пчелиного яда на фоне протамин сульфата (10 мг/кг).
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
     группами статистически значимы (р≤ 0,05)

Введение этанола в дозе 16.0 г/кг (ДЛ100) сопровождалось гибелью всех крыс в течение суток.  Инъекция смеси этанол-гепарин в соотношении 20:1 сопровождалась увеличением ДЛ100 до 22.0±3.4 г/кг.
Предварительное введение протамин сульфата в дозе 10 мг/кг в значительной степени увеличивало токсичность этанола, и в этом случае ДЛ50 соответствовала 4.8±0.6 г/кг, что достоверно отличалось от контрольной величины (рис. 16.3). 
Изучение гиподинамии, вызванной нейролептическим действием дроперидола и этанола, проводилось на тредбане, который представлял плексигласовую камеру размером 1500 х 150 х 150 мм. Пол камеры представлял движущуюся ленту, причем скорость лентопротяжки регулировалась редуктором в широких пределах. Через каждые 150 мм на верхней панели камеры устанавливались легкие металлические флажки. До введения исследуемых веществ подбиралась такая скорость лентопротяжки, при которой интактное животное могло воспроизводить заданный ритм в течение 2 часов (100 мм/с). Если животное после введения нейролептика не выдерживало ритма движения, то передвигалось по ходу движения ленты тредбана, задевая за флажки. Этот процесс фиксировался визуально и номинировался как падение с тредбана в течение 1 мин. 
При внутрибрюшинном введения этанола в дозе 2 г/кг уже через 10 мин от момента введения наблюдается гиподинамический эффект, а величина падений с тредбана соответствует 3,3±0,3 раз/мин. Максимальный гиподинамический эффект наблюдался через 20 мин от момента инъекции этанола и соответствовал 4,1±0,5 раз/мин. К концу наблюдения отмечалось частичное восстановление двигательной активности и количество падений с тредбана снижалось до 1,6±0,6 раз/мин (рис. 16.4).
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Рис. 16.4. Влияние экзогенного и эндогенного гепарина на гиподинамию,
вызванную этанолом
0 – контроль (физ. р-р);                                1- Этанол (2 г/кг);
2- Этанол+Гепарин (25 МЕ/кг);                   3- Этанол+Гепарин (250 МЕ/кг);
4- Этанол+Гепарин (2500 МЕ/кг);               5- Этанол+Гепарин (5000 МЕ/кг);
6- Гепарин (2500 МЕ/кг)→ Этанол;            7- Протамин (10 мг/кг)→ Этанол.
* - Различия между контрольной и экспериментальными 
     группами статистически значимы (р≤ 0.05)

Введение гепарина в виде смеси, в которой концентрация этанола соответствовала 2 г/кг и являлась константной величиной, а количество гепарина соответствовало дозам 25 и 250 МЕ/кг, не отличалось достоверно от серии, в которой вводили только этанол.
Увеличение концентрации гепарина в смеси в 10 раз, также как и предварительное введение гепарина в дозе 2500 МЕ/кг практически полностью снимало гиподинамический эффект этанола (рис. 16.4).
При сочетанном применении этанола в смеси с гепарином, где концентрация гепарина в смеси соответствовала дозе 5000 МЕ/кг незначительно снижала гиподинамический эффект этанола. В то же время предварительное введение протамин сульфата потенцировало гиподинамическое действие этанола и в этом случае количество падений с тредбана значительно увеличивалось (рис. 16.4).
При изучении гипнотических свойств этанола у крыс регистрировался наркотический сон (Lheureux et al., 1993), продолжительность которого способна меняться при введении различных веществ (Буров, Ведерникова, 1985). После внутрибрюшинного введения крысам исследуемых веществ, животные в течение определённого времени (время засыпания) теряют рефлекс переворачивания. Фиксируется время потери данного рефлекса и время его восстановления. Период нахождения крыс в боковом положении отражает время наркотического сна (Сатановская, 1990). 
В наших экспериментах внутрибрюшинное введение крысам этанола в дозе 5 г/кг вызывало у них сон, средняя продолжительность которого составила 126.2 ± 6.7 мин, а время засыпания - 4.2±0.3 мин (рис. 16.5).
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Рис. 16.5. Влияние экзогенного и эндогенного гепарина на 
продолжительность этанолового сна
1- Этанол (5.0 г/кг);                                        2- Гепарин (2500 МЕ/кг)→Этанол;
3- Гепарин (5000 МЕ/кг)→Этанол;    4- Гепарин (2500 МЕ/кг)+Этанол;                   5- Протамин сульфат (10 мг/кг)→Этанол (5 г/кг).                                                 
* - Различия между контрольной и экспериментальными 
     группами статистически значимы (р≤ 0,05)
Предварительное введение гепарина в дозе 2500 и 5000 МЕ/кг с последующей инъекцией этанола в дозе 5 г/кг снижало продолжительность сна до 52.9±2.2 и  55.9±4.6 мин соответственно. В этих условиях опыта время засыпания увеличивается до 10 – 12 мии.
Максимальный протекторный эффект наблюдается при введении инкубированной смеси in vitro, в которой 2500 МЕ/кг гепарина взаимодействуют с этанолом в дозе 5 г/кг. В этом случае продолжительность этанолового сна соответствовала 46.8±2.3 мин, а время засыпания увеличивалось до 18.4±0.9 мин.
Протамин сульфат в дозе 10 мг/кг достоверно увеличивает продолжительность этанолового сна до  162.0±4.8 мин (в контроле - 126.2±6.7 мин), соответственно время засыпания снижалось до 2.4±0.1 мин (рис. 11.5). 
Таким образом, гепарин модифицирует токсические, гиподинамические и гипнотические свойства этанола, снижая эффективность указанных показателей, характерных для этилового спирта.
16.3. Аминазин
Аминазин является одним из основных представителей нейролептиков. Одной из главных особенностей действия амназина на ЦНС является относительно сильный седативный эффект. Нарастающее с увеличением дозы аминазина общее успокоение сопровождается угнетением условнорефлекторной деятельности, и прежде всего двигательно-оборонительных рефлексов, уменьшением спонтанной двигательной активности и некоторым расслаблением скелетной мускулатуры; наступает состояние пониженной реактивности к экзогенным и эндогенным стимулам. При больших дозах может развиваться состояние сна. (Каркищенко, 1993). 
Важным свойством аминазина является его блокирующее влияние на центральные адренергические и дофаминергические рецепторы (Сергеев и др., 1999). Он уменьшает или полностью снимает повышение артериального давления и другие эффекты, вызываемые адреналином и адреномиметическими веществами. Гипергликемический эффект адреналина аминазином не снимается. Блокирующее влияние на холиновые и гистаминовые рецепторы выражено относительно слабо. Препарат оказывает сильное каталептогенное действие.
В психиатрической практике аминазин применяют при хронических параноидных и галлюцинаторно-параноидных состояниях, маниакальном возбуждении у больных маниакально-депрессивным психозом, при психотонических расстройствах у больных эпилепсией, при ажитированной депрессии у больных пресенильным, маниакально-депрессивным психозом, а также при других психических заболеваниях и неврозах, сопровождающихся возбуждением, страхом, бессонницей, напряжением при острых алкогольных психозах (Гершон, Ридер, 1992; Акименко и др., 1994; Дмитриева и др., 1994). 
При парентеральном применении аминазина относительно часто развивается нейролептический синдром, выражающийся в явлениях паркинсонизма, акатизии, индифферентности, запоздалой реакции на внешние раздражители и других изменениях психики. Иногда наблюдается длительная последующая депрессия. Для уменьшения явлений депрессии применяют стимуляторы ЦНС. Неврологические осложнения уменьшаются при понижении дозы: их можно также уменьшить или купировать одновременным назначением циклокола, тропацина или других холинолитических средств, применяемых для лечения паркинсонизма (Машковский, 2002).
Разнообразные фармакологические эффекты аминазина связаны с его влиянием на возникновение и проведение нервного возбуждения в разных звеньях центральной и вегетативной нервной системы. Аминазин угнетает периферические и центральные α-адренореактивные структуры, понижая их чувствительность к норадреналину и адреналину. Некоторые центральные эффекты аминазина в значительной степени обусловлены его выраженным влиянием на ретикулярную формацию ствола головно8го мозга. Он устраняет её активирующее влияние на кору больших полушарий (Машковский и др., 1965).
Исследование токсического действия аминазина показало, что ДЛ50 при внутрибрюшинном введении крысам составляет 208±16.2 мг/кг (рис. 16.6). 
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Рис. 16.6. Влияние экзогенного и эндогенного гепарина на токсические
свойства аминазина
1- Аминазин;                                          2- Аминазин + гепарин (2:1);
3- Гепарин (5000 МЕ/кг)→ аминазин;    4- Аминазин→ гепарин (5000 МЕ/кг);
 5- Аминазин на фоне протамин сульфата (10 мг/кг).
 * - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05).

Инъекция смеси аминазин-гепарин в весовом соотношении 2:1 сопровождалась достоверным увеличением ДЛ50 до 333±23.1 мг/кг. При предварительном введении гепарина в дозе 5000 МЕ/кг с последующей инъекцией аминазина величина ДЛ50  возрастала относительно контрольных величин и достигала 291±12.9 мг/кг. При изменении последовательности введения исследуемых веществ, т.е. оценивая действие гепарина в дозе 5000 МЕ/кг на фоне действия аминазина было показано, что в этом случае величина ДЛ50 (212±14.4 мг/кг) достоверно не отличается от контрольных значений. Значительное снижение ДЛ50 аминазина регистрируется при предварительном введении протамин сульфата, т.е. на фоне блокады эндогенного гепарина (рис. 16.6). 
При внутрибрюшинном введении аминазина в дозе 100 мг/кг продолжительность аминазинового  сна составляла 152±33.5 мин, причём время засыпания 14±3,2 мин (рис. 16.7).
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Рис. 16.7. Влияние экзогенного и эндогенного гепарина на продолжительность аминазинового сна
 1-Аминазин (100 мг/кг);                           2-Гепарин (500 МЕ/кг)→ аминазин;
 3-Гепарин (2500 МЕ/кг)→ аминазин;     4-Гепарин + аминазин (1:4); 
5-Гепарин (5000 МЕ/кг)→ аминазин;      6-Протамин (10 мг/кг)→ аминазин.     
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами  статистически значимы (р≤ 0,05)
0 – сон отсутствует в течение 5 часов

При предварительной инъекции гепарина в дозе 500 МЕ/кг показатели времени засыпания и наркотического сна достоверно не отличались от контроля, в качестве которого использовались данные, полученные при введении аминазина. 
При предварительном введении гепарина в дозе 2500 и 5000 МЕ/кг, а также в виде смеси гепарин + аминазин в весовом соотношении 1:4 наркотический сон полностью отсутствует в течение пяти часов наблюдения. Обратная картина наблюдается при инъекции пртамин сульфата в дозе 10 мг/кг. В этом случае время засыпания снижается до 6.2±2.8мин, а продолжительность сна достоверно увеличивается до 216±24.2 мин.
16.4. Дроперидол
Действие дроперидола наименее продолжительно из всех известных до сих пор нейролептиков. После внутривенного введения эффект наступает через 3 минуты и продолжается в среднем 6 – 10 часов. В пределах применения клинически необходимых дозировок препарат крайне редко вызывает появление экстрапирамидальных симптомов (Бунятян, 1994; Ефремов и др., 2003; Пурсанов, Хомутов, Звонкова, 2013). Отличительной чертой дроперидола является низкая токсичность и большая широта терапевтической дозы, в связи с чем мы не определяли токсичность препарата.
Дроперидол при внутримышечном введении в дозе 5 мг/кг вызывал нарушение двигательной активности лабораторных животных. Максимальный эффект гиподинамии отмечался через 20 мин. после введения нейролептика, после чего двигательная активность начинала восстанавливаться, хотя достоверные различия наблюдались и через 60 мин. после инъекции (табл. 16.1).
                                                                            Таблица 16.1
Влияние экзогенного и эндогенног гепарина на гиподинамию, 
вызванную дроперидолом
	Условия
эксперимента
	Время от введения, мин

	
	5
	10
	20
	40
	60

	Дроперидол
(5 мг/кг)
	1.4±0.2*
	3.3±0.3*
	4.1±0.5*
	2.8±0.3*
	1.6±0.6*

	Дроперидол +
гепарин (1:0,05)
	1.4±0.7*
	2.8±0.7*
	3.3±0.5*
	3.6±0.3*
	2.9±0.4*

	Дроперидол +
гепарин (1:0,5)
	0.5±0.02+
	2.0±0.3*
	3.9±0.5*
	2.2±0.2*
	1.0±0.3

	Дроперидол +
гепарин (1:5)
	0.0
	0.1±0.01+
	0.3±0.2+
	0.0
	0.0

	Дроперидол +
гепарин (1:50)
	0.0
	2.0±0.4*
	2.3±0.5*+
	1.6±0.3*
	1.2±0.5

	Дроперидол на
фоне гепарина
(500 МЕ/кг)
	0.0
	0.3±0.2+
	0.7±0.4+
	0.4±0.2+
	0.0

	Дроперидол на
фоне протамина
(10 мг/кг)
	3.8±0.4*+
	4.7±0.5*
	7.2±0.6*+
	7.9±0.4*+
	6.0±0.4*+


* - Различия между контрольной (0 падений) и экспериментальными 
   группами    статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между шруппой «Дроперидол»  и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
Дроперидол блокирует пути, соединяющие специфическую систему проведения возбуждения и ретикулярную формацию, существенно не влияя собственно на ретикулярную формацию. Биохимический механизм действия дроперидола связан, по-видимому, главным образом с влиянием его на моноаминовый обмен. Если придерживаться точки зрения о важном значении аминов в функции проведения в центральной нервной системе, то вызываемое нейролептиком снижение концентрации аминов в центральных синапсах должно иметь следствием нарушение нервного проведения (Bergmann, 1964; Кузин, Ефимова, Осипова, 1976).
Максимальное торможение гиподинамического эффекта, вызванного дроперидолом, отмечалось при введении смеси дроперидол-гепарин в соотношении 1:5. В этом случае только на 20-ой минуте после инъекции смеси отмечались единичные отклонения в воспроизведении ритма, продиктованного движущейся лентой тредбана. Другие соотношения реагентов в смеси дроперидол-гепарин (1;0.05; 1:0,5; 1:50) обладали меньшим антигиподинамическим эффектом (табл. 16.1).
Нарушение гиподинамии, как одного из признаков нейролептического действия дроперидола, наблюдалось и при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг (табл. 16.1). Другие дозы гепарина, так же как и в случае с введением смеси в разных стехиометрических соотношениях, обладали меньшим эффектом, поэтому были проведены только пробные эксперименты, в связи с чем они не фигурируют в таблице.
Эксперименты показали, что экзогенный гепарин, введенный либо совместно с дроперидолом в виде смеси, либо предварительно в значительной степени снимает гиподинамический эффект дроперидола. Доказательством антигиподинамического действия эндогенного гепарина послужили опыты с протамин сульфатом, блокирующим эндогенный гепарин интенсивность гиподинамии превышала контрольный уровень почти в 2 раза (табл. 16.1). 
Рядом исследователей было установлено, что содержание гепарина в процессе онтогенеза изменяется, причем с возрастом гепариновая активность снижается (Ломазова, Горшкова, Маджуча, 1973). В связи с этим перед нами встала задача изучения лабильности гепариновой системы в разные возрастные периоды. Для этого использовались половозрелые особи массой 20020 г и неполовозрелые массой 10010 г.
Лабильность, или функциональная подвижность, системы определялась в наших опытах по разнице гиподинамических эффектов, наблюдаемых после 1-го и 2-го (через сутки после 1-го) введений дроперидола. Оказалось, что повторное введение дроперидола половозрелым крысам достоверно не отличалось от картины первого, хотя показатели гиподинамии были несколько ниже (рис. 16.8). 
Иная картина отмечалась при введении той же дозы (5 мг/кг) неполовозрелым крысам. После первого введения фиксировали гиподинамический эффект, превышающий почти в 2 раза таковой у половозрелых животных. Повторное введение дроперидола, через сутки после первого, сопровождалось значительно меньшими нарушениями двигательной активности крыс, практически совпадающими с картиной гиподинамии половозрелых особей (рис. 16.8).



Рис. 16.8. Влияние дроперидола (5 мг/кг) на гиподинамию крыс
 разных возрастных групп
1 – половозрелые крысы (первое введение);
2 – половозрелые крысы (повторное введение через сутки);
3 – неполовозрелые крысы (первое введение);
4 – неполовозрелые крысы (повторное введение через сутки).

16.5. Оксибутират натрия (ГОМК)
Гамма-аминомасляная кислота (ГАМК) - естественный метаболит организма - находится в довольно большом количестве в веществе головного мозга. Это вещество принимает участие в регуляции процессов сна и бодрствования. Повышенное содержание ГАМК в клетках головного мозга приводит к развитию разлитого торможения. Однако ГАМК не проходит через гематоэнцефалический барьер (Ашмарин, 1996) и потому в анестезиологической практике получил распространение ее дериват - оксибутират натрия.
Оксибутират натрия (натриевая соль -оксимасляной кислоты, ГОМК) имеет молекулярную массу 126 Д. ГОМК получена синтетически согласно структурной аналогии с -аминомасляной кислотой (ГАМК). Считается, что терапевтический индекс оксибутирата натрия один из наиболее высоких среди внутривенных наркотиков - около 30. Около 90% всего количества оксибутирата окисляется в организме до углекислоты и воды, и значительно меньшая часть выделяется почками. Последний путь выведения не определяет судьбу наркотика в организме. Так как оксибутират натрия расщепляется в цикле Кребса в метаболически активных тканевых структурах (мозг, миокард, почки), препарат даже считается средством защиты органов жизнеобеспечения от нарушений структуры и функции, связанных с тканевым дефицитом кислорода. При повторных введениях биотрансформация оксибутирата ускоряется и потому кумуляции не наблюдается (Костюченко, Дьяченко, 1998).
Механизм центрального эффекта оксибутирата до конца не выяснен. Уже в первых исследованиях действия оксибутирата в ЦНС обнаружены признаки его вмешательства в проведение возбуждения в спинном мозге. Предполагают, что оксибутират (или сопряженный с ним в организме бутиролактат) является своеобразным медиатором пресинаптического торможения, чем и объясняется его угнетающее действие на ЦНС (Крафт, Аптон, 1997).
Угнетающее действие анестетика на высшие отделы ЦНС связывают со способностью ингибировать ГАМК-трансаминазу, участвующую в обеспечении активности нейронов. Действие анестетика опосредуется через адренэргические структуры: оксибутират значительно повышает уровень дофамина, не изменяя концентрации других катехоламинов. Так или иначе, оксибутират выключает сознание за счет блока передачи в постсинаптических структурах среднего мозга (ядра ретикулярной формации) и прямого торможения активности центров коры (Костюченко, Дьяченко, 1998).
Представления о нейрофизиологической сущности наркоза оксибутиратом натрия противоречивы, несмотря на значительный период исследований (Осипова, 1988). Исследования А. Лабори (1974) доказывали отчетливое  депримирующее влияние этого наркотика на ЦНС. При этом он является преимущественно корковым агентом, но активность ретикулярной формации при обычных наркотических дозах не только не подавляется, но и повышается. Первичное для оксибутирата торможение таламокортикальной системы сопровождается сомато-вегетативным освобождением с повышением активности лимбических структур. В то же время W. Winters с соавт. (см.: Костюченко, Дьяченко, 1998) высказывают совершенно противоположное мнение и рассматривают оксибутират натрия как препарат, вызывающий состояние кататонии, с сохранением болевой чувствительности и судорожными симптомами. Состояние первичного судорожного возбуждения приводит к дезорганизации и снижению активности ретикулярной формации с нарушением реакции на афферентные воздействия. Несмотря на своеобразие центрального действия оксибутирата на высшие отделы ЦНС и распространение наркотического торможения “сверху вниз”, характерным является наличие “стадии электрической гиперактивности”, характерной для эфира, барбитуратов и некоторых других общих анестетиков (Костюченко, Дьяченко, 1998).
Типична диссоциация между изменениями ЭЭГ (дельта - ритм, прерываемый периодами “молчания”), которые соответствуют электрофизиологическому отражению глубокого наркоза и клиническому состоянию поверхностной анестезии. Особенно важно, что развитие при этом глубокого торможения биоэлектрической активности полностью быстро обратимо и не сопровождается угнетением жизненно важных реакций.
Итак, оксибутират натрия вызывает анестезию без глубокой первичной депрессии нервных центров и выраженных нарушений вегетативной регуляции. Этими качествами он существенно отличается от действия барбитуратов и других внутривенных анестетиков. Близость оксибутирата к естественным метаболитам мозга, малая токсичность, отсутствие выраженных побочных угнетающих влияний на гемодинамику и дыхание обеспечивает перспективу его применения у самых критических пациентов.
В умеренных дозах оксибутират натрия не приводит к снижению производительности сердца. Некоторое снижение показателей центральной гемодинамики на фоне глубокого сна, соответствует обычной реакции на физиологический сон и не может быть отнесено к действию на миокард. Эта стабильность производительности сердца сохраняется и на фоне травматичного этапа многих операций при отсутствии нарушений легочного газообмена и стабильном уровне объема циркулирующей крови и ее компонентов (лучше по показателю глобулярного объема крови) (Шифрин, Шноль, Хижняк, 1977).
Как вводный наркотик оксибутират натрия может использоваться, когда есть некоторое время для его введения: идет организация хирургического вмешательства, все подготавливается для его проведения на протяжении 20-30 мин. Индукция в анестезию оксибутирата натрия ускоряется и становится более гладкой, если предварительно вливается 200-300 мл 1% раствора глютаминовой кислоты. В экстренных ситуациях (кровотечение), наоборот, следует ускорить введение в анестезию. Это удается всегда за счет небольших доз тиопентала натрия (всего 100-200 мг для взрослого человека), или пропанидида (500 мг) в сочетании с 2 г оксибутирата натрия, учитывая потенциирующее действие последнего на наркотический эффект данных препаратов.
Время индукции сокращается до 2-3 минут. Мононаркоз оксибутиратом натрия представляет собой минимально токсичный вид общей анестезии и потому имеет наибольшую ценность у больных с различными вариантами эндогенной интоксикации (септические процессы, разлитой перитонит, почечная и печеночная недостаточность), показан у пациентов в состоянии значительной гипоксии различной этиологии (тяжелая острая легочная недостаточность, кровопотеря, гипоксические и токсические поражения миокарда).
Оксибутират натрия в чистом виде может применяться для обезболивания родов, особенно патологических, учитывая безвредность анестетика для плода, способность облегчать раскрытие шейки матки, отсутствие угнетающего действия на сократительную активность матки. Оксибутират натрия может быть применен для длительной седатациии у пациентов с острыми соматогенными психозами различного происхождения, что является необходимым компонентом их интенсивного лечения.
Многие реаниматологи отдают предпочтение оксибутирату натрия перед тиопенталом при медикаментозной профилактике мозговой смерти (остановка сердца, тяжелая черепно-мозговая травма), исходя из реального отсутствия угнетающего действия даже больших повторных и суммарных доз препарата (нет кумуляции!) на кровообращение, из возможности проведения на фоне его действия лечебной гипотермии, достижения полноценной синхронизации восстановившегося дыхания больного с режимом работы аппарата искусственной вентиляции легких (Крафт, Аптон, 1997).
При внутрибрюшинном введении оксибутирата натрия в дозе 100 мг/кг продолжительность наркотического сна соответствовала 38.0±2.3 мин. В связи с тем, что в этой серии опытов продолжительность сна была небольшой, время засыпания не регистрировалось (рис. 16.9).
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Рис. 16.9. Продолжительность сна при введении оксибутирата натрия (ГОМК) в смеси и на фоне гепарина и протамин сульфата
1- Оксибутират натрия (100 мг/кг);          2- Гепарин+ГОМК (0.01:20);             
3- Гепарин+ГОМК (0.1:20);                      4- Гепарин+ГОМК (1:20);
5- Гепарин+ГОМК (10:20);                       6- Гепарин (5 МЕ/кг)→ ГОМК;
7- Гепарин (50 МЕ/кг)→ ГОМК;              8- Гепарин (500 МЕ/кг)→ ГОМК;
9- Гепарин (5000 МЕ/кг)→ ГОМК;         10- Протамин (10 мг/кг)→ ГОМК.
* - Различия между контрольными и экспериментальными группами 
     статистически значимы (р≤ 0.05)
Инъекция смеси гепарин-ГОМК в соотношении 0.01:20, 0,1:20 и 1:20 сопровождалась постепенным снижением продолжительности сна в зависимости от концентрации гепарина, входящего в состав смеси, и равнялась 26.4±1.8 мин, 18.2±2.1 мин и 8.0±0.9 мин соответственно. Таким образом, максимальным протекторным действием обладает соотношение гепарина к ГОМК 1:20. Повышение концентрации гепарина в 10 раз от оптимальной величины (10:20) сопровождается увеличением продолжительности сна до 14.6±1.6 мин (рис. 16.9).   
В следующей серии опытов схема эксперимента была видоизменена: гепарин вводили не в смеси с ГОМК, а предварительно с последующей инъекцией ГОМК в тестовой дозе. Оказалось, что в этом случае максимальный протекторный эффект наблюдается при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг, а продолжительность сна соответствует 12.0±1.8 мин. Увеличение дозы предварительно введённого гепарина до 5000 МЕ/кг снижает его протекторный эффект, а продолжительность наркотического сна увеличивается до 16.2±2.2 мин (рис. 16.9).
Как и в предыдущих сериях экспериментов, предварительное введение протамин сульфата в дозе 10 мг/кг значительно увеличивает продолжительность наркотического сна, вызванного ГОМК (рис. 16.9). 
16.6. Способ введения
В предыдущих экспериментах для того чтобы показать участие эндогенного гепарина в процессах модификации наркотических средств был использован протамин сульфат, который блокирует эндогенный мукополисахарид, т.е. получить косвенное доказательство идентичности действия экзогенного и эндогенного гепарина. Другим способом получения данных о активность эндогенного гепарина можно получить, сравнивая токсичность препаратов при разных способах введения в сосудистое русло органов, богатых тучными клетками, например провести сравнительный анализ токсичности при введении в бедренную вену и воротную вену печени (рис. 16.10).
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Рис. 16.10. Сравнительная оценка летальной дозы этанола при введении в бедренную и воротную вены в условиях гипергепаринемии
1- Этанол;                                                    2- Гепарин (5 МЕ/кг)→этанол;
3- Гепарин (50 МЕ/кг)→этанол;               4- Гепарин (500 МЕ/кг)→этанол;
5- Гепарин (5000 МЕ/кг)→этанол;           6- Гепарин (7000 МЕ/кг)→этанол
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
При введении этанола в бедренную вену летальная доза составляет 10.3±0.94 г/кг, а в воротную вену 18.5±1.17г/кг. Предварительное введение гепарина в диапазоне доз 5.0 – 5000 МЕ/кг как в бедренную так и в воротную вены сопровождается увеличением летальной дозы этанола, причём при всех указанных дозах гепарина летальная доза при введении в портальную вену была выше, чем в бедренную. Однако дальнейшее повышение дозы предварительно вводимого гепарина до 7000 МЕ/кг при инъекции как в бедренную, так и в портальную вены сопровождалось снижением летальной дозы, причём характерная разница между интрапортальным и интрафеморальным введениями сохранялась (рис. 16.10).
При тех же условиях опыта введение протамин сульфата в дозе 10 мг/кг с последующей инъекцией этанола характеризуется снижением летальной дозы при введении в бедренную вену с 10.3±0.94 до 5.2±1.31 г/кг, а при введении в портальную вену – с 18.5±1.17 до 12.6±3.45г/кг.
В предыдущих экспериментах было выяснено, что прохождение через воротную систему печени по-разному влияет на активность этанола. Поскольку при этом исследуемые вещества должны миновать систему вено-венозных капилляров и синусоидов печени, в которых скорость кровотока относительно низкая, возникает вопрос о специфичности защитного влияния печени по отношению к этанолу. 
В опытах на крысах оценивали суммарную дозу, вызвавшую гибель животного, при дробном введении этанола в бедренную вену или хвостовую артерию. В последнем случае, очевидно, что этанол, попадая ретроградно в артериальное русло, должен пройти через капиллярную систему задней части тела животного, прежде чем попадет в нижнюю полую вену.
При внутривенном введении этанола летальная доза составляла 11.2±0.67 г/кг, а при внутриартериальном - 18.3±1.65 г/кг (табл. 11.2).
                                                                                                          Таблица 11.2.
Сравнительная оценка летальной дозы  этанола при введении в артериальную и венозную системы в условиях гипер- и  гипогепаринемии
	Условия 
эксперимента
	Летальная доза, г/кг  

	
	Артерия
	Вена

	Этанол, г/кг
	18.3±1.65*
	11.2±0.67

	Гепарин (5000 МЕ/кг)→ этанол
	29.5±2.2*
	20.8±1.76

	Протамин (10 мг/кг) → этанол
	9.9±1.8*
	5.2±1.31


* - Различия между внутривенным и внутриартериальным введениями 
статистически значимы (р≤ 0,05).                                                                                            

В тех же условиях эксперимента введение этанола на фоне предварительной инъекции гепарина в дозе 5000 МЕ/кг летальная доза при внутривенном введении - 20.8±1.76, при внутриартериальном - 29.5±2.2 г/кг. В условиях гипогепаринемии, вызванной протамин сульфатом, летальная доза этанола практически в два раза ниже, чем при введении только этанола (табл. 11.2).
Резюмируя экспериментальные данные, полученные в ходе исследования влияния гепарина на токсические гиподинамические и гипнотические свойства препаратов, используемых при наркозе, необходимо сказать, что гепарин в значительной степени снижает эффективность указанных препаратов. Возможно, этот феномен связан с тем, что гепарин, обладая мощным отрицательным зарядом, образует комплексные соединения с исследуемыми веществами. Эта точка зрения может быть поддержана тем, что in vitro препараты в смеси с гепарином изменяют оптическую плотность растворов и спектры поглощения в УФ-области. Блокада эндогенного гепарина классическим антагонистом протамин сульфатом потенцирует изученные эффекты наркотических средств.
О роли эндогенного гепарина в нейтрализации токсического действия этанола говорят и эксперименты с сосудистым руслом печени, капиллярной сетью магистральных сосудов. Сравнительная характеристика интрапортального и интрафеморального способов введения наглядно показывает, что летальная доза этанола резко увеличивается пройдя через капиллярную сеть печени, а как известно печень является одним из основных депо эндогенного гепарина (Кондашевская, 2011).
Одним из сильных наркотических средств является фентанил, в отношении которого гепарин является индифферентным фактором, т.е. не снижает токсичности, не влияет на гиподинамический и гипнотический эффекты. Справедливости ради необходимо заметить, что in vitro фентанил не вызывает изменения оптической плотности в присутствии гепарина, что ещё раз подчёркивает справедливость гипотезы относительно комплексообразования гепарина с нейролептиками, наркотиками и ноотропными препаратами.




















ГЛАВА 17. МОДИФИКАЦИЯ ГЕПАРИНОМ ХОЛИНОЛИТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ НАРКОТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ

При изучении холинолитических свойств исследуемых наркотических средств и их соединений с гепарином в качестве тест-объекта был использован верхний шейный симпатический ганглий (ВШСГ) кошки, который является хорошо изученным и наиболее удобным для подобного рода целей (Скок, 1970; Булыгин, Калюнов, 1974; Хомутов, 1995; Сергеев и др. 1999).
Основной принцип исследования сводился к электрическому раздражению преганглионарных волокон шейного симпатического ствола с регистрацией  сокращений третьего века глаза кошки или возбуждающего постсинаптического потенциала (ВПСП). И в том, и в другом случае, предварительно наркотизированным животным (гексенал 0,8 г/кг внутримышечно), на шее вскрывали кожу и далее, тупым путем, для подхода к трахее раздвигали мышцы шеи, производили трахеотомию. Выше трахеотомической трубки, трахея вместе с пищеводом зажималась кохеровским зажимом и перерезалась между трубкой и зажимом. Затем отпрепаровывали пограничный симпатический ствол, верхний шейный симпатический ганглий и постганглионарные волокна.
Преганглионарные волокна раздражали прямоугольными импульсами длительностью 3 миллисекунды от стимулятора ЭСУ-1. Стимулы всегда были супрамаксимальными по амплитуде, что гарантировало возбуждение постоянного числа преганглионарных волокон. Частоту импульсов варьировали в зависимости от условий эксперимента.
Регистрация ответных реакций на раздражение шейного симпатического нерва осуществлялась двумя способами. В опытах с регистрацией реакции третьего века глаза кошки последнее оттягивали ниткой и через блок фиксировали на длинном рычажке, с помощью которого на движущейся ленте кимографа записывали сокращение мышцы в ответ на раздражение преганглионарного ствола.
Исследуемые вещества вводили в язычную или сонную артерии ретроградно. Все ветви общей сонной артерии, за исключением тех, которые участвуют в кровоснабжении ганглия, перевязывали. В зависимости от целей эксперимента способ введения варьировал и кроме внутриартериального введения были использованы внутривенные и внутримышечные инъекции.
Для контроля ганглиоблокирующего действия исследуемых веществ производилось раздражение постганглионарных волокон. Сокращение третьего века в этих случаях являлось доказательством того, что отсутствие реакции на электростимуляцию преганглионарного волокна связано с влиянием исследуемых веществ на межнейронную передачу возбуждения в ганглии, а не на мионевральное соединение постганглионарных волокон с эффектором. В тех случаях, когда многократные инъекции наркотических средств или их смеси с гепарином не сопровождались холинолитическим эффектом в катетер вводился тетраэтиламмоний, служащий в данном случае индикатором появления исследуемых веществ в кровеносном русле, кровоснабжающем ВШСГ.
При изучении влияния наркотических средств, гепарина и их совместного применения на эффект посттетанической потенциации (ПТП), связанной с функционированием пресинаптического окончания, проводили регистрацию биоэлектрических потенциалов постганглионарных волокон. Преганглионарные волокна раздражали максимальными импульсами от стимулятора через высокочастотную приставку, которая устраняла артефакт от раздражения. Усиление потенциалов постганглионарных волокон осуществлялось с помощью усилителя биопотенциалов типа УБП 1-02. Сигнал с выхода усилителя поступал на вход катодного и шлейфного осциллографа. Возбуждающий постсинаптический потенциал регистрировали на движущейся фотопленке шлейфного осциллографа.
Схема опыта заключалась в следующем: преганглионарный ствол раздражали одиночными стимулами, затем следовала ритмическая стимуляция в течении 10 секунд с частотой 30 имп/сек, после чего пресинаптические волокна вновь раздражали одиночными стимулами, характеристика которых до и после тетануса оставалась одинаковой. Сравнивали величину ВПСП до и через 30, 60 и 120 секунд после тетанизации в норме и на фоне действия исследуемых веществ (Пахомова, 2002; Бутылин, 2004; Некрасова, 2004).
17.1. Диэтиловый эфир
В наших экспериментах, в отличие от традиционной схемы ингаляционного наркоза, эфир, в зависимости от задач и условий опыта, вводился в виде внутривенных и внутриартериальных инъекций. 
При многократном внутривенном введении эфира в дозе 0,2 мл/кг наблюдалось снижение амплитуды сокращений мигательной перепонки глаза кошки до 0-50% от исходной. Этот эффект однако был кратковременным и через 5-10 минут после введения отмечалось полное или частичное восстановление ганглионарной активности. В части экспериментов, при введении той же дозы эфира, блокады межнейронной передачи возбуждения в ВШСГ кошки не наблюдалось.
Применение более высокой дозы эфира (1мл/кг) на фоне предварительных введений его в дозе 0,2мл/кг сопровождалось остановкой дыхания через 1-21 минуту после введения и остановкой сердца через 5-23 минуты. Перед гибелью животного картина ганглионарной активности ВШСГ была неоднозначной. В части опытов амплитуда сокращений третьего века глаза кошки снижалась до 20-34% от исходной, в другой части – оставалась на исходном уровне.
В следующей серии экспериментов изучали влияние внутривенного введения эфира на проведение возбуждения в ВШСГ кошки на фоне однократной предварительной инъекции гепарина в дозе 500 МЕ/кг. Эта доза гепарина была выбрана в связи с тем, что, как указывалось выше, она обладает максимальной антидотной эффективностью (Пахомова, 2001), и в то же время не влияет на ганглионарную активность (рис. 17.1). Доза эфира при однократном введении варьировала от 0,2 до 3,0 мл/кг, а количество введений зависело от функционального состояния экспериментального животного. 
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Рис. 17.1. Влияние гепарина на амплитуду сокращений 3-го века 
глаза кошки
1.Механограмма сокращений третьего века
2.Отметка времени. Цифрами обозначено время от введения
3.Отметка раздражения
Стрелкой показан момент введения гепарина

Однократное введение эфира в дозе 0,2-1,0мл/кг на фоне вызванной гипергепаринемии сопровождалось снижением амплитуды сокращений мигательной перепонки до 50-90% от исходной. Однако этот эффект был кратковременным и через 2-15 минут отмечалось полное восстановление синаптической активности.
При многократном, дробном введении эфира в дозе 1,0мл/кг, при тех же условиях опыта, амплитуда сокращений третьего века глаза кошки в ответ на преганглионарную стимуляцию снижалась только после 1-го введения, а затем наступало полное восстановление синаптической проводимости. Животные погибали после 3-го введения той же дозы эфира, но, тем не менее, амплитуда сокращений мигательной перепонки оставалась на исходном уровне.
Введение эфира в дозе 2 мл/кг на фоне инъкции гепарина (500МЕ/кг) сопровождалось снижением амплитуды сокращений до 46-50% от исходной, а при повторном введении той же дозы эфира на фоне однократной инъекции гепарина отмечалась гибель животного. Однократное введение эфира в дозе 3мл/кг сопровождалось резким снижением амплитуды сокращений третьего века и гибелью животного на второй минуте от момента введения.
Более стабильные результаты, без гибели экспериментальных животных, были получены при внутриартериальном введении эфира. Полная блокада проведения возбуждения в ВШСГ наступала при 5-кратном введении эфира в дозе  0,1 мл/кг, при 4-кратном введении в дозе 0,2мл/кг, при однократном введении в дозе 0,3-0,5мл/кг На фоне предварительной внутриартериальной гепаринизации (500МЕ/кг) ганглиоблокирующее действие эфира в значительной степени снижалось (табл. 17.1).
                                                                              Таблица 17.1
Влияние внутриартериального введения эфира на проведение возбуждения 
в ВШСГ кошки на фоне действия гепарина (500 МЕ/кг)
	
Условия опыта
	Амплитуда, %

	
	Номер введения

	
	1
	2
	3
	4

	Контроль (физиол. р-р)
	100
	100
	100
	100

	Эфир (0.3 мл)
	0
	-
	-
	-

	Гепарин (500 МЕ) 
	100
	100
	100
	100

	Гепарин (500 МЕ) → эфир
	100
	80
	75
	0



Однократное введение эфира в дозе 1мл/кг на фоне гепарина сопровождалось полным восстановлением межнейронной передачи возбуждения в ВШСГ  уже через 15 минут после инъекции, в то время как без гепаринизации при введении эфира в дозе 0,1мл/кг наблюдалось восстановление только до 30% .
Таким образом, гепарин, как при внутривенном, так и при внутриартериальном введении в значительной степени снижает холинолитическое действие эфира, поступающего в организм неингаляционным путем.  
Блокада межнейронной передачи возбуждения в холинергических синапсах ВШСГ может быть связана с функциональными нарушениями на уровне пресинаптических окончаний и постсинаптических мембран. В том случае, если фармакологический агент воздействует на субсинаптическую мембрану, то введение экзогенного ацетилхолина не вызовет сокращения мигательной перепонки. О действии какого-либо вещества на пресинаптическое окончание судят по наличию или отсутствию эффекта посттетанической потенциации.
Экзогенный ацетилхолин, введенный в язычную артерию ретроградно в объеме 1мл (10-3) вызывает ответную реакцию третьего века глаза кошки. Эфир, введенный внутриартериально, снижает возбуждающий ганглионарный эффект экзогенного ацетилхолина, причем индивидуальная чувствительность субсинаптической мембраны к ацетилхолину на фоне действия эфира колеблется в широких пределах. Так, в части опытов однократное введение эфира в дозе 0,1мл/кг приводит к полной блокаде проведения возбуждения в ВШСГ, с последующим частичным или полным восстановлением ганглионарной активности.
После 4-кратного введения эфира в дозе 0,2мл/кг наблюдалась полная блокада межнейронной передачи возбуждения, причем восстановления в течение 100 минут не наблюдалось. Однократное введение эфира в дозе 0,3мл/кг уже через 1 минуту после инъекции сопровождалось падением амплитуды ответной реакции третьего века глаза кошки до 0, с последующим восстановлением в течение 30 минут до 90% от исходной (табл. 17.2).
                                                                     Таблица 17.2
Влияние эфира на фоне предварительного введения гепарина
на ганглионарный возбуждающий эффект ацетилхолина
	
Условия опыта
	Амплитуда, %

	
	Номер введения

	
	1
	2
	3
	4

	Контроль (ацетилхолин)
	100
	100
	100
	100

	Эфир (0.3 мл)
	60
	50
	25
	0

	Гепарин (500 МЕ) 
	100
	100
	100
	100

	Гепарин (500 МЕ) → эфир
	100
	90
	70
	60



Предварительное внутриартериальное введение гепарина в дозе 500МЕ/кг не влияло на ганглионарный возбуждающий эффект ацетилхолина. Трехкратное введение эфира в дозе 0,2мл/кг на фоне действия гепарина не вызывало изменений амплитуды сокращений мигательной перепонки. Только увеличение дозы эфира до 1мл/кг при однократном введении сопровождалось полной межнейронной блокадой возбуждения.
Внутриартериальное введение эфира не нарушало эффекта посттетанической потенциации, хотя амплитуда ВПСП под действием эфира снижалась (рис.17.2).
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Рис.17.2. Влияние эфира на эффект посттетанической потенциации
А – до введения эфира в дозе 0,1мл/кг;
   В – через 5 минут после введения эфира.
Таким образом, было установлено, что холинолитические свойства диэтилового эфира реализуются за счет воздействия на субсинаптическую мембрану холинергических синапсов ВШСГ. Экзогенный гепарин не влиял на проведение возбуждения в ВШСГ и не оказывал влияния на ганглионарный возбуждающий эффект ацетилхолина, тем не менее он в значительной мере снижал ганглиоблокирующее действие эфира. Следует отметить  и тот важный  факт, что эфир не  оказывал  влияния  на постактивационное облегчение и, таким образом, можно констатировать, что он не действует в области пресинаптического окончания.                            
В предыдущих экспериментах было установлено, что эфир обладает холинолитическими свойствами. Однако прямых указаний на влияние эфира на Н- и М-холинорецепторы в этих опытах не получено. В связи с этим были проведены исследования на препарате блуждающий нерв – сердце лягушки. 
Известно, что проведение возбуждения по блуждающему нерву может прерываться на двух уровнях: в ганглиях и на уровне мионевральных соединений. В ганглиях сосредоточены Н-холинорецепторы, а в мионевральных синапсах – М-холинорецепторы (Шалковская, Евлахов, Лосев, 2001).
Исследование влияния эфира проводилось на изолированном сердце лягушки, кроме того, изолировали и вагосимпатический ствол, который помещали на электроды и раздражали импульсным током. В желудочек через аорту вставляли канюлю, периодически наполняемую раствором Рингера, а в ходе опыта – растворами эфира, гепарина и ацетилхолина. Ацетилхолин использовали в разведении 1:105.
Под действием перфузии раствором эфира в широком диапазоне концентраций был зарегистрирован отрицательный инотропный и хронотропный рефлекс. Эфир полностью блокировал эффект экзогенного ацетилхолина и практически полностью снимал тормозящее действие блуждающего нерва.
Точкой приложения вводимого извне ацетилхолина являются М-холинорецепторы сердца и поэтому, если передача возбуждения с блуждающего нерва на сердце блокирована, а эффект введения ацетилхолина сохранен, можно говорить о влиянии на парасимпатические ганглии сердца.
Предварительная обработка сердца раствором гепарина в концентрации 500МЕ/мл полностью снимала действие эфира на Н- и М-холинореактивные структуры.
Подводя итог серии экспериментов с изучением влияния эфира на проведение возбуждения в ВШСГ кошки можно сказать, что диэтиловый эфир обладает отчетливо выраженными холинолитическими свойствами на уровне как Н-, так и М-холинорецепторов. Холинолитическое действие эфира реализуется за счет влияния на постсинаптическое окончание. Гепарин, не оказывая влияния на холинорецептивные структуры, в значительной мере снижает холинолитическое действие эфира.
17.2. Дроперидол  
В нашей работе дроперидол инкубировался с гепарином в следующих весовых соотношениях: 1:0,05; 1:0,5; 1:5; 1:50.При введении смеси дроперидол-гепарин в соотношении 1:0,05 также как и при введении только дроперидола уже через 30с наблюдалось резкое снижение амплитуды сокращений третьего века глаза кошки в ответ на раздражение преганглионарного ствола, а к 40-ой минуте отмечалась полная блокада проведения возбуждения. 
Иная картина наблюдалась при инъекции смеси дроперидол-гепарин в весовом соотношении 1:5. Через 30 с после введения смеси амплитуда сокращений мигательной перепонки снижалась до 77% от исходной. Однако, этот процесс был кратковременным и уже к 10-ой минуте от момента инъекции амплитуда восстанавливается до 90-92% от исходной Другие соотношения в смеси дроперидол-гепарин (1:0,5 и 1:50) сопровождались меньшим антихолинолитическим эффектом (табл.17.3).
                                                                    Таблица 17.3
Влияние дроперидола и смеси дроперидол-гепарин на амплитуду сокращений третьего века глаза кошки (% от исходной)
 при внутриартериальном введении
	Условия опыта
	Время после введения веществ, мин

	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	Контроль
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	Дроперидол (1мг/кг)
	12.6*
	9.3*
	6.8*
	5.2*
	0.5*
	0.2*

	Дроперидол+гепарин (1:0,5)
	20.7*
	11.6*
	9.9*
	7.0*
	0.8*
	0.1*

	Дроперидол+гепарин (1:50)
	21.3*+
	22.6*+
	25.2*+
	28.4*+
	31.1*+
	40.0*+

	Дроперидол+гепарин (1:5)
	91.6*+
	96.8+
	95.4+
	92.3+
	90.1*+
	90.0*+



Различия статистически значимы между следующими группами: 
* –  p < 0.05 по сравнению с контролем; 
+ – p < 0.05 по сравнению с дроперидолом.
     
Таким образом, соотношение ингредиентов 1:5 в смеси является оптимальным, т.е. именно при таком весовом соотношении гепарин максимально блокирует ганглиолитический эффект дроперидола. При весовом соотношении 1:5 в растворе на 1мг дроперидола приходится 5мг гепарина или 500МЕ мукополисахарида. 
В связи с тем, что оптимальная доза гепарина, блокирующая тестовую дозу дроперидола, равна 500МЕ, в следующих сериях экспериментов использовали гепарин именно в этой дозе при предварительной инъекции  и введении на фоне действия дроперидола.
При предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг ганглиоблокирующее действие дроперидола (1мг/кг) резко снижается. Через 30с после введения дроперидола на фоне действия гепарина амплитуда сокращений мигательной перепонки снижается в среднем до 79%  от исходной. Однако дальнейшее снижение амплитуды происходит очень медленно и только к 60-ой минуте от введения достигает 70% от исходной, в то время как при введении дроперидола (1мг/кг) в это время отмечается полная блокада межнейронной передачи возбуждения в ВШСГ (табл.17.4).
Результаты этой серии экспериментов сопоставимы с серией, в которой вводили смесь дроперидол-гепарин в соотношении 1:5, хотя различия между ними достоверны.
Интересные данные были получены при введении гепарина на фоне действия дроперидола. В этом случае картина нарушений межнейронной передачи возбуждения была аналогичной с ганглиолитическим эффектом, наблюдаемым при инъекции только дроперидола (табл. 17.4).
                                                          Таблица 17.4
Влияние дроперидола, гепарина (500 МЕ/кг)  и протамин сульфата
 (0.5 мг/кг) на амплитуду сокращений третьего века глаза кошки 
(% от исходной)  при внутриартериальном введении
	Условия опыта
	Время после введения веществ, мин

	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	Контроль
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	Дроперидол(1мг/кг)→гепарин
	18.2*
	16.4*
	10.3*
	5.9*
	2.2*
	0.8*

	Гепарин→ дроперидол(1мг/кг)
	78,5*
	79.2*
	79.5
	80.0*
	80.1*
	70.3*

	Дроперидол (0.3 мг/кг)
	95.1*
	96.3
	97.0
	97.5
	98.1
	98.6

	Протамин→дроперидол(0.3мг/кг)
	48.2*
	67.8*
	80.0*
	80.1*
	80.0*
	80.2*



* - Различия между исходными и экспериментальными 
данными статистически значимы (р<0.05).
Таким образом, однократное введение дроперидола в дозе 1мг/кг сопровождается снижением амплитуды сокращений третьего века. В одних случаях ганглионарный эффект нейролептика выражен сильнее в других слабее, но во всех случаях к 40-60 минуте наступает полная блокада межнейронной передачи возбуждения (рис.17.3)
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Рис. 17.3. Влияние дроперидола (1мг/кг) на амплитуду сокращений
                           третьего века глаза кошки
1.Механограмма сокращений третьего века
2.Отметка времени. Цифрами обозначено время от введения
3.Отметка раздражения
Стрелкой показан момент введения дроперидола
Значки внизу – раздражение пре- или постганглионарных волокон
При совместном введении дроперидола с гепарином в виде смеси в соотношении 1:5 амплитуда сокращений третьего века глаза кошки,  как уже указывалось выше, снижается незначительно. Иная картина наблюдается при введении гепарина (500МЕ/кг) на фоне действия нейролептика. В этом случае амплитуда сокращений снижается и на 50-ой минуте от момента введения исследуемых веществ регистрируется полная блокада межнейронной передачи возбуждения в ВШСГ кошки (рис. 17.4).
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Рис. 17.4. Влияние сочетанного применения дроперидола и гепарина
                    на проведение возбуждения в ВШСГ кошки
А – введение в виде смеси дроперидол-гепарин (1:5);
Б – введение гепарина (500МЕ/кг) на фоне дроперидола (1мг/кг).
                        Обозначения те же, что и на рис.17.3

В ходе экспериментальной работы было выяснено, что не только экзогенный, но и эндогенный гепарин может участвовать в нейтрализации ганглиоблокирующего действия дроперидола. Доказательством тому служат опыты с предварительным введением (10 мин) протамин сульфата, который является классическим антагонистом гепарина.
В предыдущих опытах дроперидол вводился в дозе 1мг/кг, что приводило к резкому снижению амплитуды сокращений третьего века. В данной серии экспериментов дроперидол использовался в дозе 0,3мг/кг. Такое трехкратное снижение дозы нейролептика сопровождалось незначительным снижением (на 6-8%) амплитуды сокращений мигательной перепонки.
Предварительное введение протамин сульфата в дозе 0,5мг/кг блокировало эндогенный гепарин на 20-30 минут. В условиях вызванной гипогепаринемии в течение первых 2-5 минут от момента введения дроперидола амплитуда сокращений третьего века глаза кошки снижалась до 40-45% от исходной, затем следовало повышение амплитуды и в период с 30 до 60 минуты от момента введения нейролептика она стабилизировалась на уровне 78-80% от исходной (табл.17.4).
Ганглиоблокирующие вещества, к которым относится и дроперидол, могут влиять на различные звенья синаптической передачи: а) на синтез и выделение ацетилхолина; б) на взаимодействие медиатора с постсинаптическим рецептором; в) на разрушение ацетилхолина холинэстеразой (Шеперд,1987).
При изучении возможных механизмов ганглиолитического действия дроперидола и влияния на этот процесс экзогенного гепарина было использовано внутриартериальное введение исследуемых веществ, так как именно при этом способе введения максимально исключаются влияния на межнейронную передачу в ВШСГ со стороны других систем.
Как уже указывалось выше, одним из проявлений ганглиоблокирующего действия является нарушение взаимодействия медиатора с постсинаптическим рецептором. Для проверки действия дроперидола на это звено синаптической передачи, экзогенный ацетилхолин в разведении 1:105 в количестве 1мл вводили в язычную артерию ретроградно. Через несколько секунд латентного периода наступало сокращение мышц, связанных с мигательной перепонкой, вызванное возбуждением клеток ганглия (рис.17.5).
После стадии возбуждения клеток ганглия следовало снижение тонуса мышц мигательной перепонки, связанное с расщеплением экзогенного ацетилхолина ацетилхолинэстеразой.
После однократного введения дроперидола амплитуда сокращений третьего века глаза кошки в ответ на преганглионарную стимуляцию и в ответ на введение экзогенного ацетилхолина снижалась на 5-10% по сравнению с исходной величиной. После второго введения дроперидола на 20-ой минуте от момента инъекции ганглионарный возбуждающий эффект от действия экзогенного ацетилхолина отсутствовал, а раздражение преганглионарных волокон сопровождалось ответной реакцией мигательной перепонки (рис.17.5).
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Рис.17.5. Влияние дроперидола (Б) и дроперидола на фоне действия
гепарина (А) на возбуждающий эффект ацетилхолина (АХ)
Обозначения те же, что и на рис.17.3
Иная картина наблюдалась при предварительном введении гепарина в дозе 500МЕ/кг, не влияющем на синаптическую активность ВШСГ. После первого введения дроперидола ганглионарный возбуждающий эффект экзогенного ацетилхолина увеличивался, а после 2-го введения нейролептика сразу же исчезал, хотя раздражение преганглионарных волокон сопровождалось 100% амплитудой сокращения третьего века (рис.17.5).
Таким образом, дроперидол блокирует ганглионарный возбуждающий эффект экзогенного ацетилхолина, но в значительно меньшей степени воздействует на эндогенный медиатор, который выделяется при раздражении преганглионарных волокон. Как экзогенный, так и эндогенный ацетилхолин разрушается ацетилхолинэстеразой,  что обеспечивает возникновение следующего возбуждающего постсинаптического потенциала (ВПСП). 
Фармакологические вещества, способные инактивировать холинэстеразу, приводят к накоплению ацетилхолина, выделяющегося из окончаний холинергических нервов, и усиливают его действие на органы и ткани. Вызываемые ингибиторами холинэстеразы эффекты во многом сходны, поэтому, с эффектами, вызываемыми ацетилхолином и холиномиметическими веществами (Машковский, 2002).
Нами в качестве антихолинэстеразного препарата был использован физостигмин, так как его эффект непродолжителен и вызывает временное, обратимое угнетение активности фермента (Машковский, 2002).
После интракаротидного введения дроперидола в дозе 0,1мг/кг амплитуда сокращений третьего века в ответ на преганглионарную стимуляцию снижалась до 65,8±2,3%  от исходной,  а в ответ на введение экзогенного ацетилхолина – до 28,2±3,7% (табл.17.5).                                                                          
                                                                                     Таблица 17.5
Влияние дроперидола и физостигмина на возбуждающий эффект
ацетилхолина на фоне действия гепарина
	Условия
эксперимента
	Условия
раздражения
	Амплитуда сокращений (%)

	
	
	Контроль – 100%

	Дроперидол
(0,1мг/кг)
	преганглионары
	65,8±9.3*

	
	ацетилхолин
	28,2±3.7*

	Физостигмин
на фоне дроперидола
	преганглионары
	18,9±5.3*

	
	ацетилхолин
	128±26.1

	Гепарин –дроперидол-
физостигмин
	преганглионары
	96,2±8.4

	
	ацетилхолин
	92,1±5.3


*Различия между контрольной и эпериментальными 
группами статистически значимы.
Инъекция физостигмина (0,4мг/кг) на фоне действия дроперидола сопровождалась снижением амплитуды ответной реакции третьего века на раздражение симпатического ствола, в то время как возбуждающий ганглионарный эффект экзогенного ацетилхолина превышал контрольные величины.
Введение гепарина в дозе 500МЕ/кг стабилизировало амплитуду сокращений третьего века глаза кошки как в ответ на преганглионарную стимуляцию, так и на введение экзогенного ацетилхолина на уровне 92-96% от исходных величин (табл.17.5).
Постактивационное облегчение, или посттетаническая потенциация (ПТП), - универсальное свойство синаптических соединений центральной и периферической нервной системы, выражающееся в длительном повышении эффективности синаптической передачи после предшествующей активности. В общем виде, ПТП выражается в увеличении амплитуды возбуждающего постсинаптического потенциала (ВПСП) или усилении постсинаптического разряда на одиночные тестовые раздражения пресинаптических волокон после их ритмической стимуляции.
Изучение влияния фармакологических средств, нарушающих проведение нервных импульсов через синаптические образования, на следовые процессы и в том числе на ПТП представляют большой интерес. Поскольку это явление связано с изменениями в области пресинаптических окончаний, то создаются условия для более точной локализации действия веществ, в частности их влияния на пресинаптические терминали. В связи со структурными особенностями пресинаптических окончаний (небольшой диаметр, отсутствие миелиновой оболочки) нарушение передачи возбуждения в них может развиваться легче, чем в других участках аксона.
В наших экспериментах эффект ПТП вызывали следующим образом: регистрировали ВПСП на одиночный стимул, затем раздражали преганглионарные волокна ритмическим стимулом и вновь регистрировали ВПСП, вызванный тестовым сигналом (рис.17.6).
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Рис.17.6. Влияние дроперидола на эффект посттетанической
потенциации
I – до введения дроперидола;
II – через 5 минут после введения дроперидола;
             1 – до ритмической стимуляции;
             2 – после ритмической стимуляции.
Амплитуду потенциала действия интактного ганглия принимали  до тетанизации за 100% и с этой величиной сравнивали все другие данные.  Так, было выяснено, что после ритмической стимуляции интактного ганглия амплитуда ВПСП возрастает на 15-25%, что говорит о наличии постактивационного облегчения (рис.17.7).
После интракаротидной инъекции дроперидола в дозе 0,1мг/кг амплитуда тестового ВПСП снижалась до 82,6±9,3%. Явление ПТП отсутствовало, о чем говорит снижение амплитуды ВПСП после ритмической стимуляции до 54,2±5,6%.
На фоне предварительного внутриартериального введения гепарина в дозе 500МЕ/кг, амплитуда ВПСП в ответ на одиночный тестовый сигнал снижалась незначительно (95,8±2,4%), а после ритмической стимуляции постсинаптический сигнал увеличивался до 109,2±2,7%, т.е. эффект ПТП сохранялся (рис.17.7).       

Рис. 17.7. Влияние дроперидола и гепарина на постактивационное
облегчение в ВШСГ кошки
       1,2 – амплитуда ВПСП до введения исследуемых веществ;
       3,4 – введение дроперидола в дозе 0,1мг/кг;
       5,6 – введение дроперидола на фоне гепарина (500МЕ/кг)
      1,3,5 – до ритмической стимуляции;
      2,4,6 – после ритмической стимуляции.
Таким образом, дроперидол как при внутривенном, так и при внутриартериальном введениях блокировал межнейронную передачу возбуждения в ВШСГ кошки. В основе механизма этого явления, видимо, лежит активное воздействие на пресинаптическое  окончание и постсинаптическую мембрану. Гепарин в исследуемых дозах не влиял на процесс синаптической передачи, но, тем не менее, предотвращал симпатолитическое действие нейролептика на уровне пресинаптических и постсинаптических образований.
Интересно отметить, что дроперидол в первую очередь снимает возбуждающий ганглионарный эффект экзогенного ацетилхолина, а затем эндогенного, т.е. чувствительность холинорецепторов к экзогенному ацетилхолину снижается раньше, чем к эндогенному. Аналогичные явления происходят и в присутствии гепарина.
Структура холинорецептивного белка содержит два активных участка. Один из них – анионный – является анионом двухосновной аминокислоты. Он обладает способностью устанавливать ионную связь с четвертичным атомом азота ацетилхолина (Арбузов, Никифоров, 1987).
Второй – эстератический участок – имеет дипольное строение и взаимодействует со сложноэфирной группой молекулы ацетилхолина по типу диполь-диполь (Голиков, Розенгарт, 1964). Возможно, что экзогенный ацетилхолин соединяется с одним участком, а эндогенный с другим, в связи с чем, и наблюдается разница в скорости блокады проведения возбуждения, вызванного стимуляцией преганглионарного ствола (эндогенный ацетилхолин) и экзогенного ацетилхолина.
Кроме того, в нейронах симпатических ганглиев имеются как Н-холинорецепторы, так и М-холинорецепторы, Физиологически важным различием между Н- и М-холинорецепторами является скорость ответа на приходящий сигнал. Считают, что Н-холинорецепторы предназначены опосредовать быстрые и непродолжительные эффекты, в то  время как  М-холинорецепторы реагируют более медленно и длительно (Ашмарин и др., 1996).
Исходя из того, что дроперидол нарушает чувствительность холинорецепторов к экзогенному ацетилхолину и преганглионарному стимулированию можно говорить о том, что нейролептик блокирует проведение возбуждения в ВШСГ на уровне Н- и М-холинорецепторов.
Гепарин, как показали наши исследования, не влияет ни на чувствительность холинорецепторов к экзогенному и эндогенному ацетилхолину, ни на эффект ПТП, ни на активность ацетилхолинэстеразы, но, тем не менее, в значительной степени блокирует холинолитические свойства дроперидола.
                                                       17.3. Фентанил
Фентанил - синтетический анальгетик с  сильным, быстрым, но коротким анальгезирующим действием. По физическим свойствам фентанил - белый кристаллический порошок. Практически не растворим в воде. Легко растворим в спирте. (Машковский, 2002). Более высокая, чем у морфина, растворимость в липидах объясняет быстрое наступление эффекта после введения фентанила (в течение 30 сек) и небольшую продолжительность действия. Высокая липофильность объясняет быстрое и значительное распределение препарата в тканях. В хорошо перфузируемых тканях высокая концентрация фентанила достигается быстро. Эффект от действия фентанила вскоре прекращается в связи с быстрым высвобождением его из жировой ткани и из скелетных мышц и соответственно снижением его содержания в плазме крови.
Таким образом, кратковременность действия однократной дозы фентанила отражает быстрое его потребление тканями и столь же быстрое высвобождение с падением уровня препарата в крови. При повторных введениях или при непрерывной инфузии фентанила может наступить насыщение неактивных жировых и мышечных депо. В этом случае темпы снижения его концентрации в крови замедляются, и действие фентанила удлиняется. Следовательно, снижение уровня препарата в крови отражает его удаление, а не распределение в тканях.
Метаболизм фентанила проходит путем деалкилирования, гидроксилирования и амидного гидролиза с образованием норфентанила и деспропионилнорфентанила, которые выводятся с мочой и желчью. В неизмененном виде с мочой выделяется не более 8% принятой дозы. В противоположность меперидину метаболиты фентанила неактивны и не оказывают стимулирующего влияния на ЦНС. Период полувыведения фентанила составляет 2-4 часа (Чурюканов, 1988).
По литературным данным после внутривенного введения максимальный эффект развивается через 1-3 мин и продолжается 15-30 мин, после внутримышечного введения максимальный эффект наступает через 3-10 мин (Реестр лекарственных средств России, 2002).
Фентанил влияет на ЦНС как депрессант, вызывая аналгезию и подавляя дыхание. В отличие от меперидина фентанил в малых дозах (1-2 мкг/кг) обладает слабым гипнотическим и седативным эффектом. Большие дозы, практически не применяемые в практике обезболивания (50-150 мкг/кг), вызывают глубокую седацию вплоть до потери сознания.
Фентанил при парентеральном введении почти в 100 раз активнее морфина, но, несмотря на это, при введении названных средств в эквивалентных дозах угнетение дыхания развивается в одинаковой степени.
В отличие от морфина фентанил даже в больших дозах не высвобождает гистамин. Введение фентанила способно индуцировать брадикардию, но выраженной степени она достигает только при анестезирующих дозах препарата.
В опытах на спинном мозге кошки, с регистрацией вызванных потенциалов, было установлено, что фентанил в дозе 0,8-1,0мг/кг почти полностью угнетал полисинаптические ответы, возникающие при раздражении периферических нервов. Моносинаптические ответы, возникающие при раздражении задних корешков или мышечного нерва не изменялись при использовании указанных доз фентанила (Рудаков, 1971).    
В наших экспериментах введение фентанила в дозе 0,1мг  осуществлялось ретроградно в язычную артерию. Такая доза соответствует уровню премедекации при внутримышечном введении. Четырехкратное введение фентанила не сопровождалось снижением амплитуды сокращений третьего века глаза кошки в ответ на преганглионарную стимуляцию.
Увеличение дозы фентанила в 5 раз сопровождалось снижением амплитуды мигательной перепонки. Снижение ганглионарной активности отмечалось после каждого введения фентанила в указанной дозе. Предварительное введение гепарина в широком диапазоне доз не снижало ганглиоблокирующего действия фентанила (рис.17.8). 
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Рис. 17.8. Влияние фентанила и фентанила на фоне действия 
гепарина на проведение возбуждения в ВШСГ кошки
                         А – фентанил (0,5мг)
                         Б -   фентанил на фоне гепарина (500МЕ)
                             Обозначения те же, что и на рис.17.3
Иногда в анестезиологической практике вместо раздельного применения дроперидола и фентанила используют комбинированный зарубежный препарат таламонал, содержащий в 1мл 2,5мг дроперидола и 0,05мг фентанила. При интракаротидном введении таламонала в дозе 0,5мл картина нарушений ганглионарной активности характеризовалась теми же признаками, что и при введении только дроперидола в дозе 1мг/кг. Гепарин в дозе 500МЕ в значительной мере снижал холинолитические свойства таламонала. Многократное дробное введение таламонала на фоне действия гепарина не нарушало межнейронной передачи возбуждения в ВШСГ кошки.  
	17.4. Оксибутират натрия
Гамма-аминомасляная кислота (ГАМК) – естественный метаболит организма, находится в довольно большом количестве в веществе головного мозга. Это вещество принимает участие в регуляции процессов сна и бодрствования. Повышенное содержание ГАМК в клетках головного мозга приводит к развитию разлитого торможения (Веселкин и др.,2001). Однако ГАМК не проходит через гематоэнцефалический барьер и потому в анестезиологической практике получил распространение ее дериват – оксибутират натрия.
Оксибутират натрия представляет собой натриевую соль γ-оксимасляной кислоты (ГОМК) и имеет молекулярную массу 126D. ГОМК получена синтетически согласно структурной аналогии с ГАМК. Считается, что терапевтический индекс оксибутирата натрия один из наиболее высоких среди внутривенных наркотиков – около 30. Около 90% всего количества ГОМК окисляется в организме до углекислоты и воды, значительно меньшая часть выделяется почками. Последний путь выведения не определяет судьбу наркотика в организме (Базян, Хишаев, 2010).  
Так как оксибутират натрия расщепляется в цикле Кребса в метаболически активных тканевых структурах (мозг, миокард, почки), препарат считается средством защиты органов жизнеобеспечения от нарушений структуры и функции, связанных с тканевым дефицитом кислорода. При повторных введениях биотрансформация ГОМК ускоряется и потому кумуляции не наблюдается (Костюченко, Дьяченко, 1998).
Механизм центрального эффекта оксибутирата до конца не выяснен. Уже в первых исследованиях действия ГОМК в ЦНС обнаружены признаки вмешательства препарата в проведение возбуждения в спинном мозге. Предполагают, что оксибутират (или сопряженный с ним в организме бутиролактат) является своеобразным медиатором пресинаптического торможения, чем и объясняется его угнетающее действие на ЦНС (Крафт, Аптон, 1997).
Угнетающее действие анестетика на высшие отделы ЦНС связывают со способностью ингибировать ГАМК-трансаминазу, участвующую в обеспечении активности нейронов. Действие анестетика опосредуется через адренергические структуры: оксибутират значительно повышает уровень дофамина, не изменяя концентрации других катехоламинов. Так или иначе, ГОМК выключает сознание за счет блока передачи в постсинаптических структурах среднего мозга (ядра ретикулярной формации и прямого торможения активности центров коры (Костюченко, Дьяченко, 1998). 
Представления о нейрофизиологической сущности наркоза оксибутиратом натрия противоречивы, несмотря на значительный период исследований. Исследования А. Лабори (1974) доказали отчетливое деприминирующее влияние этого наркотика на ЦНС. При этом ГОМК является преимущественно корковым агентом, но активность ретикулярной формации при обычных наркотических дозах не только не подавляется, но и повышается. Первичное для оксибутирата торможение таламокортикальной системы сопровождается сомато-вегетативным освобождением с повышением активности лимбических структур.
В то же время ряд авторов высказывают совершенно противоположное мнение и рассматривают ГОМК как препарат, вызывающий состояние кататонии, с сохранением болевой чувствительности и судорожными симптомами. Состояние первичного судорожного возбуждения приводит к дезорганизации и снижению активности ретикулярной формации с нарушением реакции на афферентные воздействия. Несмотря на своеобразие центрального действия оксибутирата на высшие отделы ЦНС и распространение наркотического торможения «сверху вниз», характерным является наличие «стадии электрической гиперактивности», характерной для эфира, барбитуратов и некоторых других общих анестетиков (Костюченко, Дьяченко, 1998).
Электроэнцефалографические и клинические симптомы начальных стадий наркоза оксибутиратом натрия, по мнению Н.А. Осиповой (1988), укладываются в картину эпилептоидного возбуждения ЦНС. Внешние судорожные проявления выражены здесь больше, чем при других внутривенных наркотиках, однако не настолько бурно, чтобы клиницисты расценивали их как эпилептоидный припадок (Осипова, 1988).
Картину психического и двигательного покоя в начальной фазе действия оксибутирата можно связать с действием малых концентраций препарата. Поэтому Ю.Н. Шанин с соавт. (1969) получили хорошие результаты при лечении судорожных состояний на почве отравления алкоголем и фосфоорганическими соединениями. 
С нарастанием концентрации ГОМК развиваются изменения в электроэнцефалограмме (ЭЭГ), которые связывают с генерализацией возбуждения из подкорковых образований. Именно эти нейрофизиологические изменения А. Лабори (1974) считал результатом снятия координирующих влияний коры и растормаживания ретикулярной формации. Глубокие стадии наркоза оксибутиратом натрия поэтому должны рассматриваться как следствие постпароксизмальной депрессии ЦНС, проявляющейся замедлением ритмов ЭЭГ и прогрессирующим снижением ее амплитуды. Судорожные явления затихают, расстройства внешнего дыхания сменяются глубоким монотонным дыханием (Крафт, Аптон, 1997).
Типична диссоциация между изменениями ЭЭГ (дельта-ритм, прерываемый периодами «молчания»), которые соответствуют электрофизиологическому отражению глубокого наркоза и клиническому состоянию поверхностной анестезии. Особенно важно, что развитие при этом глубокого торможения биоэлектрической активности быстро обратимо и не сопровождается угнетением жизненно важных реакций (Бенькович, 2000; Bergevin et al., 2002).
Итак, оксибутират натрия вызывает анестезию без глубокой первичной депрессии нервных центров и выраженных нарушений вегетативной регуляции. Этими качествами он существенно отличается от действия барбитуратов и других внутривенных анестетиков. Близость ГОМК к естественным метаболитам мозга, малая токсичность, отсутствие выраженных побочных угнетающих влияний на гемодинамику и дыхание обеспечивает перспективу его применения у самых критических пациентов (Каркищенко, 1993; Лебедева и др., 2010).
Экспериментальными работами, проводимыми на кафедре физиологии и биохимии человека и животных ННГУ, было установлено, что гепарин снижает продолжительность наркотического сна, вызванного ГОМК, а протамин сульфат, являющийся классическим антагонистом гепарина, пролонгирует его (Хомутов, Пахомова, 2001).
В наших исследованиях интракаротидное введение ГОМК в дозе 100мг/кг сопровождалось отчетливо выраженным нарушением проведения возбуждения в ВШСГ кошки. После однократной инъекции оксибутирата натрия холинолитический эффект развивался достаточно медленно, но, тем не менее, на 40-50 минуте развивался полный блок синаптической передачи (рис.17.9).   [image: Рис 13 Влияние]         
Рис. 17.9. Влияние ГОМК и смеси ГОМК-гепарин на проведение 
    возбуждения в ВШСГ кошки
                        А-ГОМК (100мг/кг);                   Б-ГОМК + гепарин (1:5).
Обозначения те же, что и на рис.17.3
В следующей серии опытов ГОМК инкубировался с гепарином при комнатной температуре в течение 15 минут в следующих весовых соотношениях: 1:0,05; 1:0,5; 1:5 и 1:50. При введении смеси ГОМК-гепарин в соотношении 1:0,05, также как и при введении только оксибутирата натрия, наблюдалось снижение амплитуды сокращений третьего века глаза кошки в ответ на преганглионарную стимуляцию, а на 50-60-ой минуте наступала полная блокада проведения возбуждения.
Другие весовые соотношения в смеси ГОМК-гепарин отличались от предыдущего соотношения выраженным антихолинолитическим действием. Однако этот эффект был наиболее выражен при инъекции раствора в соотношении 1:5. В этом случае пятикратное введение смеси при тех же условиях опыта не сопровождалось снижением ганглионарной активности (рис. 17.9).
Предварительное введение гепарина в дозах 50, 500 и 5000МЕ/кг значительно ослабляют ганглиоблокирующее действие ГОМК. Однако, как и в предыдущей серии экспериментов, антихолинолитическое действие гепарина связано с его дозой нелинейными параметрами. Так, при предварительном введении гепарина в дозе 500МЕ/кг в первые две минуты амплитуда незначительно снижается до 95,2±2,8% от исходной величины (100%), а затем устанавливается на уровне 90% с небольшими колебаниями вверх и вниз от этого значения (рис. 17.10).
При предварительном введении гепарина в меньших (50МЕ/кг) или больших (5000МЕ/кг) дозах его антихолинолитический эффект проявлялся в меньшей степени. В том случае, если гепарин инъецируется на фоне действия оксибутирата натрия, то картина нарушений межнейронной передачи возбуждения в ВШСГ не отличается от контрольного введения ГОМК (рис. 17.10).


Рис. 17.10. Влияние гепарина на ганглиоблокирующий
эффект ГОМК
              1. ГОМК (100мг/кг) (контроль); 
              2. ГОМК на фоне 500МЕ/кг гепарина;
              3. ГОМК на фоне 5000МЕ/кг гепарина;
              4. ГОМК на фоне 50МЕ/кг гепарина.
Ранее нами было установлено, что гепарин в дозе 500МЕ/кг не влияет на амплитуду сокращений третьего века глаза кошки. Он также не участвует ни в одном из этапов проведения возбуждения: биосинтезе и выделении ацетилхолина пресинаптическим окончанием, взаимодействии медиатора с постсинаптической мембраной, не влияет на активность ацетилхолинэстеразы, расщепляющей ацетилхолин.
После однократного введения ГОМК амплитуда сокращений третьего века глаза кошки в ответ на преганглионарую стимуляцию и в ответ на введение экзогенного ацетилхолина (АХ) резко снижалась. Следует отметить, что амплитуда мигательной перепонки в ответ на стимуляцию симпатического ствола снижалась на 40-50% от исходной, в то время как в ответ на действие экзогенного АХ на фоне ГОМК это снижение соответствовало только 5-10% от исходной величины (100%).
Иная картина наблюдалась при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг. Однократное введение гепарина не влияло на ганглионарный возбуждающий эффект экзогенного АХ. Введение ГОМК на фоне действия гепарина не оказывало влияния на ганглионарный возбуждающий эффект АХ (рис. 17.11). 
[image: ганглионарный возбуждающий эффект]

Рис. 17.11. Влияние ГОМК и ГОМК на фоне действия гепарина
на ганглионарный эффект ацетилхолина (АХ)
           А-ГОМК (100мг/кг);        Б-ГОМК на фоне гепарина (500МЕ/кг). 
Обозначения те же, что и на рис.17.3
При изучении эффекта посттетанической потенциации при воздействии ГОМК амплитуду потенциала действия интактного ганглия до тетанизации принимали за 100% и с этой величиной сравнивали все другие данные (табл. 18; см. прилож.). В результате экспериментальной работы было выяснено, что после ритмической стимуляции интактного  верхнего шейного ганглия амплитуда возбуждающего постсинаптического потенциала (ВПСП) возрастала в среднем на 25,08±2,2%, а в некоторых опытах увеличивалась на 83%. 
После интракаротидной инъекции оксибутирата натрия амплитуда тестового ВПСП снижалась на 6 – 30% относительно интактного ганглия, а амплитуда ВПСП после тетанизации снижалась на 30 – 50% (рис. 17.12). Предварительное введение гепарина сохраняло эффект посттетанической потенциации, хотя сам гепарин не принимает участия в формировании ПТП.
Таким образом, ГОМК снижает амплитуду тестового ВПСП и амплитуду постсинаптического сигнала, регистрируемого после ритмической стимуляции. Исходя из этих данных можно предполагать, что ГОМК реализует свое ганглиоблокирующее действие как на уровне пресинаптического, так и постсинаптического окончаний.  
Исследования влияния наркотических средств, используемых нами в эксперименте, показали, что все они обладают холинолитическими свойствами, нарушая проведение возбуждения в верхнем шейном симпатическом ганглии кошки. Гепарин, не влияя на межнейронную передачу возбуждения, снижает ганглионарную эффективность препаратов. Исключением является фентанил, ганглиолитический эффект которого не снижается в присутствии гепарина. 

[image: Рис 16 Влияние]
Рис. 17.12. Влияние ГОМК на эффект посттетанической 
потенциации
           А-введение физиол. раствора;                  Б-введение ГОМК (100мг/кг).





























ГЛАВА 18. МОДУЛЯЦИЯ ГЕПАРИНОМ АНТИНОЦИЦЕПТИВНЫХ СВОЙСТВ НАРКОТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ

Проблема регуляции болевой чувствительности является одной из сложнейших для фундаментальной физиологии и чрезвычайно важной для практической медицины. Большое значение придается поискам путей целенаправленного изменения болевых и противоболевых механизмов, что невозможно без углубленного изучения процессов, контролирующих интенсивность реакций организма на болевой стимул (Брагин, 1991; Женило, и др., 1998; Пахомова, 2002; Некрасова, 2004). Для решения данной задачи в качестве регуляторов необходимо рассмотреть эндогенные физиологически активные вещества, которые контролируют внутреннюю среду организма, снижая патогенное воздействие экзогенных веществ, используемых для анальгезии, а также, влияют на проявление свойств данных средств. Раскрытие данных механизмов может быть с успехом использовано для разработки новых эффективных и рациональных средств обезболивания (Колотилова и др.,2008; Поскурякова и др., 2009).
По современным представлениям основная роль в регуляции болевой чувствительности отводится пептидэргическим механизмам (Слепушкин, 1997; Palkovits, 2000). 
Наиболее ярким событием в ряду исследований пептидергических регуляторных систем можно по праву считать открытие эндогенной опиоидной системы. За последующее десятилетие накоплен колоссальный фактический материал, свидетельствующий об участии эндогенных опиоидных пептидов (эндопиоидов – эндорфинов, энкефалинов, динорфинов и т.д.) в осуществлении широкого спектра физиологических функций, начиная от контроля проведения боли, регуляции деятельности сердечно-сосудистой, дыхательной, пищеварительной, репродуктивной, иммунной и других систем, и кончая формированием состояния гипобиоза, гибернации, шока и т.д. (Парин, 1986). Всё более очевидным становится тот факт, что характерной особенностью эндогенной опиоидной системы (ЭОС) является её способность к активации в условиях повреждающих воздействий на организм, направленно угрожающих срывом гомеостаза.
ЭОС представляет сложный комплекс специфических субстратов и соответствующих взаимодействий между ними. Её структура включает в себя: а) специфические опиатные рецепторы различных типов и функционального назначения; б) семейство физиологически активных опиоидных пептидов; в) группы пептидов-предшественников; г) ферментативный комплекс, обеспечивающий прицельный протеолиз прекурзоров; д) комплекс, обеспечивающий энзиматическую инактивацию «отработанных» эндопептидов; е) комплекс транспортных механизмов; ж) соответствующие нейрональные структуры, обеспечивающие прямую и обратную афферентацию в рамках ЭОС; з) механизмы, обуспечивающие синтез прекурзоров, и т.д. (Ашмарин и др., 1994, 1997; Guillemin, 1978).
Центральное место в структуре ЭОС занимают опиатные рецепторы, широко представленные в центральной и периферической нервной системе, а также вне иннервации (например, на лимфоцитах) как позвоночных, так и некоторых беспозвоночных животных. В зависимости от опиатного лиганда (или группы лигандов), высокоаффинно связывающегося с соответствующим участком клеточной мембраны, опиатные рецепторы принято разделять, как минимум, на 5 типов (в свою очередь, состоящих из ряда подтипов): σ, μ, δ, ζ и х (Ашмарин, 1996).
Распределение опиатных рецепторов в мозге носит сложный характер, однако проглядывает их несомненная приверженность структурам лимбического круга; в спинномозговых структурах максимальная плотность зарегистрирована в пластинах заднего рога (Дела Белла, 1981). Симптоматично, что разные типы опиатных рецепторов имеют различные профили регионального распределения. Так, μ-рецепторы с наибольшей плотностью представлены в таламусе, причём в области базальных ядер они сгруппированы в кластеры, тогда как для  σ-, ζ- и х-рецепторов в этом регионе более характерно диффузное распределение. Наконец, δ-рецепторы с высокой плотностью представлены в перегородке. В целом необходимо отметить, что распределение опиатных рецепторов в ЦНС сходно с распределением эндопиоидов. Установлено, что степень специфичности связывания различных лигандов рецепторами находится под лимитирующим влиянием таких факторов, как одновалентные (снижают связывание опиатных агонистов) и двухвалентные катионы (повышают его), ГТФ (снижает связывание агонистов), катехоламины и т.д. (Фисенко, 2001); кроме того, существенную роль может играть рН среды.
Эффекты образования лиганд-рецепторного комплекса для эндопиоидов, как и вообще для пептидных гормонов, опосредуются через циклазные системы, причём в основном опиоиды тормозят активность цАМФ-системы, активируя гуанилатциклазный комплекс (Wollemann, 1981).
Эндогенные опиоидные пептиды (или близкородственные им соединения) обнаружены в настоящее время практически на всех этапах эволюционной лестницы, начиная от простейших и заканчивая человеком (Ашмарин, 1982; Булаев, 1982), что свидетельствует о чрезвычайной древности ЭОС как системы регуляции гомеостаза с одной стороны и о высокой функциональной значимости этих пептидов, сохранивших стабильную структуру в условиях жёсткого пресса естественного отбора, - с другой. Семейство эндопиоидов насчитывает сегодня более трёх десятков активных соединений, наиболее изученными из которых являются эндорфины и энкефалины.
Особое место занимает вопрос о биосинтезе эндогенных опиоидных пептидов. Очевидно, он происходит по схеме, характерной для всех нейропептидов: путём прицельного протеолитического расщепления белковой молекулы-прокурзора. Так, считается доказанным, что предшественником эндорфинов является высокомолекулярный пептид проопиомеланокортин (ПОМК), содержащий последовательности аминокислот таких нейропептидов, как альфа-, бета- и гамма-меланоцитстимулирующие гормоны, АКТГ, бета-липотропный гормон и т.д. (Богданов и др.,2001; Иванова, 2007).Однако очевидно, что ПОМК является далеко не единственным прекурзором эндопиоидов, в особенности энкефалинов, процессинг которых ещё далеко не изучен. В настоящее время из гипофиза, гипоталамуса, надпочечников и др. выделено около 10 сравнительно высокомолекулярных пептидов, претендующих на роль предшественников для той или иной группы эндопиоидов.
Изучение физиологических функций ЭОС, связанных с переработкой и подавлением ноцицептивной импульсации, началось, как это ни парадоксально, не только задолго до формирования представлений об ЭЩС, но даже и до открытия эндопиоидов. Можно сказать, что именно эмпирические данные о так называемой электростимуляционной аналгезии (Akil, 1980), о топографическом сходстве (нередко – полном совпадении) мозговых структур, ответственных как за электростимуляционную, так и за морфинную аналгезию, а также участков мозга, характеризующихся высокой портностью опиатных рецепторов, привели к теоретическому обоснованию и экспериментальному подтверждению существования эндогенных опиоидных пептидов. Более того, на первых порах прослеживалась определённая тенденция к отождествлению эндогенной опиоидной системы с антиноцицептивной системой мозга, что, очевидно, объяснялось незамысловатой прямолинейностью экстраполяции терапевтического эффекта морфина (как наркотического анальгетика) на систему эндогенных опиоидных пептидов (Судаков, Тригуб, 2008)..
Существующие ныне представления о роли ЭОС в модуляции болевого потока сформировалось совсем недавно – к началу 80-х годов прошлого столетия, когда стало ясно, что аналгезирующее действие является далеко не единственной функцией ЭОС (более того – и не самой важной) (Голанов и др., 1981, 1983; Holaday et al., 1978; Holaday, 1983), и с другой стороны, что ЭОС вовсе не определяет всех сторон функционирования центральных систем контроля боли (Калюжный, 1984; Akil, Watson, 1980).
В реализации антиноцицептивного действия эндопиоидов принимает участие большая группа мозговых структур, тесно связанных со структурами лимбического круга, что хорошо согласуется с данными о способности налоксона облегчать в основном эмоционально-аффективные, а не моторные компоненты ноцицептивных реакций (Калюжный, Голанов, 1980; Akil, Watson, 1980).
Модулирующее действие ЭОС проявляется на уровне спинного мозга, на уровне ретикулярной формации и на уровне неспецифических ядер таламуса (Калюжный, 1984). Кроме того, ЭОС способна активировать нейроны структур, дающих начало нисходящим энкефалинергическим (Калюжный, Голанов, 1980; Калюжный, 1984) и серотонинергическим (Калюжный, Голанов, 1980; Akil, Liebeskind, 1975) бульбоспинальным путям, опосредующим аналгезию.


18.1. Фентанил
Целью данной части нашей работы было определение степени влияния гепарина на анальгезию, вызванную фентанилом. Предварительно была подобрана доза анальгетика (0,08 мг/кг), при которой развивался непродолжительный минимальный обезболивающий эффект. При тестировании по реакции отведения хвоста значения латентных периодов достоверно превышали конрольные показатели. Максимальные значения анальгезии при внутрибрюшинном введении фентанила в дозе 0.08 мг/кг регистрировались через 20 мин после инъекции и к 120 мин эксперимента ЛП РОХ снижался до контрольных величин  (рис. 18.1). 
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Рис. 18.1. Влияние фентанила и гепарина на ЛП РОХ (%) у крыс.
1–Контроль (физ.р-р);                              2–Фентанил (0,08 мг/кг);
3–Гепарин (50 МЕ/кг) → фентанил;       4–Гепарин (500 МЕ/кг) → фентанил;
5–Гепарин (5000 МЕ/кг) → фентанил;    6–Фентанил+гепарин (1:50).
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с фентанилом (р≤ 0,05).
На фоне действия гепарина, который вводили за 10 мин до фентанила в дозах 50, 500 и 5000 МЕ/кг, а также инкубированной смеси фентанила и гепарина в соотношении 1:50, наблюдалось увеличение ЛП РОХ в среднем до 270%, 400%, 480% и 200% соответственно.
Общая тенденция изменений анальгетической активности характеризуется снижением латентного периода реакции с течением времени. Однако, при  совместном введении гепарина с фентанилом  в виде смеси, а также при предварительном введении гепарина в дозе 5000 МЕ/кг наблюдается пикообразное увеличение анальгетической активности, что, по-видимому, связано с использованием нефракционированного гепарина, содержащего в растворе низкомолекулярную и высокомолекулярную фракции.
 Следующий интересный факт был выявлен в ходе работы с применением фармакологических агентов. Предварительное введение налоксона в дозе 1 мг/кг блокировало обезболивающее действие фентанила как в группе с фентанилом, так и с фентанилом в сочетании с гепарином. Анальгезирующий эффект проявился уже на 30 мин, и, скорее всего, по причине кратковременности действия антагониста, что объясняет также отсутствие различий в динамике ЛП РОХ в группах с анальгетиком и на фоне налоксона в последующее время. На фоне налоксона и гепарина антиноцицептивное действие фентанила не прекращалось до 120 мин, также как и в опытах с применением гепарина (500 МЕ/кг) и фентанила, хотя в процентном отношении под действием налоксона анальгетическая активность была ослаблена и межгрупповые различия наблюдались на 90 мин опыта после введения веществ (рис. 18.2).
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Рис. 18.2. Влияние фентанила, налоксона и гепарина 
на ЛП РОХ (%) у крыс.
1 – Контроль (физ. р-р);                             2 – Фентанил (0,08 мг/кг);
3 – Гепарин (500 МЕ/кг)→фентанил;      4 – Налоксон (1 мг/кг)→фентанил;
5 – Налоксон (1 мг/кг)→гепарин (500 МЕ/кг)→фентанил (0,08 мг/кг)
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с фентанилом (р≤ 0,05).
Пролонгирующее действие гепарина отменялось предварительным введением блокатора β1- и β2-адренорецепторов – обзиданом в дозе 1 мг/кг, на динамику изменений ЛП РОХ под действием фентанила предварительно введеный обзидан действия не оказывал, отсюда следует, что влияние гепарина происходит и через адренергическую систему (табл. 18.1).
При блокаде эндогенного гепарина протамин сульфатом с последующим введением фентанила в тестовой дозе (0.08 мг/кг) показатели анальгезии достоверно не отличаются от контроля, а на 150 мин от момента инъекции ЛП РОХ снижается до 74,6 % от контрольных показателей (табл. 18.1).
	                                                    Таблица 18.1
Влияние фентанила, обзидана, гепарина и протамин сульфата 
на ЛП РОХ(%) крыс
	Условия 
опыта
	Время после введения веществ, мин

	
	20
	40
	60
	150

	Контроль (физиол. р-р)
	100
	100
	100
	100

	Фентанил (0.08 мг/кг)
	176.1*
	150.3*
	132.5*
	121.3

	Обзидан (1 мг/кг) → фентанил (0.08 мг/кг)
	191.2*
	160.4*
	144.4*
	155.6*

	Обзидан→ гепарин(500 МЕ/кг) → фентанил 
	179.5*
	145.5*
	139.0*
	118.7

	Протамин сульфат (10 мг/кг) → фентанил
	108.5
	110.2
	118.9
	74.6


* - различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы
Снижение анальгетической активности фентанила регистрируется при предварительном введении антагониста опиатных рецепторов – налоксона и антагониста β-адренорецепторов – обзидана.
Таким образом, на сегментарном уровне гепарин потенцирует анальгетическую активность фентанила, а протамин сульфат за счёт комплексообразования с эндогенным гепарином снижает показатели аналгезии, иницируемой фентанилом.
В следующей серии экспериментов изменение болевой чувствительности на супраспинальном уровне оценивали по латентному периоду аверсивной реакции облизывания задних лап (ЛП РОЛ) (рис 18.3). 
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Рис. 18.3. Влияние фентанила и гепарина на ЛП РОЛ (%) у крыс.
     1–Контроль (физ. р-р);                          2 – Фентанил (0,08 мг/кг);
3–Гепарин (50 МЕ/кг)→фентанил;      4 – Гепарин (500 МЕ/кг)→фентанил;
5-Гепарин (5000 МЕ/кг)→фентанил (0,08 мг/кг).
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05); 
+ - по сравнению с фентанилом (р≤ 0,05).
Налоксон частично блокировал антиноцицептивный эффект фентанила, возможно, это связано с окончанием действия антагониста (рис. 18.4). 
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Рис. 18.4. Влияние фентанила, налоксона и гепарина 
на ЛП РОЛ (%) у крыс.
1–Контроль (физ. р-р);                        2 – Фентанил (0,08 мг/кг);
3–Налоксон(1мг/кг)→фентанил;        4–Налоксон→гепарин →фентанил.
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с фентанилом (р≤ 0,05).
           Первая фаза фентанилвызванной анальгезии была полностью заблокирована протамин сульфатом (10 мг/кг), антагонистом гепарина. Данное явление вызывает особый интерес, так как по характеру своего действия на антиноцицептивные свойства фентанила аналогично применению опиатного антагониста – налоксона. Лри множественном сравнении отличие от фентанила групп с протамин сульфатом и налоксоном было достоверно (р<0,05) на 45 мин опыта (рис. 18.5).
Сравнивая величины латентных периодов РОЛ и РОХ, необходимо отметить, что налоксон в большей степени подавляет анальгезию фентанилом в тесте «горячей пластины», чем при измерении РОХ. Эти результаты четко свидетельствуют об участии не только опиоидных систем в механизмах обезболивания анальгетиком на спинальном уровне, в то время как на супраспинальном уровне вклад эндогенной опиодной системы в подавлении ноцицепции, вызванной термическим стимулом более значим.


Рис. 18.5. Влияние фентанила, протамин сульфата и налоксона на 
реакцию облизывания лап у крыс.
1 – контроль (физ. р-р);
2 – фентанил (0.08 мг/кг);
3 – протамин сульфат (10 мг/кг) → фентанил (0.08 мг/кг);
4 – налоксон (1 мг/кг) → фентанил (0.08 мг/кг).
* - Различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
+ - Различия между группами «фентанил» и экспериментальными       группами статистически значимы (р≤ 0,05)

Интересно отметить, что в динамике изменения болевой чувствительности при анальгезии опиоидами наблюдается два пика: первый – сразу после введения веществ и второй – через 1,5 часа. Известно, что в ответ на стресс, предъявляемый в виде ноцицептивного сигнала, включаются стресс-реализующие и стресс-лимитирующие системы, к стресс-лимитирующим относится и эндогенная опиоидная система. Возможно, второй пик анальгезии связан с выбросом эндогенных опиоидов, который стимулируется введением агонистов опиатных рецепторов по принципу положительной обратной связи. На фоне гепарина такая динамика изменения болевой чувствительности сохраняется. В отличие от оценки по реакции отведения хвоста, где была более выражена первая фаза обезболивания фентанилом, при измерении ЛП РОЛ значителен был второй пик анальгезии. 
Представленные данные также показывают зависимость реализации анальгетического эффекта опиоида от присутствия гепарина. Достоверные отличия от контроля при дозе гепарина 50 МЕ/кг отмечены на 25, 45, 150 мин, при дозе гепарина 5000 МЕ/кг – на 25, 45, 150, 180 и 210, при дозе гепарина 500 МЕ/кг – на 25, 60, 150 мин. Обращает на себя внимание пропорциональное сходство в динамике изменения ЛП РОХ под влиянием гепарина в дозах 50 и 5000 МЕ/кг, которая несколько отличалась от кривой изменения ЛП РОХ при дозе 500 МЕ/кг. Возможно, это указывает на однонаправленность действия гепарина при минимальной и максимальной дозах, и на изменения несколько иного характера, происходящие под влиянием гепарина в дозе 500 МЕ/кг. Данная особенность была замечена и в тесте «горячей пластины»: на 45 мин опыта зарегистрированы достоверные отличия (р<0,05) группы с использованием фентанила на фоне гепарина 500 МЕ/кг от группы с гепарином 5000 МЕ/кг. Можно предположить, нестабильный характер связан с использованием нефракционированного гепарина.
18.2. Дроперидол
В настоящее время при изучении болевой чувствительности в экспериментальной практике используют несколько видов симуляторов ноцицептивного раздражения, наиболее распространёнными из которых являются температурное и электрокожное болевые раздражения (Северьянова, 2006; Судаков, Тригуб, 2008)..
18.2.1. Термическое болевое раздражение
Известно, что дроперидол является антагонистом дофаминовых рецепторов. В ЦНС дроперидол оказывает влияние на хеморецепторы триггерной зоны продолговатого мозга и хвостатое ядро, а также воздействует на передачу нервного импульса, опосредованную серотонином, норадреналином и гамма-аминомаслянной кислотой, помимо того, дроперидол вызывает блокаду периферических альфа-адренорецепторов.
Общими для нейролептиков свойствами являются психоседативный эффект без существенного влияния на сознание, кроме того, влияние на вегетативную систему и экстрапирамидную. Дроперидол блокирует пути, соединяющие специфическую систему проведения раздражения и ретикулярную формацию, существенно не влияя собственно на функцию ретикулярной системы. Предполагают, что восходящее проведение раздражения к ретикулярной формации подавляется, в то время как контакт ретикулярной системы сохраняется (Морган, 2001).
Биохимический механизм действия дроперидола связан, по-видимому, главным образом с его влиянием на моноаминовый обмен. Если придерживаться точки зрения о важном значении аминов в функции проведения в центральной нервной системе, то вызываемое нейролептиком снижение концентрации аминов в центральных синапсах должно иметь следствием нарушение нервного проведения (Машковский, 2002).
Дроперидол ингибирует активность рецепторов: ГАМК(А)-альфа1бета1гамма2 рецептора и альфа7 никотинового ацетилхолинового рецептора. Предполагают, что субмаксимальная блокада ГАМК происходит в пределах ранга концентраций и может привести к дисфории, беспокойству, что ограничивает применение высоких доз дроперидола в клинике. Ингибирование альфа7 никотиновых АХ рецепторов может быть ответственна за анестетическое действие дроперидола (Flood, Coates, 2002). 
Большинство авторов сходятся во мнении на том, что как центральный, так и периферический эффект нейролептиков во многом определяется влиянием этих препаратов на рецепторы. Ряд авторов, прямо указывает, что действие дроперидола связано с блокирующим влиянием этого препарата на адренорецепторы, сущность которого состоит в понижении проницаемости рецептора для аминов, в результате чего нарушается их связывание с рецептором и таким образом ускоряется инактивирование по пути О-метилирования (Каркищенко, 1993; Сергеев и др., 1999; Бенькович, 2000).
В первой серии опытов исследовали модулирующее влияние гепарина (500 МЕ/кг) на антиноцицептивное действие дроперидола (5 мг/кг) с помощью теста реакции отведения хвоста. Введение дроперидола приводит к постепенному увеличению латентных периодов, начиная с 60 минуты опыта, что свидетельствует о развитии анальгезии (рис. 18.6). 
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Рис. 18.6. Влияние дроперидола, гепарина и протамин сульфата 
на ЛП РОХ (%) у крыс.
1 – Контроль (физ. р-р);                                   2 – Дроперидол (5 мг/кг);
3 – Гепарин (500 МЕ/кг)→ дроперидол;          4 – Дроперидол → гепарин;
5 – Дроперидол+гепарин (1:5);                          6 – Протамин→дроперидол.
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с дроперидолом (р≤ 0,05).
Динамика изменения ЛП РОХ при инъекции дроперидола, гепарина и протамин сульфата зависит от последовательности введения исследуемых веществ. Так при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг с последующей (через 10 мин) инъекцией дроперидола в дозе 5 мг/кг показатели ЛП РОХ несколько выше контрольных величин, но ниже величины латентного периода РОХ, регистрируемого при инъекции лроперидола (рис. 18.6).
При изменении последовательности введения исследуемых веществ, при котором гепарин в тестовой дозе инъецировался на фоне действия дроперидола анальгетический эффект был достоверно выше и контрольных величин, и ЛП РОХ, фиксируемого при введении нейролептика. Аналогичная динамика изменений ЛП РОХ наблюдалась при инъекции смеси дроперидол + гепарин в весовом соотношении 1:5.
Динамика изменений длительности латентных периодов при введении дроперидола на фоне протамин сульфата (10 мг/кг), указывает на незначительную роль эндогенного гепарина в модуляции эффекта дроперидола при тестировании болевой чувствительности с помощью теста реакции отведения хвоста.
Таким образом, анальгетическую эффективность препаратов можно представить по степени увеличения ЛП РОХ в виде следующей схемы: гепарин → дроперидол < протамин сульфат→ дроперидол < дроперидол < дроперидол + гепарин < дроперилол → гепарин. 
Следует отметить, что введение дроперидола сопровождается линейным увеличением анальгетической активности, достигая максимума на 210 мин от момента введения. Иная картина наблюдается при инъекции дроперидола совместн с гепарином или протамин сульфатом. В этом случае картина изменений ЛП РОХ носит двухфазный характер с максимумами на 90-й и 210-й мин от начала эксперимента. При всех вариациях введений через сутки действие нейролептика не выявлялось, а ЛП РОХ снижалась до контрольного уровня (рис. 18.6).
Изменение тонуса различных нейрохимических систем, принимающих участие в обезболивании, можно вызвать с помощью модуляции активности их рецепторных механизмов. Данный подход получил довольно широкое распространение в экспериментальных и клинических исследованиях. В связи с этим представляет особый интерес рассмотрение результатов экспериментов с участием фармакологических соединений, изменяющих активность рецепторов, а именно, с применением неселективного блокатора опиоидных рецепторов – налоксона, так как, общепринято, что эндогенной опиоидной системе отводится лидирующая роль в контроле боли, а также неселективного блокатора β-адренергических рецепторов – обзидана (пропранолола), так как данные рецепторы принимают непосредственное участие в реализации большинства адаптивных реакций, в том числе, предполагается, и в регуляции болевой чувствительности при различных видах воздействий (Брагин, 1991).
Как выяснилось в наших опытах, в реализации анальгетического эффекта дроперидола принимает участие эндогенная опиоидная система. При предварительном введении налоксона (1 мг/кг) достоверно (р<0,05) подавлялось антиноцицептивное действие бутирофенона, введенного без гепарина, длительность латентных периодов реакции отведения хвоста в данной группе и контрольной практически не отличалась. В то же время, налоксон не оказывал ни какого влияния на анальгезию, вызванную дроперидолом при любом сочетании с гепарином (рис. 18.7). 
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Рис. 18.7. Влияние дроперидола, гепарина и налоксона
на ЛП РОХ (%) у крыс.
1 – Контроль (физиол. р-р);
2 – Дроперидол (5 мг/кг);
3 – Налоксон (1 мг/кг)→дроперидол (5 мг/кг);
4 – Налоксон (1 мг/кг)→дроперидол (5 мг/кг)→ гепарин (500 МЕ/кг);
5 – Налоксон (1 мг/кг)→ гепарин (500 МЕ/кг) →дроперидол (5 мг/кг).
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с дроперидолом (р≤ 0,05).

Значения ЛП РОХ в группах «налоксон, дроперидол, гепарин» и «налоксон, гепарин, дроперидол» были на 100-150% достоверно выше (р<0,05) контрольных величин, начиная с 60 минуты и в течение последующих 150 мин эксперимента. Статистически значимые различия между группой без применения гепарина и группами, в которых на фоне налоксона дроперидол вводился вместе с мукополисахаридом в разных вариантах, были зарегистрированы на 60, 90, 120 и 210 минуте опыта (рис. 18.7). 
Таким образом, при блокировании опиоидных рецепторов гепарин либо оказывает влияние на опиодные рецепторы, либо способствует проявлению анальгетической активности дроперидола через иные механизмы (Некрасова, 2004).
Одними из наиболее важных в регуляции многих функций организма являются β-адренергические рецепторы. Вклад данной системы в антиноцицептивные процессы, происходящие на спинальном уровне при применении дроперидола и гепарина, оценивали с помощью использования блокатора β-адренергических рецепторов обзидана, вводимого внутрибрюшинно в дозе 1 мг/кг. Торможение активности β-адренергических рецепторов вызывает частичное подавление противоболевого действия дроперидола, достоверное отличие от контроля (р<0,05) получили только на 120 и 150 мин опыта (рис. 18.8).
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Рис. 18.8. Влияние дроперидола, гепарина и обзидана на ЛП РОХ (%) у крыс.
1 – Контроль (физиол. р-р);
2 – Дроперидол (5 мг/кг);
3 – Обзидан (1 мг/кг)→дроперидол (5 мг/кг);
4 –Дроперидол (5 мг/кг)→ гепарин (500 МЕ/кг) →обзидан (1 мг/кг);
5 – Обзидан (1 мг/кг)→ гепарин (500 МЕ/кг) →дроперидол (5 мг/кг).
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с дроперидолом (р≤ 0,05).

Причем, динамика изменений  латентных периодов РОХ при введении обзидана после дроперидола и гепарина мало отличалась от таковой в опыте с дроперидолом и гепарином, анальгетическая активность была достоверно снижена на 90-й и 120-й мин опыта. Предварительное применение обзидана до введения дроперидола и гепарина дало неожиданную реакцию нарушения двигательной функции задних конечностей у животных, которая не наблюдалась в других группах и продолжалась в течение 1,5 часов и отразилась на длительности латентных периодов. Т.е., наиболее выраженный нейролептический эффект дроперидола при сочетании с гепарином получили при предварительной блокаде β-адренергической системы. Возможно, именно влияние гепарина на β-адренергическую систему играет ключевую роль в подавлении антиноцицептивной активности дроперидола при предварительном введении мукополисахарида.
В следующем блоке экспериментов при анализе влияние тех же веществ (дроперидола, гепарина, налоксона обзидана, протамин сульфата) был применен другой способ тестирования – болевую чувствительность оценивали по латентным периодам реакции облизывания лап (табл. 18.2). 
                                                                       Таблица 18.2
Влияние дроперидола, гепарина, протамин сульфата и налоксона 
на ЛП РОЛ (%) у крыс
	Условия
опыта
	Время после введения веществ, мин

	
	Исходно
	30
	60
	120

	Контроль (физ. р-р)
	100
	100
	100
	100

	Дроперидол (5 мг/кг)
	116.7
	140.0*
	97.8
	153.8*

	Гепарин (500 МЕ/кг) → 
дроперидол (5 мг/кг)
	91.7
	80.0+
	119.6
	111.5+

	Дроперидол (5 мг/кг) →
гепарин (500 МЕ/кг)
	100
	100
	117.4
	115.4

	Дроперидол + гепарин (1:1)
	108.3
	108.0
	119.6
	130.8

	Протамин сульфат (10 мг/кг) → 
дроперидол (5 мг/кг)
	116.2
	240.0*+
	152.2*+
	88.5+

	Налоксон (1 мг/кг) → 
дроперидол (5 мг/кг)
	130.0
	116.0
	130.4
	96.2


Различия статистически значимы между следующими группами: 
* – по сравнению с контролем (p < 0.05); 
+ – по сравнению с дроперидолом  (p < 0.05).

Максимальное увеличение длительности ЛП РОЛ произошло на 30 мин  в группе при введении дроперидола на фоне антагониста гепарина – протамин сульфата. Вероятнее всего данный прирост был вызван стресс-реакцией на введение фармакологических агентов, на что указывает пикообразный характер динамики изменений ЛП РОЛ с последующим резким сокращением. Возможно, эндогенный гепарин выполняет в организме отчасти стресслимитирующую функцию, и блокада центральных дофаминовых путей дроперидолом на фоне гипогепаринемии протамин сульфатом только усиливает эту стресс реакцию на болевой термический стимул. 
На участие ДА-механизмов указывает и повышение болевой чувствительности по сравнению с исходным уровнем на 35% в группе с дроперидолом на 60 мин (табл. 18.2). С этой точки зрения, можно рассматривать стабилизирующие эффекты гепарина и налоксона в сочетании с дроперидолом, в данных группах значения ЛП РОЛ были близки к контрольным и исходным.
Отличие результатов полученных разными способами анальгезиометрии указывает на различия в характере воздействия дроперидола и гепарина, оказываемое на спинальном и супраспинальном уровнях.

18.2.2. Электрокожное раздражение
На следующем этапе исследований использовали не термическое, а болевое электроуожное раздражение, широко используемое в настоящее время в экспериментальной практике (Щербаков и др., 2001., Калюжный и др., 2005; Перфилов и др, 2007; Скверьянова и др., 2006, 2008)
Лабораторные животные помещались в камеру, пол которой представлял электродную сетку. На электроды подавали постоянный ток, который оказывает на животных меньшее воздействие, так как раздражение наносится в момент замыкания и размыкания. Реакцию на раздражение фиксировали визуально по резкой реакции избегания. Электрокожное раздражение (ЭКР) наносили через 5, 10, 20, 40 и 60 мин от момента введения исследуемых веществ 
                                                                                                   Таблица 18.3
Влияние дроперидола  в сочетании с гепарином и протамин сульфатом на пороговые значения электрораздражения (В) кроликов
	Условия 
эксперимента
	Время после введения, мин

	
	5
	10
	20
	40
	60

		Физ. р-р (контроль
	18±0.4
	17±0.8
	18±0.4
	19±0.3
	19±0.4

	Дроперидол (5 мг/кг)
	26±1.5*
	29±0.9*
	27±1.3*
	28±1.3*
	21±1.3

	Дроперидол+гепарин
(1:5)
	14±1.0+
	16±1.4+
	16±1.4+
	17±1.9+
	16±1.1

	Дроперидол+гепарин
(1:0.05)
	24±1.2*
	27±0.9*
	26±1.4*
	26±1.6*
	20±0.8

	Дроперидол+гепарин
(1:0.5)
	19±2.1+
	23±1.8*
	21±2.0
	21±1.8
	22±1.4*

	Дроперидол+гепарин
		(1:50)
	18±2.9
	20±2.6
	23±2.4
	20±2.5
	20±3.0

	Гепарин (500МЕ/кг)→ дроперидол (5 мг/кг)
	21±1.7
	22±2.3
	21±1.5
	18±1.9
	18±0.3

	Протамин (10 мг/кг)→
дроперидол (5 мг/кг) 
	31±0.7*+
	33±0.9*
	36±1.0*+
	30±0.6*
	25±0.6*


Различия статистически значимы между следующими группами: 
* – по сравнению с контролем (p < 0.05); 
+ – по сравнению с дроперидолом  (p < 0.05).

При внутрибрюшинном введении 1.0 мл физиологического раствора (контроль) в течение 60 мин  амплитуда порогового сигнала изменялась незначительно в пределах 17-19 В (табл. 18.3). Однократная инъекция дроперидола в дозе 5 мг/кг  сопровождалась резким возрастанием амплитуды ЭКР в течение 40 мин от введения нейролептика, однако к 60 мин  различия между экспериментальной и контрольной группами достоверно не отличались.
Совместное введение гепарина с дроперидолом в виде смеси в разных весовых соотношениях, п также при предварительном введении гепарина в дозе 500 МЕ/кг сопровождалось снижением амплитуды ЭКР, причём максимальный эффект наблюдался при весовом соотношении дроперидол:гепарин 1:5 (табл.18.3).
Предварительная блокада эндогенного гепарина протамин сульфатом приводила у потенцированию антиноцицептивного действия дроперидола, на что указывает значительное повышение амплитуды ЭКР
Коллектив авторов (Щербаков и др., 2001) изучали участие и взаимодействие серотонинергической и эндорфинергической систем мозга в осуществлении болевой реакции у кошки при ЭКР. 12 кошкам первой группы в свободном поведении наносили стандартное болевое электро-кожное раздражение (ЭКР) через электроды, предварительно вшитые в подушечку лапы. На следующий день у тех же  кошек проводили ЭКР после предварительной стимуляции дорсального ядра шва через электрод, вживленный в структуру. Полученную болевую реакцию в зависимости от степени выраженности оценивали по четырехбальной системе. После стандартного ЭКР получали болевую реакцию третьего уровня. ЭКР на фоне стимуляции дорсального ядра шва имела всего лишь первый уровень, т.е. наблюдался отчетливо выраженный анальгетический эффект в результате стимуляции ядра шва. Принимая во внимание тот факт, что дорсальное ядро шва на 70% состоит из серотонинергических нейронов, логично предположить, что анальгетический эффект ядра щва опосредовался серотонином (5-НТ). Поэтому у кошек второй группы был нарушен синтез серотонина в ядре шва путем введения в эту структуру нейротоксина 5,6-диокситриптамина (5,6-ОНТА). Через 4 дня после этого животных подвергали стандартной ЭКР, но болевая реакция в этом случае была четвертого уровня. Предварительная стимуляция ядра шва перед ЭКР уже не давала анальгетического эффекта, и болевая реакция по-прежнему оставалась четвертого уровня. Во всех случаях после получения болевой реакции животных наркотизировали и извлекали кусочки мозга для радиоиммунного анализа содержания β-эндорфинов в интересующих структурах. Выяснили, что в дорсальном ядре шва, вентромедиальном, дорсомедиальном, паравентрикулярном ядрах гипоталамуса уровень β-эндорфинов был относительно высоким уже в состоянии физиологического покоя и особенно высоким после ЭКР и стимуляции ядра шва. Нарушение синтеза серотонина в ядре шва приводит к значительному снижению уровня β-эндорфинов. В преоптической области, латеральном и заднем ядрах гипоталамуса уровень β-эндорфинов в состоянии покоя был относительно ниже, а после ЭКР и стимуляции ядра шва становился еще более низким. Нарушение синтеза серотонина мало влияло на уровень серотонина в этих структурах. Делается вывод о анальгетических свойствах серотонина и его потенцирующем действии на уровень β-эндорфина (Щербаков и др., 2001). 
В нашем случае, при  введении дроперидола наблюдается ярко выраженный анальгетический эффект, возможно связанный с рецепторами ядер шва и стимуляцией синтеза серотонина. Антиноцицептивное действие гепарина, вероятно, реализуется двумя путями: либо за счёт непосредственного комплекообразования с дроперидолом, либо за счёт образования комплекса с серотонином. Исходя из наших данных этот эффект характерен как для экзогенного, так и эндогенного гепарина. 
Значителен вклад дофамин-опиоидных взаимодействий и в процессе регуляции боли. В экспериментах на крысах было показано, что нейролептики дроперидол (0,6 мг/кг) и аминазин (10 мг/кг) потенциируют анальгетическую активность эндогенного морфиноподобного пентапептида лей-энкефалина, вводимого в желудочки мозга в дозе 50 мкг, при этом налоксон (2 мг/кг) блокировал  анальгетический эффект лей-энкефалина, применяемого как отдельно, так и после предварительной инъекции дроперидола или аминазина (Чиченков, Немировский, 1979)
Предполагают, что в норме ДА-афференты осуществляют тоническое торможение на синтез медиатора в энкефалинергических нейронах, в частности, в терминальных областях мезолимбико-кортикальных дофаминергических путей. Это положение подтверждается биохимическими исследованиями, где показано усиление энкефалинергической передачи при электролитическом разрушении и фармакологической блокаде ДА-системы (Manier, et al, 1991).
Полученные нами результаты свидетельствуют о том, что налоксонзависимое антиноцицептивное действие дроперидола может быть реализовано при взаимодействии дофаминовой и опиоидной системы. Во-первых, блокада дофаминовых рецепторов может сопровождаться повышением выделения опиоидных медиаторов и модификацией чувствительности опиатных рецепторов, вследствие снятия тонического контроля, в частности, при ауторадиографическом исследовании было показано увеличение участков связывания μ-рецепторов в различных областях головного мозга (nucleus caudate, accumbens, ЦОВ, амигдала) и спинного мозга при действии дроперидола на фоне акупунктурной анальгезии (Zhu et al., 1995). Во-вторых, за счет усиления синтеза эндогенных опиодных пептидов так как есть данные, что дроперидол усиливает экспрессию генов молекул предшественников - проопиомеланокортина и препродинорфина. (Zhu et al., 1997).
Согласно нашим исследованиям, наиболее выраженное антиноцицептивное действие дроперидол проявляет на спинальном уровне. Известно, что ключевую роль в передаче ноцицептивной информации и в обезболивании играют нейроны спинного мозга (Брагин, 1991). Каким образом дроперидол оказывает влияние на нейроны спинного мозга. С помощью электрофизиологических методов на культурах клеток разных областей мозга было продемонстрировано, что дроперидол в концентрациях, близких к применяемым в клинике, дозозависимо подавляет спонтанную активность в культуре клеток нейронов вентрального среднего мозга, содержащие дофаминовые ауторецепторы и не влияет на нейроны спинного мозга, которые не экспрессируют дофаминовые ауторецепторы. (Неyer, Flood, 2000). С другой стороны, при прямой аппликации на срезах спинного мозга при изолированном методе дроперидол в концентрациях, близких к применяемым при спинальной эпидуральной анестезии, избирательно и обратимо, в отличие от тетродотоксина, блокирует быстрые натриевые каналы нейронов дорзального рога спинного мозга (Olschewski et al., 2000).
Дроперидол, применяемый интратекально либо отдельно, либо в комбинации с морфином, не приводил к гистопатологическим изменениям в спинном мозге крыс (Grip et al., 1992). Дроперидол наряду с налоксоном, введенный внутривеннно, но не эпидурально эффективно предотвращал опиоидвызванный зуд (Kjellberg, Tramer, 2001).
Также было показано, что дофамин, применяемый спинально блокирует нейронную передачу в широких слоях нейронов дорзального рога, и дроперидол, но не фентоламин или налоксон, в свою очередь, реверсировал данный эффект, т. е. дофамин может вовлекаться в модуляцию ноцицепции как независимый нейротрансмиттер (Lu, Mey, 1992).
С другой стороны, в нашей работе, при применении гепарина блокада налоксоном была малоэффективна при подавлении антиноцицептивного действия дроперидола в сочетании с гепарином, возможно, в этом случае задействованы другие механизмы.
Если, на фоне налоксона при сочетании дроперидола и гепарина условно исключить опиатный элемент в действии дроперидола, то можем рассмотреть другой возможный механизм влияния дроперидола с гепарином на ноцицептивную чувствительность – это воздействие через адренергическую систему.
Агонисты и антагонисты дофаминовых рецепторов взаимодействуют не только с дофаминовыми рецепторами. Это не удивительно, так как сам дофамин активен по отношению к α- и β-адренорецепторам. Некоторые дофаминовые антагонисты блокируют α-адренергические, холинергические, серотонинергические и гистаминергические рецепторы (Laduron, 1980, Zupko, 2003).
Дроперидол может взаимодействовать не только с дофаминергическими рецепторами, он также ингибирует активность ГАМК(А)-альфа-1-бета-1-гамма-2 рецептора и альфа-7 никотинового ацетилхолинового рецептора. Предполагают, что субмаксимальная блокада ГАМК может привести к дисфории, беспокойству, что ограничивает применение высоких доз дроперидола в клинике, а ингибирование альфа-7 никотиновых АХ рецепторов может быть ответственно за антиноцицептивное действие дроперидола (Flood, Coates, 2002). Подтверждена чувствительность каналов NMDA-рецепторов к бутирофенонам, в том числе и дроперидолу. (Yamakura, et al., 1998).
Применение обзидана сокращает анальгетическое действие дроперидрола, как отдельно используемого, так и в сочетании с гепарином. Исходя из этого следует, что торможение активности β-адренергических рецепторов вызывает частичное подавление противоболевой системы, активирующейся при системном введении дроперидола. При исследовании влияния внутривенно вводимых анастетиков выяснилось, что дроперидол, фентанил, диазепам, но не кетамин, ингибируют инициацию норадреналином инозитол монофосфата α1-адренергических рецепторов в ЦНС, причем налоксон не отменял данный эффект фентанила (Makita et al., 1994).
18.3. Аминазин
Особенностью действия аминазина по сравнению с другими нейролептиками (дроперидол, галоперидол) является выраженный седативный эффект, характеризующийся угнетением условнорефлекторной деятельности и прежде всего двигательно-оборонительных рефлексов, уменьшением спонтанной двигательной активности и некоторым расслаблением скелетной мускулатуры. Аминазин усиливает действие снотворных, наркотиков, анальгетиков, местноанестезирующих веществ. Усиление аминазином действия анальгетиков позволяет значительно снизить их дозу. Эффективно использование аминазина в сочетании с анальгетиками при упорных болях, в том числе при каузалгии. Препарат обладает также гипотермическим действием и умеренными противовоспалительными свойствами, уменьшает проницаемость сосудов, снижает активность кининов и гиалуронидазы (Машковский, 1987)
Аминазин реагирует с гепарином с образованием осадка, в работе использовали соотношение частей для инкубированной смеси аминазин:гепарин - 1:5, что соответствует наибольшему увеличению экстинкции раствора in vitro (Звонкова, 2002).
При исследовании влияния гепарина (500 МЕ/кг) на свойства аминазина использовали тест отведения хвоста. Введение аминазина, в дозе, близкой к терапевтической – 1,25 мг/кг, вызывало у животных гиподинамию, гипотермию, значительное увеличение ЛП РОХ, начиная с 25 мин, в результате седативной реакции время эксперимента было ограничено до 135 мин. (рис. 18.9) Данное действие аминазина полностью снималось предварительным введением гепарина (500 МЕ/кг), либо протамин сульфатом (10 мг/кг), достоверное отличие от группы с аминазином отмечено на 60 мин опыта. Отсутствие эффекта аминазина наблюдалось и при введении инкубированной смеси. 
Полученные результаты позволяют сделать вывод, что в данном случае блокирование действия аминазином и протамин сульфатом, возможно, произошло вследствие образования неактивного комплекса аминазина с полианионами.
Важным свойством аминазина является его блокирующее влияние на центральные адренергические и дофаминергические рецепторы. Он уменьшает или даже устраняет повышение артериального давления и другие эффекты, вызванные адреналином и адреномиметическими веществами. Гипергликемический эффект аминазином не снимается. Блокирующее влияние на холино- и гистаминовые рецепторы выражено слабо. Препарат оказывает сильное каталептогенное действие.
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Рис.18.9. Влияние аминазина, гепарина и протамин сульфата 
на ЛП РОХ (%) у крыс.
1 – Контроль (физ. р-р);                           2 – Аминазин (1.25 мг/кг);
3 – Гепарин (500 МЕ/кг)→ аминазин;    4 – Аминазин+гепарин (1:5);
5 – Протамин сульфат (10 мг/кг)→ аминазин (1 мг/кг).
Различия статистически значимы между следующими группами:
* - по сравнению с контролем (р≤ 0,05);
+ - по сравнению с аминазином (р≤ 0,05).
Основными клиническими эффектами аминазина являются его антипсихотическое действие и способность влиять на эмоциональную сферу человека. Он купирует различные виды психомоторного возбуждения, ослабляет или полностью купирует бред и галлюцинации, уменьшает или снимает страх, тревогу, напряжение у больных психозами и неврозами.
В физиологических механизмах центрального действия нейролептиков существенное значение имеет их влияние на ретикулярную формацию головного мозга; оказывая угнетающее влияние на этот отдел мозга, нейролептики устраняют его активирующее влияние на кору больших полушарий. Действие нейролептиков не ограничивается, однако, влиянием на ретикулярную формацию. Их разнообразные эффекты связаны также с воздействием на возникновение и проведение возбуждения в разных звеньях центральной и периферической нервной системы.
Из нейрохимических механизмов действия нейролептиков наиболее изучено их влияние на медиаторные процессы в головном мозге. В настоящее время накоплено много данных о влиянии нейролептиков (и других психотропных препаратов) на адренергические, дофаминергические, серотонинергические, ГАМКергические, холинергические и другие нейромедиаторные процессы, включая влияние на нейропептидные системы мозга.
В последнее время особенно много внимания уделяется взаимодействию нейролептиков с дофаминовыми структурами мозга. По современным данным, дофамин, являющийся предшественником в процессе биосинтеза норадреналина, имеет самостоятельное значение как химический медиатор нервных импульсов в определённых структурах головного мозга и играет важную роль в процессах нервной деятельности. Установлено, что нарушение медиаторной функции дофамина является одним из патогенетических механизмов развития паркинсонизма и других экстрапирамидных нарушений.
Показано, что нейролептики разных групп блокируют дофаминовые рецепторы разных структур мозга. Полагают, что это действие обусловливает антипсихотическую активность, а угнетение центральных норадренергических рецепторов (в частности, в ретикулярной формации) – преимущественно седативное и гипотензивное действие. Мишенью для нейролептиков являются в основном Д2 рецепторы. 























ГЛАВА 19. СОСТОЯНИЕ ФЕРМЕНТНОЙ СИСТЕМЫ ОРГАНИЗМА В УСЛОВИЯХ ДЕЙСТВИЯ ЭТАНОЛА И ГЕПАРИНА

19.1. Влияние этанола и гепарина на активность 
аминотрансаминаз
В наших экспериментах у интактных крыс активность АлАТ и АсАТ равна 0,156±0,064 и 0,103±0,025 мкМ/мл соответственно (рис. 19.1).
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Рис. 19.1. Влияние гепарина, этанола и протамин сульфата на активность аланинаминотрансферазы
1. Интактная группа;                       2. Контроль (физ.раствор);
3. Гепарин (500 МЕ/кг);                  4. Гепарин (1000 МЕ/кг);
5. Гепарин (2500 МЕ/кг);                 6. Гепарин (3000 МЕ/кг);
7. Гепарин (5000 МЕ/кг);                 8. Этанол (12%, 0,5 мл/200г);
9. Этанол (20%, 0,5 мл/200г);         10. Гепарин(500 МЕ/кг)→ Этанол(12%);
          11. Гепарин(1000 МЕ/кг) →Этанол(12%, 0,5 мл/200г);
  12. Гепарин (2500 МЕ/кг) →Этанол(12%, 0,5 мл/200г)
13. Гепарин(2500 МЕ/кг) →  Этанол(20%, 0,5 мл/200г)
14. Гепарин(2500 МЕ/кг) + Этанол(20%, 0,5 мл/200г)
     15. Гепарин (5000 МЕ/кг) → Этанол(12%, 0,5 мл/200г)
16. Этанол (12%, 0,5 мл/200г)→ Гепарин(500 МЕ/кг)
17. Этанол(12%, 0,5 мл/200г) → Гепарин(2500 МЕ/кг)
18. Протамин сульфат(1 мг/кг) →  Этанол (12%,0,5мл/200г)
* Различия между контрольными и экспериментальными группами
                      статисчески значимы (p<0.05)
 Введение физиологического раствора в объёме 1 мл многократно снижает активность АлАТ (0,061 ±0,030) и более чем в два раза снижает активность АсАТ (0,051±0,013) относительно интактных животных. В связи с тем, что исследуемые вещества мы разводили в физиологическом растворе, в качестве контроля для статистической обработки были взяты именно эти данные (рис. 19.1). При введении гепарина в дозах от 500 МЕ/кг до 5000 МЕ/кг активность АлАТ повышается и достигает при введении гепарина 5000 МЕ/кг 0,405±0,048 мкМ/мл. 
При оценке активности АсАТ  установлено, что его активность возрастает в тех же пределах, за исключением введения гепарина в дозе 5000 МЕ/кг (0,081±0,065 мкМ/мл) (рис. 19.2).
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Рис. 19.2. Влияние гепарина, этанола и протамин сульфата на активность аспартатаминотрансферазы
1. Интактная группа;                       2. Контроль (физ.раствор);
3. Гепарин (500 МЕ/кг);                  4. Гепарин (1000 МЕ/кг);
5. Гепарин (2500 МЕ/кг);                 6. Гепарин (3000 МЕ/кг);
7. Гепарин (5000 МЕ/кг);                 8. Этанол (12%, 0,5 мл/200г);
9. Этанол (20%, 0,5 мл/200г);         10. Гепарин(500 МЕ/кг)→ Этанол(12%);
11. Гепарин(1000 МЕ/кг) →Этанол(12%, 0,5 мл/200г);
  12. Гепарин (2500 МЕ/кг) →Этанол(12%, 0,5 мл/200г)
13. Гепарин(2500 МЕ/кг) →  Этанол(20%, 0,5 мл/200г)
14. Гепарин(2500 МЕ/кг) + Этанол(20%, 0,5 мл/200г)
     15. Гепарин (5000 МЕ/кг) → Этанол(12%, 0,5 мл/200г)
16. Этанол (12%, 0,5 мл/200г)→ Гепарин(500 МЕ/кг)
17. Этанол(12%, 0,5 мл/200г) → Гепарин(2500 МЕ/кг)
18. Протамин сульфат(1 мг/кг) →  Этанол (12%,0,5мл/200г)
* Различия между контрольными и экспериментальными группами
            статически значимы (p<0.05)

Совместное применение гепарина и этанола в различных вариантах введения не выявило каких-либо общих закономерностей и тенденций влияния на активность АлАТ и АсАТ.  Правда, следует отметить, что этанол(12%, 0,5 мл/200г) на фоне предварительного введения гепарина (1000 МЕ/кг) увеличивает активность АлАТ до 0,257±0,021 мкМ/мл, а активность АсАТ – до 0,558±0,205 мкМ/мл. Аналогичное повышение активности АсАТ регистрировалось при введении гепарина (2500 МЕ/кг) и этанола (20%, 0,5 мл/200г) в виде смеси (рис. 19.2).
Этанол (12%, 0,5 мл/200г) повышает активность АлАТ и АсАТ, однако 20% этанол объёме 0,5 мл/200г снижает активность АлАТ до  0,185±0,022 мкМ/мл, АсАТ – до 0,022±0,017 мкМм/л, сравнимых с контрольными величинами.
Таким образом, 12% этанол в объеме 0,5 мл/200г достоверно повышает активность АлАТ и АсАТ. При использовании 20% спирта в том же объёме активность АлАТ остаётся достоверно высокой, а активность АсАТ резко уменьшается и достоверно не отличается от контрольных величин.   
Гепарин повышает активность АлАТ и АсАТ, однако следует сказать, что активность АсАТ при введении высокой дозы (5000 МЕ/кг) гепарина резко снижается. Гепарин, вероятно, воздействует на состояние дисферментемии применительно к АсАТ, что, возможно, связано с влиянием гепарина на конститутивный или индуктивный синтез АсАТ в печени или других органах и тканях, а также с образованием биокомплекса гепарин + трансаминазы (Федянин, Патеюк, 1973).
Предполагается, что гепарин влияет на конститутивный или индуктивный синтез трансаминаз в печени или других органах и тканях, а также образует биокомплекс гепарин + трансаминазы, обеспечивая восстановление нарушенных реакций переаминирования. 
19.2. Лактатдегидрогеназа
Лактатдегидрогеназа (L-Лактат: НАД+ - оксидоредуктаза КФ 1.1.1.27) катализирует реакцию:
L - Л А К Т А Т + НАД+  ↔  П И Р У В А Т + НАДН
Ткань печени обладает достаточно высокой  лактатдегидрогеназной        активностью, занимая второе место  после  скелетной мускулатуры. Данный фермент, выделенный из  многих  источников,  представляет  собой  тетрамер  с  молекулярной  массой  140000 (Markert, 1984). Характерной особенностью    молекулы лактатдегидрогеназы является её построение из двух доменов.  Структура  одного  из них, ответственного за связывание коэнзима (НАД), имеет сходство с другими НАД-зависимыми дегидрогеназами (алкогольдегидрогеназой, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназой, малатдегидрогеназой,) (Наградова, Муронец, 1991). Архитектура другого домена существенно отличается и имеет характерные особенности у дегидрогеназ разной специфичности. Это позволило выдвинуть предположение об общих принципах организации молекулы НАД-зависимой дегидрогеназы, согласно которым сходная функция (связывание одинакового коэнзима – НАД) обеспечивается существованием сходной пространственной структуры домена, тогда как разные регуляторные функции (связывание разных субстратов и катализ) требуют появления доменов разной структуры (Наградова, Муронец, 1991).
Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) в соматических тканях большинства      позвоночных животных и человека представлена пятью изоферментами. Они состоят из двух типов субъединиц: А (или М) и В (или Н), которые формируют пять изозимов различного состава: В4 (ЛДГ1); А1В3 (ЛДГ2); А2В2 (ЛДГ3); А3В1 (ЛДГ4); А4 (ЛДГ5) (Стойка, Кусень, 1981; Райдер, Тейлор, 1983; Jensen, Byng, 1981). Несмотря на то что, согласно определению, все множественные формы фермента катализируют одну и ту же химическую реакцию, они не обязательно идентичны по каталитическим свойствам. В действительности различия в кинетических характеристиках между ними являются скорее правилом, чем исключением (Филиппович, Коничев, 1987). Активность изоферментов ЛДГ эффективно определяется с помощью основанного на микрочипе капиллярного электрофореза. Этот метод позволяет выявить множественные формы фермента за более короткое время, а также точнее определить их кинетические характеристики благодаря мониторингу количества НАДН, полученного в процессе инкубации при фиксированной температуре (Zhuang et al., 2007).       
Находясь на развилке путей  метаболизма  углеводов,  ЛДГ участвует в   регуляции тонко сбалансированного катаболизма и анаболизма, анаэробного и аэробного гликолиза, а также играет немаловажную роль в процессах клеточного ацидоза, апоптоза, роста и генерирования рекомбинантных белков. Существенным в возможной способности ЛДГ к изменению направления потоков пирувата является обнаруженная у этого фермента саморегуляция - ингибирование избытком субстрата (пирувата) (Deng et al., 1989; Jeong et al., 2006). Субстратное ингибирование в свою очередь подвержено внешним регуляторным воздействиям. В частности, субстратное ингибирование из мышц млекопитающих снимается при переходе рН от 6 к 8. Снимают субстратное ингибирование лактатдегидрогеназы также некоторые аналоги субстрата. Возможно, что в процессе ингибирования участвуют различные конформеры ЛДГ, обладающие разным сродством к субстрату - ингибитору (Ягодина и др., 1986; Горенштейн и др., 1989; Сабурова, Ягодина, 1990; Смердова, 2011;  Deng et al., 1989).
 Показано, что при увеличении концентрации белка-фермента в растворе повышается доля тетрамеров ЛДГ. Такой же эффект наблюдается при повышении концентрации лактата. Предполагают, что преимущественной функциональной ролью димерной формы ЛДГ является восстановление пирувата, а тетрамерной - окисление лактата (Yamamoto, Storey, 1988).
Методический подход, связанный с выделением ферментов, привёл к      получению многих очищенных препаратов и дал возможность заложить       фундамент для изучения механизма действия ферментов. Однако в то же время многое было утрачено: ферменты отделяли от их микроокружения и помещали в несвойственные для клетки условия с иными значениями рН, ионной силой, концентрациями ферментов и субстратов. Мы многое узнали о поведении ферментов in vitro, но очень мало знаем о том, каким образом они работают in vivo (Фридрих, 1986; Гомазков, 1993; Chopineau et al., 1989).
В настоящее время заблуждение о существовании отдельных независимых ферментов сменяется осознанием надмолекуляной ферментативной организации. Основные свойства отдельных ферментов остаются в силе, но реальное поведение энзимов следует рассматривать с учётом их микроокружения in vivo в клетке (Ермаков, 1993; Aragon, Sols, 1991; Michael et al., 1992; Ovadi, Srere, 1996; Maekawa., 1998).
По современным представлениям «растворимые» ферменты могут           обратимо взаимодействовать с субклеточными структурами. Ферменты,          адсорбированные структурными белками и мембранами клеточных органелл, имеют иные, нежели ферменты в растворе, каталитические свойства.            Контролируемая метаболитами обратимая адсорбция энзимов на субклеточных структурах расширяет регуляторные возможности клетки и определяет возможность существования адсорбционного механизма регуляции (Курганов, Чеботарёва, 1989; Shmelev, Serebrenikova, 1997; Lushchak, 1998).
В работе Сугробовой с соавт. (1983) было показано, что добавление F - актина вызывает снижение активности лактатдегидрогезы, что сопровождается ухудшением её каталитических характеристик: величина Vmax уменьшилась в 1,6 раза, а значение Km (по НАДН) возросло в 2,5 раза (Сугробова и др., 1983). Показано, что присоединение ЛДГ к актину приводит к активации Mg2+-АТФ-азы актиномиозина на 30% (Кириллина и др., 1988). Возможно взаимодействие лактатдегидрогеназы не только с F-актином, но и тубулином, микротубулином и другими белками цитоскелета клетки (Knull, Walsn, 1992). Предполагается, что обратимая адсорбция ферментов гликолиза, в том числе ЛДГ, на структурных компонентах клетки является одним из важнейших механизмов регуляции метаболизма, благодаря упорядоченности, компартментализации метаболических процессов (Sayd et al., 1998). Взаимодействие лактатдегидрогеназы с белками и полиэлектролитами приводит к образованию комплексов, которые, изменяя  равновесие в системе димер – тетрамер, влияют на каталитическую активность фермента (Цыганков и др., 1986; Bergman, Winzoz, 1989). Также возможно обратимое связывание ЛДГ-В с липосомами, состоящими из кислых фосфолипидов. Этот процесс наиболее эффективно идет при низких значениях рН, близких к изоэлектрической точке белка. В данных условиях сайт связывания ко-фактора НАДН лактатдегидрогеназы В-типа активно участвует во взаимодействии фермента с кислыми фосфолипидами (Terlecki et al., 2007).   
ЛДГ печени крыс распределена между всеми гранулярными компонентами клетки. При этом в связанном состоянии находится около 23% фермента в составе комплексов с молекулярной массой до 1×106 – 2×106 Да (Клячко, Нейфах, 1984). При достаточно высокой концентрации общего белка в миогеновой фракции наблюдается образование комплекса по меньшей мере четырёх гликолитических ферментов: 6-фосфофруктокиназы, фруктозобисфосфат-альдолазы, пируваткиназы и лактатдегидрогеназы.      Факторы, стимулирующие полимеризацию и осаждение актина (повышение температуры, удаление ионов Са2+), вызывали сходное увеличение количества гликолитических ферментов в осадке. Установлено, что ассоциация гликолитических ферментов друг с другом в экстрактах печени возможна лишь в присутствии актина (Муронец, Наградова, 1990). Показано образование комплекса между глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназой и лактатдегидрогеназой, а также нуклеозиддифосфаткиназой А, АМФ-активируемой протеинкиназой α1, казеинкиназой 2 и ЛДГ-А, нуклеозиддифосфаткиназой В и ЛДГ-В (Sukhodolets et al., 1989; Jovanovic et al., 2007). К тому же был успешно получен гибридный бифункциональный фермент, образованный галактоздегидрогеназой и лактатдегидрогеназой и обладающий способностью повышать уровень метаболической рециркуляции НАД(Н) in vitro (Prachayasittikul et al., 2006). Следствием ассоциации гликолитических ферментов  друг с другом является изменение величины Km и максимальной скорости, а также облегчение регуляции активности энзимов различными эффекторами. В итоге это ведёт к повышению суммарной эффективности гликолитической системы (Курганов и др., 1986; Курганов, 1996; Stapulionis, 1997; Leyva, 1998; Xu, 1998).
Добавление ЛДГ к мембранам лёгкого саркоплазматического ретикулума ведёт к снижению активности фермента в пробе. Причиной этого в первую очередь является связывание ЛДГ с мембранами, сопровождающееся уменьшением удельной активности связанного фермента на 60-70%. Аналогичное падение активности связанной ЛДГ наблюдается в её комплексах с митохондриями, искусственными мембранами. По-видимому, это является общей закономерностью связанного фермента. Характерно, что увеличение концентрации НАДН и НАД сопровождается снижением количества фермента, связанного с мембранами (Есакова, Иванов, 1992). Для мембраносвязанной формы ЛДГ характерно, что повышение концентрации пирувата до 20 мМ не вызывает ингибирование фермента. Это расходится со свойствами очищенного фермента, который ингибируется наполовину в присутствии 14 мМ пирувата. Скорости инактивации мембранной формы ЛДГ под действием трипсина существенно ниже, чем солюбилизированной 0,4 М  раствором KCl. Km для   пирувата у мембранной ЛДГ близка к свободному ферменту, а для НАДН её значение в 3,8 раза ниже, чем у свободной формы (Есакова, Иванов, 1994; Лущак, 1991). Кроме того возможна регуляция активности лактатдегидрогеназы с помощью небольших молекул некоторых лекарственных средств. Силистронг и его биологически активные компоненты – этанол и силимарин – способны восстанавливать активность фермента, модифицированную действием пероксида водорода, и повышать ее (Гильмиярова и др., 2006). 
ЛДГ из печени крысы, кролика, цыплёнка и человека может обратимо   связываться с митохондриями in vitro, изменяя при этом свою каталитическую активность. Связанный фермент на 20% менее активен, чем свободный. На основании различия кинетических характеристик для мембранной и свободной форм ЛДГ предполагается, что связывание фермента с митохондриями играет важную регуляторную роль в клетке (Евсеев, Севрюков, 1994; Есакова, Иванов, 1994; Bai, 1997; Brandt et al., 1987; Ketchum et al., 1988; Lluis, 1984; Prunonosa et  al., 1989; Sanz et al., 1990).
Адсорбция ферментов на внутриклеточных структурах и наблюдаемoe при этом изменение свойств, приводит к появлению «своеобразных изоферментов», и, следовательно, увеличивает число возможных комбинаций в полиферментных комплексах. Таким образом, лактатдегидрогеназа может присутствовать в клетке в трёх состояниях: свободном, в виде комплекса с другими ферментами гликолиза и в ассоциированном со структурными белками и органеллами клетки.
Установлено, что при различных видах кислородного голодания организма в мозге, сердце и печени животных происходит увеличение общей активности ЛДГ и активности изофермента М4. При этом активность  изофермента Н4 уменьшается (Верхотин, 1986; Devi, 1988). Так при аноксии у животных относительное количество гексокиназы, фосфофруктокиназы,   глицерофосфатдегидрогеназы, пируваткиназы, лактатдегидрогеназы в связанном с мембранами состоянии в сердечной мышце уменьшается в 1,5 раза при соответствующем  увеличении ферментов в свободном состоянии (Plaxton, 1986). Характерно, что длительные физические упражнения изменяют кинетические свойства ЛДГ (Km для лактата и пирувата) из скелетных мышц и миокарда крысы. Полагают, что обнаруженные изменения свойств фермента являются адаптационными и связаны с приспособлением мышечной ткани к хронической нехватке кислорода (Chretien, 1995). Кроме того, ЛДГ5 (М4-ЛДГ) играет ключевую роль в поддержании опухолевых процессов в организме. В условиях гипоксии раковые клетки активно пролиферируют, в них наблюдается возрастание активности ЛДГ в обратной реакции, в результате чего происходит активное накопление лактата. Понижение активности фермента приводит к усилению дыхания митохондрий и уменьшению уровня пролиферации опухолевых клеток (Fantin еt al., 2006).    
Не вызывает сомнения, что в процессе метаболической адаптации органов к кислородному голоданию важную роль играют ферменты, связанные с митохондриальными мембранами (Хватова, 1992). Показано, что чем более в гипоксическом окружении находится животное, тем больше митохондрий в тканях. Именно многочисленность митохондрий позволяет животным с наибольшей эффективностью использовать то минимальное напряжение кислорода, которое ему доступно (Савина, 1992). Введённая извне ЛДГ приводит к активному включению фермента в обменные процессы организма и может оказывать целенаправленное преимущественное воздействие на анаэробный  катаболизм углеводов (Гильмиярова и др., 1993, 1994).
Окисление этанола осуществляется преимущественно в печени, где метаболизируется  до 95% введенного в организм алкоголя, что приводит к изменениям в ферментных системах этого органа (Косенко, Каминский, 1988). 
Исследование активности лактатдегидрогеназы в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток печени крыс показало, что внутрибрюшинное введение животным этанола в дозе 4,5 г/кг приводило в основном к повышению активности данного фермента (табл. 19.1).
Таблица 19.1
Активность лактатдегидрогеназы (нмоль/мин на мг белка) в митохондриальной фракции клеток печени крыс при введении гепарина, этанола, протамин сульфата и при их совместном действии
	Группа
экспериментов
	Лактатдегидрогеназа

	
	Прямая реакция
	Обратная реакция

	Контроль – интактная группа
	418,1±24,5
	509,4±22,9

	Гепарин (250 МЕ/кг)
	374,0±25,6
	519,9±20,3

	Этанол (4.5 г/кг)
	720,7±44,3***
	1135,0±80,6***

	Гепарин → Этанол
	622,2±43,6***˚˚˚
	1352,0±54,3***˚˚˚+

	Протамин сульфат (10 мг/кг)
	399,9±15,1
	532,5±24,5

	Протамин сульфат →  Гепарин
	381,8±19,7
	529,2±14,8

	Протамин сульфат →  Этанол
	523,0±24,6**++
	617,6±44,2*+++

	Протамин сульфат →  Гепарин →  Этанол
	670,6±37,1***^^
	1758,0±69,9***^^^#


достоверное отличие от контрольной группы *- (р<0,05), **- (р<0,01), ***- (р<0,001); 
достоверное отличие от группы гепарин о- (р<0,05), оо- (р<0,01), ооо- (р<0,001); 
достоверное отличие от группы этанол +- (р<0,05), ++- (р<0,01), +++- (р<0,001); 
достоверное отличие от группы протамин + этанол ^- (р<0,05), ^^- (р<0,01), ^^^- (р<0,001); 
достоверные отличия от группы гепарин + этанол # - (р<0,001) 

В митохондриальной фракции активность лактатдегидрогеназы при введении этанола в прямой реакции составила 720,7±44,3 нмоль/мин на мг белка, что достоверно выше по сравнению с контролем в 1,7 раза, в обратной – 1135,0±80,6 нмоль/мин на мг белка, что также достоверно выше данных контрольной группы в 2,2 раза (табл. 19.1).
Введение животным этанола в дозе 4,5 г/кг при предварительном введении гепарина в дозе 250 МЕ/кг приводило к сохранению более высоких значений лактатдегидрогеназной активности в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток печени крыс по сравнению с контрольной группой. Так, в митохондриальной фракции показатель активности лактатдегидрогеназы в прямой реакции составил 622,2±43,6 нмоль/мин на мг белка, что достоверно выше по сравнению с показателями контроля в 1,5 раза, в обратной - 1352,0±54,3 нмоль/мин на мг белка, что также достоверно выше данных контрольной группы в 2,7 раза (табл. 19.1). 
В цитоплазматической фракции клеток печени активность фермента в прямой реакции составила 1330,0±51,2 нмоль/мин на мг белка, что достоверно выше по сравнению с контролем в 1,9 раза; в обратной реакции активность лактатдегидрогеназы уменьшилась и составила 800,9±58,2 нмоль/мин на мг белка, что достоверно ниже данных контрольной группы в 1,2 раза (табл. 19.2). 
                                                                                                  
                                                                                 Таблица 19.2
Активность лактатдегидрогеназы (нмоль/мин на мг белка) в цитоплазматической фракции клеток печени крыс при введении гепарина, этанола, протамин сульфата и при их совместном действии
	Группа
экспериментов
	Лактатдегидрогеназа

	
	Прямая реакция
	Обратная реакция

	Контроль – интактная группа
	692,3±39,2
	975,2±55,3

	Гепарин (250 МЕ/кг)
	609,2±34,4
	1029,0±20,5

	Этанол (4.5 г/кг)
	1330,0±51,2***
	800,9±58,2*

	Гепарин → Этанол
	1210,0±51,3***˚˚˚
	1090,0±53,6+

	Протамин сульфат (10 мг/кг)
	618,2±22,7
	1039,0±35,0

	Протамин сульфат →  Гепарин
	625,0±27,9
	1044,0±24,3

	Протамин сульфат →  Этанол
	1391,0±65,1***
	857,1±58,2

	Протамин сульфат →  Гепарин →  Этанол
	1213,0±53,2***
	319,1±24,1***+++^^^#


достоверное отличие от контрольной группы *- (р<0,05), **- (р<0,01), ***- (р<0,001); 
достоверное отличие от группы гепарин о- (р<0,05), оо- (р<0,01), ооо- (р<0,001); 
достоверное отличие от группы этанол +- (р<0,05), ++- (р<0,01), +++- (р<0,001); 
достоверное отличие от группы протамин + этанол ^- (р<0,05), ^^- (р<0,01), ^^^- (р<0,001); 
достоверные отличия от группы гепарин + этанол # - (р<0,001) 

В цитоплазматической фракции клеток печени активность лактатдегидрогеназы в прямой реакции составила 1210,0±51,3 нмоль/мин на мг белка, что достоверно выше показателей контроля в 1,7 раза. Достоверных отличий по лактатдегидрогеназной активности в обратной реакции в цитоплазматической фракции между группой гепарин → этанол и контролем обнаружено не было (табл.19.2).    
Кроме того, предварительное введение животным гепарина в дозе 250 МЕ/кг приводило к сохранению более высоких значений активности лактатдегидрогеназы в обратной реакции в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток печени крыс группы гепарин → этанол по сравнению с группой, которой вводился этанол. В митохондриальной фракции показатель активности лактатдегидрогеназы был достоверно выше данных группы этанола в 1,2 раза (табл. 19.1), в цитоплазматической фракции - достоверно выше данных группы этанола в 1,4 раза (табл. 19.2). 
Следующим этапом исследований явилось изучение роли эндогенного гепарина в защите организма от больших доз экзогенного этанола. Для этого крысам вводился этанол через 20 минут после внутрибрюшинного введения антагониста гепарина – протамин сульфата - в дозе 10 мг/кг. 
Внутрибрюшинное введение крысам этанола при предварительном связывании эндогенного гепарина протамин сульфатом приводило к снижению лактатдегидрогеназной активности в митохондриальной фракции клеток печени по сравнению с группой этанола (табл. 19.1). 
Так, здесь активность фермента в прямой реакции составила 523,0±24,6 нмоль/мин на мг белка, что достоверно ниже данных группы этанола в 1,4 раза, в обратной – 617,6±44,2 нмоль/мин на мг белка, что также достоверно ниже по сравнению с этанолом в 1,8 раза. Достоверных отличий по активности фермента в цитоплазматической фракции между группами этанол и протамин сульфат → этанол обнаружено не было (табл. 19.2). 
Кроме того, введение крысам этанола при действии протамин сульфата приводило к повышению активности лактатдегидрогеназы в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток печени по сравнению с контролем. В митохондриальной фракции активность фермента в прямой реакции была достоверно выше данных контрольной группы в 1,3 раза, в обратной – также достоверно выше по сравнению с контролем в 1,2 раза (табл. 19.1). В цитоплазматической фракции клеток печени активность лактатдегидрогеназы в прямой реакции была достоверно выше по сравнению с контролем в 2 раза (табл.19.2). 
Следующий этап исследований включал эксперимент, при котором крысам предварительно внутрибрюшинно вводился протамин сульфат в дозе 10 мг/кг, затем через 20 минут также внутрибрюшинно вводился гепарин в дозе 250 МЕ/кг, а еще через 20 минут – этанол в дозе 4,5 мг/кг. 
Определение лактатдегидрогеназной активности в данной серии показало, что она в митохондриальной фракции клеток печени была выше, а в цитоплазматической - ниже по сравнению с группой протамин сульфат  →  этанол. В митохондриальной фракции активность фермента в прямой реакции составила 670,6±37,1 нмоль/мин на мг белка, что достоверно выше по сравнению с группой протамин сульфат →  этанол в 1,3 раза, в обратной – 1758,0±69,9 нмоль/мин на мг белка, что также достоверно выше данных группы протамин сульфат + этанол в 2,8 раза (табл. 19.1). 
В цитоплазматической фракции клеток печени активность фермента в прямой реакции составила 1213,0±53,2 нмоль/мин на мг белка, что достоверно ниже по сравнению с группой протамин сульфат + этанол  в  1,1   раза,  в  обратной   -  319,1±24,1  нмоль/мин   на  мг  белка,  что достоверно ниже данных группы протамин сульфат + этанол в 2,7 раза (табл 19.2).
 Достоверные отличия активности лактатдегидрогеназы в группе протамин сульфат + гепарин + этанол от группы этанола наблюдались только в обратной реакции в субклеточных фракциях. В митохондриальной фракции активность фермента была достоверно выше в 1,5 раза (рис. 23), в цитоплазматической – достоверно ниже данных группы этанола в 2,5 раза. 

19.3. Алкогольдегидрогеназа
Алкогольдегидрогеназа (АДГ) катализирует окисление спиртов и восстановление альдегидов в присутствии коферментов НАД и НАДН. Это один из ключевых ферментов, участвующих в метаболизме алкоголя в организме. В физиологических условиях фермент образует, а не потребляет эндогенный этанол и таким образом активно регулирует уровень эндогенного ацетальдегидаразличным направлениям (Зезеров, 1998; Островский и др., 1988; Seitz, Becker, 2007; Zakhari, 2006).
Алкогольдегидрогеназа (Алкоголь: НАД+ - оксидоредуктаза КФ 1.1.1.1) кализирует реакцию:
А Л К О Г О Л Ь + НАД+  ↔  А Л Ь Д Е Г И Д + НАДН
У крыс активность фермента на 1 г ткани снижается в следующем порядке: печень, тонкий кишечник, лёгкие, почки, сердце, сетчатка глаза, селезёнка, мозг, скелетные мышцы. Хотя количество АДГ в печени  значительно, физиологическая роль её окончательно не установлена (Бакаринов, 2000).
Фермент выделен в очищенном состоянии из различных источников: печени лошади, человека, перепела, крысы, кролика, землеройки: мозга, семенников (Воронов, Хоха, 1990; Burnell et al., 1989; Jornvall et al., 1987; Keung et al., 1989; Rathna et al., 1989).
В настоящее время различают три класса АДГ (I - III), полипептидные    цепи которых (α; β 1-3; γ 1-2; П; Х) являются продуктами экспрессии 5 генетических локусов (АДГ 1-5) одинаковой транскрипционной  направленности (Szalai et al., 2008).
АДГ-I является основным ферментом печени, обуславливающим при      алкогольной интоксикации окисление большей части поступившего в организм этанола. Алкогольдегидрогеназа этого класса построена из субъединиц первых трёх типов, свободно комбинирующихся в различные гомо- и гетеродимеры. Полиморфизм АДГ печени человека в значительной мере обусловлен этим классом изоферментов (Borson, Kaili, 1987). Данная форма фермента имеет низкие значения Km для этанола, высокую чувствительность при ингибировании пиразолом и его производными, сирингальдегидом, кофейной и эллаговой кислотами, а также наиболее широкую субстратную специфичность среди всех классов ферментов. Комбинация субъединиц приводит к образованию трёх основных изоферментов АДГ-I: EE, ES и SS. Специфичность изоферментов не абсолютна. SS-фермент проявляет активность по отношению к спиртам, а EE-изофермент активен в реакциях окисления гидроксильных групп боковых цепей ряда стероидов (Borson, Kaili, 1987; Borson, Li, 1988; Casini, 1998; Haseba et al., 2008).
АДГ-II - гомодимер, состоящий из полипептидных цепей «П». Она           характеризуется низким сродством к этанолу, незначительно ингибируется    пиразолом, не окисляет метанол, этиленгликоль, циклогексанол. Считается, что она обеспечивает окисление до 40% этанола при его концентрации в крови порядка 100 мМ. Наиболее вероятным физиологическим субстратом АДГ-II являются альдегиды, продукты обмена норадреналина, для которых значение Kcat/Km на два порядка выше, чем других субстратов (Chrostek, Szmitkowski, 1998; Hoog et al., 1988). АДГ-II активно синтезируется в печени и в небольших количествах обнаруживается в кишечнике и семенниках мышей и человека (Szalai et al., 2008). 
АДГ-III состоит из двух одинаковых субъединиц типа «Х». Не   чувствительна к пиразолу. Имеет низкое сродство к короткоцепочечным спиртам. Метанол не является субстратом для АДГ-III. Скорость окисления этанола возрастает линейно до 2,5 М концентрации без признаков насыщения. Роль этого фермента в окислении этанола незначительна, физиологические функции пока не известны (Воронов, Хоха, 1990; Горенштейн и др., 1989; Судовцев, 1992; Danielsson, Jornvall, 1992; Hurley, Bosron, 1992; Jensen et al., 1998; Stone et al., 1989).
Практически все препараты АДГ при электрофорезе дают множественные полосы (коммерческие препараты АДГ печени лошади - 6; грубые экстракты тканей до 9 - 12 полос), что указывает на наличие у фермента множественных  молекулярных форм и выраженный полиморфизм (Судовцев, 1985; Goedde, Agarwal, 1987).
Иммуногистохимическим методом показано, что АДГ локализуется у человека в желудочно-кишечном тракте, почках, эндокринных железах, мозге (Buhler et al., 1983; Montavon et al., 1989). Фермент сосредоточен преимущественно в цитозольной фракции, хотя не исключается возможность его взаимодействия с мембранами. НАД-зависимая АДГ-I окисляет первичные, вторичные и циклические спирты. Первичные спирты окисляются до альдегидов, вторичные до кетонов. Ингибиторами фермента являются вещества, связывающие цинк или взаимодействующие с SH-группами: 8-оксихинолин, фенантролин, этилендиаминтетрауксусная кислота, бипиридин,  4-метилпиразол, меркаптоэтанол (Cheng, Lek, 1994). Конкурентными ингибиторами АДГ являются галогенсодержащие субстраты: трихлорэтанол, хлоралгидрат, а также фенилгидразин. Для ряда соединений - адреноблокаторы, амфетамин, тиреоидные гормоны, диметилформамид, дисульфирам, амантадин - механизм ингибирования окончательно не выяснен (Paiva et al., 1989; Schindler et al., 1998; Skursky et al., 1992). Кроме того, было показано, что некоторые ингибиторы АДГ (циметидин, 4-метилпиразол), а также один из  субстратов фермента – этанол - способны повышать активность другой оксидоредуктазы - лактатдегидрогеназы - в гомогенатах печени человека in vitro (Dudka et al., 2005). Значительно меньше известно об активаторах АДГ. Так, очищенный фермент из печени крыс активируется дезоксихолатом натрия (1 мМ) и другими желчными кислотами (McPherson et al., 1988).
Большинство энзимологов осознают, что наиболее значительные  эксперименты, направленные на выяснение физико - химических механизмов биокатализа, можно провести на очищенных ферментах (Диксон, Уэбб, 1982). Тем не менее, такого рода «чистые» эксперименты порождают закономерный  вопрос: можно ли свойства ферментов, наблюдаемые in vitro, корректно отнести к условиям их функционирования в живой клетке. Ферменты in vitro исследуют обычно растворёнными в воде. В то же время ферментативные реакции в клетке протекают вблизи или на поверхности раздела фаз: ферменты  адсорбированы на биологических мембранах, или встроены во внутреннюю часть мембраны, или локализованы внутри замкнутых мембранных образований. Поэтому многие склонны считать, что традиционная энзимология, исследующая поведение очищенных ферментов в водных растворах, - наука довольно искусственная (Березин, 1985). Очевидный выход из создавшегося положения - разработка и изучение модельных систем. Поэтому ферменты, в частности АДГ, включают в различного рода искусственные мембраны, в том числе липосомы, в монослои поверхностноактивных веществ, иммобилизуют на носителях (полимерных гелях, микрокапсулах, полых волокнах, макропористых неорганических частицах и т.д.) (Березин и др., 1982). Исследования показывают, что включение АДГ вместе с НАД в липосомальные мембраны стабилизирует третичную и четвертичную структуру фермента при  повышенных температурах (Yoshimoto et al., 2008).  
Показано, что увеличение количества АДГ, связанной на единицу массы носителя, сопровождается снижением её активности. Причиной снижения активности алкогольдегидрогеназы при её иммобилизации являются диффузионные затруднения, препятствующие доступу субстратов к активным центрам фермента (Муронец, Наградова, 1984).
Так, АДГ, ЛДГ и связанный с растворимым декстраном НАД были иммобилизованы на одном и том же носителе - коллагеновой мембране. При сравнении со скоростью функционирования ферментов и ко-фактора в растворе показано, что при иммобилизации эффективность работы повышается (Березин и др., 1982). Установлено, что при повышении ионной силы раствора (0,1M NaCl) наблюдается полная диссоциация комплексов                                формиатдегидрогеназы и алкогольдегидрогеназы с поликатионами, что свидетельствует об электростатическом характере сил, обусловливающих образование данных комплексов (Диков и др., 1984). Имеются сведения, указывающие на связь алкогольдегидрогеназы с сорбитдегидрогеназой, глюкозо - 6 - фосфатдегидрогеназой в цитоплазме печени крыс (Судовцев,   Смагина, 1990). Показана возможность образования комплекса между                                      глицеральдегидфосфатдегидрогеназой и алкогольдегидрогеназой дрожжей,   который характеризуется медленной ассоциацией и еще более медленной диссоциацией (Batke et al., 1992).
Изменение специфичности фермента в результате его солюбилизации     может быть как истинным, связанным с изменением каталитических свойств самого фермента, так и кажущимся, то есть обусловленным изменением  величины константы Михаэлиса, которая зависит от локальной концентрации  субстрата вокруг фермента (Березин и др., 1982). Ярким примером изменения субстратной специфичности фермента, обусловленного эффектами распределения субстрата, является реакция окисления алифатических спиртов, катализируемая АДГ из печени лошади в системе обращённых мицелл АОТ  (аэрозоль диизооктилсульфосукцинат натрия - один из наиболее широко применяемых ПАВ) в октане. Переход от водного раствора к системе обращённых мицелл сопровождается сдвигом максимума на кривой зависимости константы скорости второго порядка этой реакции Kcat/Km каж. от длины углеводородной цепи в молекуле спиртового субстрата. А именно в воде оптимальный субстрат - октанол, в коллоидном растворе воды в октане - бутанол. Таким образом, субстратная специфичность АДГ, мерой которой является величина Kcat/Km каж., резко изменяется при переходе от водного раствора к мицеллярному. В то же время конформация активного центра АДГ при таком переходе не меняется (Березин и др., 1982).
Вполне естественным является объяснение функции АДГ, присутствующей в большом количестве в печени животных и человека, что фермент образует, а не потребляет эндогенный этанол и таким образом активно регулирует уровень эндогенного ацетальдегида. Эта ситуация напоминает то, что хорошо известно для ЛДГ и двух её субстратов - пирувата и лактата. При меняющихся метаболических ситуациях уровень пирувата смещается в меньшей степени, чем уровень лактата, что отражает несомненно большую  значимость в обмене веществ первого, а не второго соединения. Лактат поэтому рассматривают как буферный метаболический тупик, нивелирующий резкие колебания в содержании самого пирувата (Островский и др., 1988; Riveros-Rosas et al., 1997). Нельзя исключить вероятную роль АДГ в общем  контроле окислительно - восстановительного потенциала клеток и тканей. Так, поток электронов через АДГ (1 - 20 мкмоль/мин × млн. клеток (гепатоцитов)) значительно вариабельнее, чем через ЛДГ (0,6 - 4,3 мкмоль/ мин × млн. клеток). То есть первый фермент ближе к равновесию, чем второй (Vind, Grunnet, 1986).
	Исследование активности алкогольдегидрогеназы в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток печени крыс показало, что после внутрибрюшинного введения животным этанола у них наблюдалось в основном повышение активности данного фермента (табл.19.3).
Наблюдались изменения активности алкогольдегидрогеназы в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток печени крыс в группе гепарин + этанол. Введение животным этанола при предварительном введении гепарина приводило в основном к снижению активности данного фермента. Так, в митохондриальной фракции показатель активности алкогольдегидрогеназы в прямой реакции составил 44,6±5,2 нмоль/мин на мг белка, что достоверно ниже по сравнению с показателями контроля в 1,4 раза. Повышение активности алкогольдегидрогеназы наблюдалось в обратной реакции в митохондриальной фракции клеток печени. Здесь показатель активности фермента составил 245,0±9,1 нмоль/мин на мг белка, что достоверно выше контрольных показателей в 2,5 раза  (табл. 19.3).
 
                                                                                                             


                                                                                         Таблица 19.3
Активность алкогольдегидрогеназы (нмоль/мин на мг белка) в митохондриальной фракции клеток печени крыс при введении гепарина, этанола, протамин сульфата, и при их совместном действии
	Группа
экспериментов
	Алкогольдегидрогеназа

	
	Прямая реакция
	Обратная реакция

	Контроль – интактная группа
	61,7±5,2
	96,1±6,1

	Гепарин
	65,9±2,1
	113,1±4,0*

	Этанол
	114,1±8,6*
	181,8±17,6*

	Гепарин → Этанол
	44,6±5,2*˚+
	245,0±9,1*˚+

	Протамин сульфат
	62,1±2,1
	112,6±4,2*

	Протамин сульфат → Гепарин
	60,0±2,6
	112,2±4,3

	Протамин сульфат → Этанол
	86,0±4,3*+
	116,6±4,0*+

	Протамин сульфат → Гепарин → Этанол
	135,1±8,5*^#
	150,9±7,1*^#


Различия статистически значимы относительно:
контрольной группы *- (р<0,05); 
группы гепарин о- (р<0,05); 
группы этанол +- (р<0,05); 
группы протамин сульфат → этанол ^- (р<0.05; 
группы гепарин → этанол # - (р<0,001).
       
В митохондриальной фракции активность алкогольдегидрогеназы в прямой реакции составила 114,1±8,6 нмоль/мин на мг белка, что достоверно выше по сравнению с контролем в 1,8 раза, в обратной – 181,8±17,6 нмоль/мин на мг белка, что также достоверно выше данных контрольной группы в 1,9 раза (табл.19.3) 
В цитоплазматической фракции клеток печени активность фермента в прямой реакции составила 183,1±22,1 нмоль/мин на мг белка, что достоверно выше по сравнению с контролем в 1,3 раза. Достоверных отличий по алкогольдегидрогеназной активности в обратной реакции в цитоплазматической фракции между группой этанола и контролем обнаружено не было (табл.19.4). 
В цитоплазматической фракции клеток печени активность фермента в прямой реакции в группе гепарин + этанол составила 43,6±2,9 нмоль/мин на мг белка, что достоверно ниже по сравнению с контролем в 3,1 раза, в обратной – 134,5±8,1 нмоль/мин на мг белка, что также достоверно ниже данных контрольной группы в 1,6 раза (табл.19.4). 
  Кроме того, предварительное введение животным гепарина в дозе 250 МЕ/кг приводило к снижению значений активности алкогольдегидрогеназы в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток печени крыс группы гепарин + этанол по сравнению с группой, которой вводился этанол. В митохондриальной фракции показатель ферментативной активности в прямой реакции был достоверно ниже данных группы этанола в 2,6 раза (табл.19.3). В цитоплазматической фракции клеток печени активность алкогольдегидрогеназы в прямой реакции в группе гепарин + этанол была достоверно ниже по сравнению с показателями группы этанола в 4,2 раза, в обратной – также достоверно ниже данных группы этанола в 1,4 раза (табл.19.4). Повышение активности алкогольдегидрогеназы наблюдалось в обратной реакции в митохондриальной фракции клеток   печени группы гепарин + этанол по сравнению с группой этанола: здесь показатель активности фермента был достоверно выше в 1,3 раза.
                                                                                                Таблица 19.4
Активность алкогольдегидрогеназы (нмоль/мин на мг белка) в цитоплазматической фракции клеток печени крыс при введении гепарина, этанола, протамин сульфата, а также при их совместном действии
	Группа
экспериментов
	Алкогольдегидрогеназа

	
	Прямая реакция
	Обратная реакция

	Контроль – интактная группа
	136,8±7,8
	212,2±12,1

	Гепарин
	130,8±5,3
	223,1±6,4

	Этанол
	183,1±22,1*
	190,7±17,4

	Гепарин → Этанол
	43,6±2,9*˚+
	134,5±8,1*˚+

	Протамин сульфат
	135,3±5,7
	235,2±7,5

	Протамин сульфат → Гепарин
	124,7±5,7
	218,4±8,7

	Протамин сульфат → Этанол
	59,2±2,6*+
	72,8±5,8*+

	Протамин сульфат → Гепарин → Этанол
	169,6±10,9*^#
	95,1±5,4*^#


Различия статистически значимы относительно:
контрольной группы *- (р<0,05); 
группы гепарин о- (р<0,05); 
группы этанол +- (р<0,05); 
группы протамин сульфат → этанол ^- (р<0.05); 
группы гепарин → этанол # - (р<0,001). 

Внутрибрюшинное введение животным этанола при действии протамин сульфата приводило к снижению алкогольдегидрогеназной активности в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток печени по сравнению с группой этанола. 
Так, в группе протамин сульфат → этанол активность фермента в прямой реакции в митохондриальной фракции составила 86,0±4,3 нмоль/мин на мг белка, что достоверно ниже данных группы этанола в 1,3 раза, в обратной – 116,6±4,0 нмоль/мин на мг белка, что также достоверно ниже по сравнению с группой этанола в 1,6 раза (табл.19.3). 
В цитоплазматической фракции клеток печени активность алкогольдегидрогеназы в прямой реакции составила 59,2±2,6 нмоль/мин на мг белка, что достоверно ниже по сравнению с данными группы этанола в 3,1 раза, в обратной – 72,8±5,8 нмоль/мин на мг белка, что также достоверно ниже по сравнению с группой этанола в 2,6 раза (табл.19.4).
Также наблюдалось изменение активности данного фермента в субклеточных фракциях группы протамин сульфат → этанол по сравнению с контрольной группой. Здесь активность алкогольдегидрогеназы в митохондриальной фракции была достоверно выше показателей контроля: в прямой реакции – в 1,4 раза, в обратной реакции - в 1,2 раза (табл. 19.3).     
Активность фермента в цитоплазматической фракции клеток печени крыс группы протамин сульфат → этанол была достоверно ниже показателей контроля: в прямой реакции  -   в 2,3 раза, в обратной реакции - в 2,9 раза (табл.19.4).
Определение активности алкогольдегидрогеназы в серии протамин сульфат → гепарин → этанол показало, что она в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток печени была выше по сравнению с группой протамин сульфат → этанол. 
В митохондриальной фракции активность фермента в прямой реакции составила 135,1±8,5 нмоль/мин на мг белка, что достоверно выше по сравнению с группой протамин сульфат → этанол в 1,6 раза, в обратной – 150,9±7,1 нмоль/мин на мг белка, что также достоверно выше данных группы протамин сульфат → этанол в 1,3 раза (табл.19.3). 
В цитоплазматической фракции клеток печени активность алкогольдегидрогеназы в прямой реакции составила 169,6±10,9 нмоль/мин на мг белка, что достоверно выше по сравнению с группой протамин сульфат → этанол в 2,9 раза, в обратной – 95,1±5,4 нмоль/мин на мг белка, что также достоверно выше данных группы протамин сульфат + этанол в 1,3 раза (табл.19.4).
Достоверные отличия активности алкогольдегидрогеназы в группе протамин сульфат →  гепарин →  этанол от группы этанола наблюдались только в обратной реакции в цитоплазматической фракции клеток печени. Здесь показатель активности фермента был ниже данных группы этанола в 2 раза. Определение активности алкогольдегидрогеназы в группе протамин сульфат →  гепарин →  этанол также выявило наличие достоверных отличий от показателей группы гепарин →  этанол. В митохондриальной фракции клеток печени крыс активность фермента в прямой реакции была выше по сравнению с группой гепарин →  этанол в 3 раза, в обратной – ниже в 1,6 раза (табл.19.3). 
В цитоплазматической фракции активность алкогольдегидрогеназы  в прямой  реакции была  выше по сравнению с группой протамин сульфат + этанол в 3,9 раза, в обратной – ниже в 1,4 раза (табл.19.4). 
Предварительное введение гепарина и протамин сульфата в наших опытах с этанолом достоверно изменяло активность лактатдегидрогеназы и алкогольдегидрогеназы в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток печени крыс. В связи с этим возникает вопрос: не могут ли гепарин и протамин сульфат самостоятельно оказывать влияние на активность исследуемых ферментов. Для ответа на данный вопрос нами было проведено исследование ферментативной активности в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток печени двух групп крыс, одной из которых вводили гепарин в дозе 250 МЕ/кг, а другой – протамин сульфат в дозе 10 мг/кг. Достоверных изменений активности лактатдегидрогеназы не выявлено. Незначительные изменения активности алкогольдегидрогеназы наблюдались в обратной реакции в митохондриальной фракции клеток печени. 
Биохимически, на примере исследования двух оксидоредуктаз (лактатдегидрогеназы – ключевого фермента энергетического обмена – гликолиза и алкгольдегидрогеназы – фермента биотрансформации ксенобиотиков) показано влияние экзогенного этанола на активность их в субклеточных фракциях (митохондриальной, цитоплазматической) печени крыс. Предварительно показатели ферментативных реакций были исследованы у интактных животных и животных, которым вводился гепарин.   
Исследование активности лактатдегидрогеназы у интактных животных показало, что в данных фракциях скорость обратной реакции фермента выше скорости прямой реакции, то есть скорость образования пирувата выше скорости образования лактата. Лактат как источник пирувата важен при нормальной жизнедеятельности организма. Его превращение в пируват и дальнейшее использование последнего являются способом утилизации лактата. В печень через кровь лактат поступает из клеток с преобладающим анаэробным способом катаболизма глюкозы (например, эритроцитов) или  интенсивно работающих мышц. В печени лактатдегидрогеназная реакция протекает в сторону образования пирувата из лактата. Далее пируват включается в глюконеогенез, а образовавшаяся глюкоза поступает в кровь. Часть пирувата, образованного из лактата, окисляется печенью до СО2 и Н2О (Островский и др., 1988; Северин, 2003). Также у интактных животных показатели активности алкогольдегидрогеназы в обратной реакции были выше, чем в прямой реакции как в митохондриальной, так и в цитоплазматической фракциях. В физиологических условиях фермент образует, а не потребляет эндогенный этанол и таким образом активно регулирует уровень эндогенного ацетальдегида. Количество ацетальдегида в тканях на несколько порядков ниже, чем этанола, а сам ацетальдегид легко вступает в химические реакции и превращается по различным направлениям (Зезеров, 1998; Seitz, Becker, 2007; Zakhari, 2006).
Однократное введение гепарина экспериментальным животным не вызывало изменений показателей активности лактатдегидрогеназы. Незначительное повышение активности алкогольдегидрогеназы в обратной реакции было зафиксировано в митохондриальной фракции. Показано (Григорьев, 1965; Шурин и др., 1965), что гепарин как при длительном введении, так и при однократном вливании больших доз сравнительно хорошо переносится животными и не вызывает каких-либо существенных изменений в их функциональном состоянии. В то же время гепарин может активировать некоторые НАД-зависимые дегидрогеназы печени (Грицюк, 1981; Фролькис и др., 1973; Jaques, 1980). 
Экзогенный этанол при попадании в организм немедленно подвергается биотрансформации. При введении в организм больших доз этанола наблюдается изменение микроциркуляции внутренних органов, в частности в печени, что приводит к изменению активности ферментов в субклеточных фракциях (перераспределение активности лактатдегидрогеназы и алкогольдегидрогеназы в цитоплазме клеток и нарушение взаимодействия ферментов с митохондриальной мембраной). 
В нашем исследовании введение этанола приводило в цитоплазматической фракции к резкому увеличению активности лактатдегидрогеназы в прямой реакции и ее снижению в обратной, что свидетельствует о смещении равновесия в сторону образования лактата. Этанол угнетает глюконеогенез в печени (Heikkonen et al., 1998). Этот эффект связан со сменой окислительно-восстановительных процессов, возрастанием соотношения НАДН/НАД и лактат/пируват. 
Аналогичные изменения активности алкогольдегидрогеназы происходили в цитоплазматической фракции - показатели активности прямой реакции резко возрастают, в результате чего из этанола начинает активно нарабатываться ацетальдегид. Алкогольдегидрогеназа - один из ключевых ферментов, участвующих в метаболизме алкоголя в организме и обеспечивающих при алкогольной интоксикации окисление большей части поступившего в организм этанола (Зезеров, 1998; Borson, Kaili, 1987; Zakhari, 2006).
В митохондриальной фракции клеток печени наблюдалось резкое повышение активности лактатдегидрогеназы и алкогольдегидрогеназы как в прямой, так и в обратной реакции. Очевидно это связано с тем, что, в результате процесса активного образования ацетальдегида из этанола при острой алкогольной интоксикации, первый опосредованно активирует перекисное окисление липидов мембран, что приводит к нарушению структуры липидного бислоя, а, как известно, часть лактатдегидрогеназы (около 23% фермента) и алкогольдегидрогеназы (около 20%) клеток печени находится в связанном с мембранами состоянии (Клячко, Нейфах, 1984; Montavon et al., 1989; Sayd et al., 1998). 
Мембраносвязанные ферменты обладают более низкими показателями активности, чем их свободные формы. К тому же увеличение концентрации НАДН и НАД, которое наблюдается при введении в организм экзогенного этанола, сопровождается  снижением количества фермента, связанного с мембранами (Березин и др., 1982; Есакова, Иванов, 1992; Муронец, Наградова, 1984). По-видимому, резкое повышение активности ферментов направлено на снятие токсических эффектов экзогенного этанола.      
Исходя из данных, полученных нами в экспериментах и представленных в литературе, можно составить следующую гипотетическую схему действия экзогенного этанола в организме. Основная его часть окисляется в печени до ацетальдегида, который впоследствии окислится до ацетата и направится в цикл Кребса. Если в организм попадают большие дозы этанола, как в нашем случае, то из-за разных скоростей окисления этанола и ацетальдегида в цитозоле резко повышается концентрация последнего. 
Ацетальдегид - очень реакционноспособное соединение; он неферментативно может ацетилировать SH-, NH2-группы белков и других соединений в клетке и нарушать их функции. Ацетилирование ядерных, цитоплазматических ферментов и структурных белков приводит к снижению синтеза экспортируемых печенью в кровь белков, например альбумина, который поддерживает коллоидно-осмотическое давление, а также участвует в транспорте многих гидрофобных веществ в крови. 
Нарушение функций альбумина в сочетании с повреждающим действием ацетальдегида на мембраны сопровождается поступлением в клетки по градиенту концентрации ионов натрия и воды, происходит их осмотическое набухание и нарушение функций (Северин, 2003). Активное окисление этанола и ацетальдегида приводит к увеличению отношения НAДH/НAД, что замедляет реакцию окисления лактата, увеличивается соотношение лактат/пируват и снижается скорость глюконеогенеза. В крови возрастает концентрация лактата, это приводит к лактоацидозу (Heikkonen et al., 1998; Wachtel et. al., 1998). Нарушение структуры мембран митохондрий, вызванное мембранотропным действием этилового спирта и повреждающим действием ацетальдегида на мембраны, приводит к снижению количества мембраносвязанных форм ферментов, в результате чего повышается их активность, а эффективность работы снижается (Березин и др., 1982). 
19.4. Альдегиддегидрогеназа
Продуктом окисления этанола является ацетальдегид. В связи с тем, что этанол в химическом отношении во много раз менее активен, чем ацетальдегид, этанолу правильнее было бы отвести роль тупикового субстрата (Островский и др., 1988; Божко, 1990; Зиматкин, 1995). Широкое распространение в тканях и высокая биологическая активность ацетальдегида определяет его патогенную значимость как фактора соматической и неврологической патологии при алкоголизме. Среди биологических эффектов ацетальдегида одно из существенных мест занимает дозозависимое ингибирование белкового синтеза (Larkin et al., 1996). Физиологический аспект действия ацетальдегида при умеренных концентрациях выражается в стимуляции выброса катехоламинов. Он вызывает также гипергликемию, снижение уровня калия, повышение уровня свободных жирных кислот (Гарбер и др., 1988).  
Ацетальдегид – чрезвычайно активное соединение благодаря своей карбонильной группировке оно способно участвовать в различного рода неферментативных процессах: образование полуацеталей, меркаптополуацеталей, взаимодействие с аминогруппами, участие в реакциях дисмутации и альдольной конденсации (Островский и др., 1988).
Биологическое окисление альдегидов катализируется в организме животных и человека преимущественно неспецифической альдегиддегидрогеназой (альдегид: НАД оксидоредуктазой КФ 1.2.1.3.). Реакция, катализируемая АлДГ, необратима:
СН3СНО + НАД+ + Н2О → СН3СООН + НАДН + 2Н+
Многие ткани млекопитающих содержат АлДГ: печень, почка, матка, надпочечники, половые железы, тонкий кишечник, мозг, сердце, жировая ткань, лёгкие (ткани расположены в порядке уменьшения активности фермента), также альдегиддегидрогеназа была обнаружена в слюне и корнях волос (Dyck, 1995). Активность фермента обнаружена в митохондриях, цитозоле и микросомах (Kunitoh et al., 1997; Negoro et al., 1997).
Альдегиддегидрогеназы – семейство ферментов, которые катализируют окисление клеточных альдегидов до карбоновых кислот. Физиологические субстраты включают ацетальдегид и альдегиды, образующиеся в резуьтате окислительного дезаминирования биогенных аминов, таких как норадреналин, дофамин и серотонин (Линдрос, Синклер, 1982). Альдегиддегидрогеназы подразделяются на три группы.
Класс 1 – фермент находится в цитозоле и является НАД зависимым, предпочтительным субстратом для него являются алифатические альдегиды.
Класс 2 – альдегиддегидрогеназа, локализованная в митохондриях. Данная изоформа, по-видимому, играет главную роль в окислении ацетальдегида. Подобно АлДГ класса 1, АлДГ класса 2 использует в качестве кофермента НАД и в качестве субстрата алифатические альдегиды. Альдегиддегидрогеназы класса 1 и 2 являются тетрамерами. Каждая их субъединица имеет в своём составе приблизительно 500 аминокислот, и её молекулярная масса составляет приблизительно 55 kDa.
Третий класс альдегиддегидрогеназ – обнаружен в цитозоле. В качестве кофермента она может использовать НАДФ и предпочтительно катализирует окисление ароматических альдегидов, бензальдегида. Альдегиддегидрогеназа 3-го класса является димером. Каждая её субъединица состоит из 453 аминокислот, и имеет вес приблизительно 50 kDa (Boesch et al., 1996).
Мозг крысы метаболизирует ацетальдегид со скоростью 100 нМоль/мин на 1 г ткани. При повышении концентрации ацетальдегида в мозге с 0.17 до 0.50 мМ скорость его окисления в митохондриях мозга возрастала в 2 – 3 раза, что указывает на зависимость окисления не только от активности фермента, но и от концентрации субстрата (Сытинский, 1980).
Активность АлДГ обнаружена как в клетках глии, так и в нейронах, а также в синаптосомах мозга крысы. Наиболее высокая АлДГ наблюдалась в хвостатом ядре, а наименьшая – в мозжечке. Распределение АлДГ мозга между митохондриями и цитозолем зависит от субстрата, используемого для определения активности. Так, у крыс 40% альдегидокисляющей способности приходится на митохондрии мозга и 60%  - на цитозоль (Островский и др., 1988).
Характерной особенностью ацетальдегида является способность неферментативно взаимодействовать с дофамином и норадреналином, образуя при этом алкалоидоподобные соединения – тетраизогидрохолины (ТИГХ) (Сытинский, 1980; Островский и др., 1988). Показано, что ТИГХ, как и другие нейротрансмиттеры, обладают характерными фармакологическими свойствами: выявлены специфические механизмы их захвата, депонирования и выброса (Зайцев, 1993). Они конкурируют с естественными нейромедиаторами и налоксоном, антагонистом морфина. 
В эффектах ТИГХ, как и морфина, одним из ведущих механизмов является падение уровня кальция в мозге, в связи, с чем допускается прямое участие ТИГХ в развитии алкогольной зависимости и абстинентного синдрома (Ekman et al., 1994). В эксперименте ТИГХ меняют продолжительность вызванного наркотического сна, снижают добровольное потребление алкоголя животными и часто снимают проявление абстиненции. В последнем случае не исключено опосредованное влияние ТИГХ через вмешательство в обмен катехоламинов (Сытинский, 1980).
Одним из представителей ТИГХ является сальсолинол (1-метил-6,7-диокси-1,2,3,4-тетрагидроизохолин). Образование данного алкалоида было обнаружено при инкубировании гомогенатов ткани ствола мозга крысы в фосфатном буфере (рН 7.4 при 37ºС) с 14С-дофамином в присутствии этанола (100 мМоль) или ацетальдегида (0.5 – 4.0 мМоль). Продукция алкалоида была прямо пропорциональна концентрации ацетальдегида.
Вторая группа алкалоидов, образующихся при взаимодействии ацетальдегида с производными триптофана и триптамина, представлена тетрагидро-β-карболинами (ТГК), дигидро-β-карболинами (ДГК) и β-карболинами (К). β-карболины обладают галлюциногенной активностью и считаются весьма активными фармакологическими психотропными агентами. Механизм образования β-карбонинов сходен с таковым ТИГХ и в организме животных и человека в основном связан с взаимодействием индоламинов с ацетальдегидом и формальдегидом (Майский и др., 1982). Соединения β-карболинов обладают широким спектром фармакологической активности. Среди них имеются вещества способные ингибировать моноаминоксидазу (МАО) и обратный захват серотонина. Они могут высокоспецифично связываться с бензодиазепиновыми рецепторами. Являясь ингибиторами МАО β-карболины уменьшают поступление серотонина в нервные окончания, что ведёт к усилению активности серотонинергической системы, с другой стороны, подавление МАО, по-видимому, приводит к тому, что путь метаболизма серотонина до 5-оксииндолуксусной кислоты перестаёт являться основным, и его метаболизм идёт в направлении мелатонина и мексамина – соединений, циклизация которых снова ведёт к образованию соответствующих β-карболинов (Жуков, 1982).
В наших экспериментах по изучению влияния гепарина и протамин сульфата на активность альдегиддегидрогеназы было показано, что при данных условиях эуспериментов активность фермента достоверно не отличается от контрольной серии. Внутрибрюшинное введение этанола в дозе 4.5 г/кг сопровождается снижением активности альдегиддегидрогеназы в митохондриально фракции мозга в 2.2 раза, а в печени – в 1.4 раза относительно контрольных величин (табл. 19.5).
Предварительное введение гепарина и протамин сульфата с последующей инъекцией тестовой дозы этанола не способствовало восстановлению активности альдегиддегидрогеназы до контрольного уровня. Следует отметить, что минимальная активность фермента и в мозге и в печени регистрировалась при комбинации протамин (10 мг/кг)→ этанол (4.5. г/кг), а при комбинации протамин (10 мг/кг) → гепарин (250МЕ/кг)→ этанол (4.5. г/кг) показатели активности соответствовали таковым, полученным при введении этанола (табл.19.5).                                                                       
                                                                               Таблица 19.5
Активность АлДГ крыс в митохондриальной фракции клеток мозга и печени (нМоль НАДН/мин на 1 мг белка) через 24 часа после внутрибрюшинного введения этанола, гепарина и протамин сульфата
	№ 
п/п
	Условия эксперимента
	Субстрат - митохондрии

	
	
	мозг
	печень

	1
	Контроль
	51.6±3.5
	149.8±9.1

	2
	Этанол, 4.5 г/кг
	23.5±2.3*
	104.6±7.0*

	3
	Гепарин (25 МЕ/кг) →  этанол (4.5 г/кг)
	24.4±1.7*
	103.9±4.5*

	4
	Гепарин (250 МЕ/кг) →  этанол (4.5 г/кг)
	31.1±1.4*+  0
	140.5±6.7+ 0

	5
	Гепарин (2500 МЕ/кг) →  этанол (4.5 г/кг)
	32.6±1.4*+  0
	135.2±8.0+ 0

	6
	Протамин (10 мг/кг)→ этанол (4.5. г/кг)
	16.1±1.7*+
	98.6±10.9*

	7
	Протамин (10 мг/кг) → гепарин (250МЕ/кг)→ этанол (4.5. г/кг)
	26.3±1.3*#
	109.2±5.9*


* - достоверные отличия от контроля (р<0.05);   0 – от серии 3 (р<0.05);
# - от серии 6 (р<0.05);  + - от серии 2 (р<0.05).
В цитоплазматической фракции клеток мозга и печени активность альдегиддегидрогеназы имела тенденцию к снижению аналогичную изменениям в митохрндриальной фракции (табл. 19.6).                                                                                     
                                                                          Таблица 19.6
Активность альдегиддегидрогеназы крыс в цитоплазматической фракции клеток мозга и печени (нМоль НАДН/мин на 1 мг белка) через 48 часов после внутрибрюшинного введения этанола, гепарина и протамин сульфата
	№ 
п/п
	Условия эксперимента
	Субстрат - цитоплазма

	
	
	мозг
	печень

	1
	Контроль
	155.2±6.7
	297.9±9.5

	2
	Этанол, 4.5 г/кг
	121.3±4.1*
	271.5±15.2

	3
	Гепарин (25 МЕ/кг) →  этанол (4.5 г/кг)
	119.5±4.7*
	269.4±10.8

	4
	Гепарин (250 МЕ/кг) →  этанол (4.5 г/кг)
	125.1±5.3*
	299.1±12.1

	5
	Гепарин (2500 МЕ/кг) →  этанол 4.5 г/кг
	124.7±513*
	290.5±14.5

	6
	Протамин (10 мг/кг)→ этанол (4.5. г/кг)
	88.2±9.4*+
	278.2±8.5

	7
	Протамин (10 мг/кг) → гепарин (250МЕ/кг)→ этанол (4.5. г/кг)
	115.9±5.3*#
	289.2±7.8


* - достоверные отличия от контроля (р<0.05); 
0 – достоверные отличия от серии 3 (р<0.05);
# - достоверные отличия от серии 6 (р<0.05); 
+ - достоверные отличия от серии 2 (р<0.05).                                       
Через 48 часов после введения исследуемых веществ показатели активности альдегиддегидрогеназы в митохондриальной и цитоплазматической фракциях печени возвращаются к уровню контрольных величин.                                                                                            
Как было указано выше, продуктом окисления этанола является ацетальдегид, в связи с чем была проведена серия экспериментов по изучению влияния ацетальдегида, гепарина и протамин сульфата на активность альдегиддегидрогеназы в митохондриальной и цитоплазматической фракциях мозга и печени. Ацетальдегид в дозе 0.1 мг/кг вызывает снижение активности ферментв в митохондриальной фракции мозга и печени в 1.5 раза (табл. 19.7).
Максимальное снижение активности альдегиддегидрогеназы в наших экспериментах зафиксировано при введении ацетальдегида на фоне действия протамин сульфата. В этом случае активность фермента в митохондриальной фракции мозга снижается в 2 раза, а в печени в 1.8 раза относительно контроля. Обратная картина наблюдается при введении гепарина с ацетальдегидом в виде смеси, предварительно инкубированной при 37°С в течение 60 мин. Полученные данные в этом случае не от личаются от контроля (табл.19.7).
                                                                                         Таблица 19.7
Активность альдегиддегидрогеназы крыс в митохондриальной фракции лееток мозга и печени (нМоль НАДН/мин на 1 мг белка) через 15 мин после внутрибрюшинного введения ацетальдегида, гепарина 
и протамин сульфата
	№ 
п/п
	Условия 
эксперимента
	Субстрат – митохондрии

	
	
	мозг
	печень

	1
	Контроль
	51.6±3.5
	149.8±9.1

	2
	Ацетальдегид, 0.1 мг/кг
	36.5±2.5*
	99.1±6.3*

	3
	Гепарин (250 МЕ/кг)→ ацетальдегид (0.1мг/кг)
	48.0±2.6+
	125.4±3.6*+

	4
	Протамин (10 мг/кг)→ ацетальдегид (0.1мг/кг)
	25.1±2.7*
	82.0±6.4*

	5
	Гепарин (250 МЕ/кг) + ацетальдегид (0.1 мг/кг) после 60 мин инкубации
	50.3±3.6+
	127.0±4.4+


*- достоверные отличия от контроля (р<0.05);
+ - достоверные отличия от серии 2 (р<0.05).                                                            

Аналогичные изменения активности альдегиддегидрогеназы происходят и в цитоплазматической фракции мозга и печени (табл. 19.8).
Экзогенный этанол при попадании в организм немедленно подвергается биотрансформации. Показано, что после введения этанола уровень ацетата – конечного продукта биотрансформации – в крови увеличивается уже через 10 мин. При попадании в организм больших доз этанола наблюдается изменение активности ферментов, участвующих в процессе его биотрансформации. Так отмечено, что при введении этанола в организм у животных наблюдается падение альдегиддегидрогеназной активности (Сатановскя, 1990). Данный эффект явился одним из важных критериев для оценки токсического воздействия различных доз экзогенного этанола (Musshoff, 1998).
                                                                         Таблица 19.8
Активность альдегиддегидрогеназы крыс в цитоплазматической фракции клеток мозга и печени (нМоль НАДН/мин на 1 мг белка) через 15 мин после внутрибрюшинного введения ацетальдегида, гепарина 
и протамин сульфата
	№ 
п/п
	Условия эксперимента
	Субстрат - цитоплазма

	
	
	мозг
	печень

	1
	Контроль
	155.2±6.7
	297.9±9.5

	2
	Ацетальдегид, 0.1 мг/кг
	113.2±6.4*
	202.2±5.9*

	3
	Гепарин (250 МЕ/кг) → ацктальдегид (0.1 мг/кг)
	138.3±3.7+
	271.0±6.2+

	4
	Протамин (10 мг/кг)→ ацетальдегид (0.1 мг/кг)
	89.0±6.8*+
	160.5±9.4*

	5
	Гепарин (250 МЕ/кг) + ацетальдегид (0.1 мг/кг) после 60 мин инкубации
	147.0±3.0+
	284.0±5.5+


* - достоверные отличия от контроля (р<0.05);
+ - достоверные отличия от серии 2 (р<0.05).

Наши исследования показали, что через сутки после внутрибрюшинного введения этанола крысам у них наблюдается падение альдегиддегидрогеназной активности в митохондриальной фракции клеток мозга и печени и в цитоплазматической фракции клеток мозга. По всей вероятности, наблюдаемый эффект происходит главным образом за счёт снижения активности фермента, а не уменьшения его количества (Сатановская, 1990).
По данным наших экспериментов видно, что наибольшему воздействию подвергается альдегиддегидрогеназа клеток мозга, её активность падает более чем в два раза. В то время как активность альдегиддегидрогеназы цитоплазмы клеток печени практически не изменяется. По данным Божко (1990), активность альдегиддегидрогеназы в мозге лучше коррелирует с потреблением этанола, чем активность фермента в печени. Данный эффект, по-видимому, связан со специфической функцией печени, как органа, где происходит инактивация практически всех вредных для организма веществ. В ней, по-видимому, процесс восстановления ферментативной активности альдегиддегидрогеназы происходит быстрее, чем в мозге.
Влияние введения этанола на активность альдегиддегидрогеназы сохраняется не более двух суток, и к концу данного периода наблюдается её полное восстановление.
Основная часть экзогенного этанола, попавшего в организм окисляется в печени до ацетальдегида, который в свою очередь окисляется альдегиддегидрогеназой до ацетата и направляется в цикл Кребса. Если в организм попадают большие дозы экзогенного этанола, как в нашем случае, то печёночная альдегиддегидрогеназа перестаёт справляться, и образующийся из этанола ацетальдегид начинает выбрасываться в кровь.
Далее с током крови ацетальдегид разносится по организму и попадает, в том числе, в ЦНС. Для ацетальдегида показана способность проникать через гематоэнцефалический барьер (Островский и др., 1988). Под действием ацетальдегида в ЦНС наблюдается быстрый выброс катехоламинов и ускоренный их катаболизм (Анохина, 1998), что, в конечном счёте, ведёт к снижению их концентрации в мозге. Наряду с этим в мозге наблюдается увеличение концентрации ГАМК и отмечено увеличение аффинности ГАМКергических рецепторов после введения в организм больших доз этанола (Жук и др., 1989). Всё это ведёт к усилению процессов торможения в ЦНС и, как следствие, животное впадает в наркотический сон (Quinlan et al., 1998).
Поиск веществ, в том числе и эндогенной природы, способных нивелировать токсические эффекты больших доз этанола, является в настоящее время одним из важных направлений в наркологии (Анохина, 1998). Одним из кандидатов на эту роль является гепарин. 
Физиологическая роль гепарина может быть продемонстрирована в опытах с протамин сульфатом. В медицинской и экспериментальной практике для нейтрализации экзогенного гепарина используются вещества, подавляющие его активность. Наиболее распространёнными в настоящее время антагонистами гепарина являются протамин сульфат и протамин хлорид, получаемые из зрелых семенников различных пород рыб. В основе механизма антигепаринового действия группы белков протаминов лежит явление комплекообразования, так как протамины являются носителями свободных аминогрупп, и гепарин активно взаимодействует с ними. Одной из работ А.Е. Хомутова (1980) показано, что внутрибрюшинное введение протамин сульфата в дозе 10 мг/кг инактивирует эндогенный гепарин у крыс.
Инактивация эндогенного гепарина протамин сульфатом ведёт к ещё большему снижению альдегиддегидрогеназной активности в митохондриальной фракции клеток мозга и печени, а также цитоплазматической фракции клеток мозга, что говорит об усилении воздействия, которому подвергается данная ферментативная система.
Таким образом, гепарин, в нормальных физиологических условиях, по- видимому, способен выполнять в организме роль эндогенного антидота к токсинам различного происхождения.
Экзогенный гепарин действует синергично с эндогенным. Однонаправленность их действия была продемонстрирована в опытах с последовательным введением протамин сульфата гепарина и этанола. Ферментативная активность альдегиддегидрогеназы в группе протамин сульфат → гепарин → этанол была выше в митохондриальной фракции клеток мозга и печени, а также в цитоплазматической фракции клеток мозга по сравнению с группой протамин сульфат → гепарин, тем не менее, она была ниже в митохондриальной фракции клеток мозга по сравнению с группой гепарин → этанол.
Таким образом, экзогенный гепарин в дозе 250 МЕ/кг способен компенсировать предварительное связывание эндогенного гепарина протамин сульфатом. Однако одно только введение экзогенного гепарина явно не достаточно для улучшения физиолого-биохимического состояния организма, что указывает на суммацию действия эндогенного и экзогенного гепарина.
Ранее уже отмечалось, что физиологические, биохимические и токсические свойства экзогенного этанола большинство исследователей относят на счёт ацетальдегида, вещества, образующегося на первом этапе его биотрансформации. Внутрибрюшинное введение крысам ацетальдегида в дозе 0.1 мг/кг резко снижает у них поведенческую активность и активность альдегиддегидрогеназы, даже в цитоплазматической фракции клеток печени. Предварительное введение гепарина в дозе 250 МЕ/кг способствовало частичному снижению токсических эффектов ацетальдегида, что выражалось в повышении альдегиддегидрогеназной активности в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток мозга и печени.
Предварительное введение протамин сульфата в дозе 10 мг/кг усиливало токсическое действие ацетальдегида ещё более снижая активность альдегиддегидрогеназы в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток мозга и печени.
Антитоксическое действие гепарина можно было бы объяснить увеличением активности альдегиддегидрогеназы, ведь чем она активнее работает, тем быстрее происходит превращение токсичного ацетальдегида в менее токсичный ацетат, который затем используется в цикле Кребса. Однако нашими экспериментами было показано, что внутрибрюшинное введение гепарина в дозе 250 МЕ/кг не изменяет активность альдегиддегидрогеназы в митохондриальной и цитоплазматической фракциях клеток мозга и печени.


                                                         
                                                          














ГЛАВА 20. МОДИФИКАЦИЯ ГЕПАРИНОМ 
ПОВЕДЕНЧЕСКИХ РЕАКЦИЙ КРЫС В ТЕСТЕ «ОТКРЫТОЕ ПОЛЕ», 
ИНДУЦИРОВАННЫХ НАРКОТИЧЕСКИМИ СРЕДСТВАМИ
Оценка поведенческих реакций крыс в тесте «Открытое поле» производилась с учётом следующих показателей: локомоции, замирания, обнюхивания количества вертикальных стоек, груминга, показателей уринации и дефекации (Буреш и др., 1991; Судаков, 2013). Однако эксперименты показали, что акты уринации и дефекации регистрируются в единичных проявлениях, в связи с чем эти показатели не отмечены в иллюстративном материале.
20.1. Курареподобные средства
Кураре и курареподобные препараты применяют в медицине для расслабления скелетной мускулатуры, главным образом при хирургических операциях. Действие этих препаратов связано с их специфическим влиянием на н-холинорецепторы в области окончаний двигательных нервов  (Каркищенко, 1993; Litwiller, 1969). Курареподобные мышечные релаксанты принято делить, в зависимости от особенностей механизма их действия, на две основные группы. 
Недеполяризующие (антидеполяризующие) миорелаксанты - парализуют нервно-мышечную передачу вследствие того, что они уменьшают чувствительность н-холинорецепторов к ацетилхолину и тем самым исключают возможность деполяризации концевой пластинки и возбуждения мышечного волокна. Фармакологическими антагонистами этих соединений являются антихолинэстеразные вещества; угнетая в соответствующих дозах активность холинэстеразы, они приводят к накоплению в области синапсов ацетилхолина, который с повышением концентрации ослабляет взаимодействие курареподобных веществ с н-холинорецепторами и восстанавливает нервно-мышечную проводимость (Белоярцев, Хмелевский, 1970).
Деполяризующие препараты вызывают мышечное расслабление за счёт холиномиметического действия, связанного с относительно стойкой деполяризацией н-холинорецепторов концевой пластинки, т.е. действуя подобно тому, как действуют избыточные количества ацетилхолина, что также нарушает проведение возбуждения с двигательных нервов на скелетные мышцы (Бенькович, 2000; Машковский, 2002).
20.1.1. Диплацин
Диплацин – 1,3 Бис (β-платинециний-этокси)-бензол дихлорид. Белый кристаллический порошок, очень хорошо растворим в воде. Диплацин относится к недеполяризующим (антидеполяризующим) миорелаксантам, парализующим нервно-мышечную передачу. 
В наших экспериментах при введении физиологического раствора (контроль) локомоторная деятельность варьирует в пределах 30-44 актов за время наблюдения (5 мин) (рис. 20.1).
Внутрибрюшинная инъекция гепарина в дозе 500 МЕ/кг сопровождается аналогичной локомоторной активностью, что и при введении физиологического раствора, однако через час после введения отмечается достоверное снижение количества локомоторных актов, относительно контроля.
Введение диплацина в дозе 1 мг/кг вызывает резкое снижение двигательной активности до 3.7±0.8 актов через час после инъекции с последующим частичным восстановлением показателя через 24 часа до 10.7±1.1 актов/5 мин (рис. 20.1).
Комбинация диплацин → гепарин через час после введения характеризуется снижением показателя локомоции, а через 6 и 24 часа эти различия статистически значимы (р≤ 0,05). Таким образом, гепарин, введённый на фоне действия диплацина усиливает его эффект, в связи с чем показатели локомоции снижаются до 2.0±0.3 через 6 часов после инъекции и до 6.0±0.5 актов через сутки (рис. 20.1).
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Рис. 20.1. Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении
диплацина и гепарина
1. Физ. раствор (контроль);       2. Гепарин (500 МЕ/кг);
3. Диплацин (1,0 мг/кг);            4. Диплацин→Гепарин;
5. Гепарин→Диплацин;             6. Гепарин +Диплацин.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
+ - Различия между группами диплацин и диплацин – гепарин 
статистически значимы (р≤ 0,05)

Иная картина наблюдалась при инъекции диплацина на фоне предварительного введения гепарина. В этом случае локомоторная активность не только достигает контрольных величин, но и резко увеличивается относительно серии с введением диплацина и комбинации диплацин → гепарин (рис. 20.1).
При введении смеси гепарин + диплацин в соотношении 5:1 соответственно локомоторная активность достоверно снижена относительно контрольных величин. Следует отметить, что характерной чертой данной комбинации является потенцирование угнетающего действия диплацина во времени. Так, если через час после инъекции смеси показатель локомоции соответствует 19.0±1.7, то через 24 часа - 8.0±0.6 актов/5 мин (рис. 20.1).
При внутрибрюшинном введении диплацина в дозе 1 мг/кг резко снижается количество актов замирания, обнюхивания, количество вертикальных стоек и груминг (табл. 20.1).                                                                                           
                                                                                      Таблица 20.1
Влияние гепарина и диплацина на поведение крыс в тесте
 открытое поле.
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час
	Поведенческие акты

	
	
	Замирание
	Вертикаль.
стойки
	Обнюхи-вание
	Груминг

	Физиологический раствор
(контроль)
	1
	5.4±0.7
	6.7±0.9
	5.4±0.4
	4.2±0.5

	
	6
	5.8±0.6
	4.0±0.7
	4.7±0.5
	2.0±0.5

	
	24
	3.7±0.8
	5.3±0.8
	5.0±0.3
	3.8±0.9

	Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	5.0±0.5
	6.8±0.3
	6.0±1.0
	2.8±0.1*

	
	6
	3.8±0.8
	6.0±0.3
	3.0±0.3
	1.0±0.1*

	
	24
	2.3±0.3
	6.7±1.1
	4.7±0.7
	3.0±0.4

	Диплацин
 (1 мг/кг)
	1
	1.0±0.1*
	0.4±0.01*
	1.3±0.3*
	0,3±0.01*

	
	6
	1.0±0.2*
	0.3±0.01*
	0.7±0.05*
	0.7±0.09*

	
	24
	1.7±0.6*
	2.0±0.4*
	4.3±0.6
	2.0±0.3*

	Диплацин (1.0 мг/кг)
→ Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	1.7±0.2*
	0.5±0.02*
	3.7±0.5+
	0.3±0.01*

	
	6
	1.3±0.3*
	0.3±0.02*
	1.3±0.1*
	0.4±0.01*

	
	24
	2.3±0.5*
	0.7±0.05*
	2.0±0.1*+
	1.3±0.2*

	Гепарин (500 МЕ/кг)
→ Диплацин (1.0мг/кг)
	1
	3.0±0.1*+
	4.7±0.8+
	9.6±1.7*+
	4.0±0.7+

	
	6
	4.6±0.7+
	3.0±0.5+
	7.7±1.2*+
	1.3±0.2

	
	24
	5.3±1.1+
	4.3±0.6+
	10.0±1.7*+
	0.7±0.03*+

	        Гепарин (500МЕ/мл)+ Диплацин (2 мг/мл)
	1
	4.3±0.4+
	3.3±0.9*+
	5.7±1.3+
	0.7±0.1*

	
	6
	3.0±0.1*+
	1.7±0.2*+
	5.0±0.8+
	1.3±0.6

	
	24
	1.0±0.1*
	1.0±0.03*+
	2.3±0.2*+
	1.0±0.1*+


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы.
+ - Различия между группами диплацин и диплацин – гепарин 
статистически значимы (р≤ 0,05)

     Диплацин в различных комбинациях с гепарином разнонаправленно влияет на поведение крыс. Так, при введении гепарина на фоне действия диплацина параметры регистрируемых поведенческих актов (замирание, вертикальные стойки, обнюхивание и груминг) не отличаются достоверно от данных, полученных при введении только диплацина. При предварительном и совместном введении гепарина исследованные показатели поведения крыс достоверно отличаются от серии с введением только диплацина (табл. 20.1)
20.1.2. Дитилин
Дитилин – β-диметиламиноэтилового эфира янтарной кислоты дийодметилат. Белый мелкокристаллический порошок. Легко растворим в воде, очень мало в спирте. Деполяризующий миорелаксант.
По химическому строению молекула дитилина может рассматриваться как удвоенная молекула ацетилхолина. Является основным представителем деполяризующих (двухфазных) миорелаксантов. При внутривенном введении нарушает проведение нервно-мышечного возбуждения и вызывает расслабление скелетных мышц.
Картина изменений поведенческих реакций крыс в тесте «Открытое поле» при введении дитилина и дитилина в различных комбинациях с гепарином напоминает таковую в серии экспериментов с введением диплацина.
Двигательная активность крыс при введении дитилина в дозе 1 мг/кг особенно резко снижается через час после инъекции. Так, показатель локомоции в контрольной серии равен 44.6±8.7, а при введении дитилина - 2.3±0.7 актов/5 мин (рис. 20.2).  
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Рис. 20.2. Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении
дитилина и гепарина
1. Физ. раствор (контроль);            2. Гепарин (500 МЕ/кг);
3. Дитилин (1,0 мг/кг);                   4. Дитилин →Гепарин;
5. Гепарин +Дитилин;                     6. Гепарин →Дитилин.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
+ - Различия между группами дитилин и дитилин–гепарин 
статистически значимы (р≤ 0,05)

        Введение дитилина на фоне предварительного введения гепарина в дозе 500 МЕ/кг сопровождается незначительным изменением показателей локомоции относительно контрольных величин. В серии экспериментов, в которой гепарин инъецировался на фоне действия дитилина, и при совместном введении дитилина и гепарина в виде смеси локомоторная деятельность крыс была достоверно ниже контрольных величин, однако выше показателей, зафиксированных при введении только дитилина (рис. 20.2).                                                          
        Показатели актов замирания, обнюхивания, количество вертикальных стоек и груминг при введении дитилина достоверно снижались относительно контрольных величин (табл. 20.2).
                                                                                      Таблица 20.2
Влияние гепарина и дитилина на поведение крыс в тесте
 открытое поле.
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час
	Поведенческие акты

	
	
	Замирание
	Вертикаль. стойки
	Обнюхи-вание
	Груминг

	Физиологический раствор
(контроль)
	1
	5.4±1.2
	6.7±1.1
	5.4±1.1
	4.2±0.9

	
	6
	5.8±1.7
	4.0±0.8
	4.7±1.3
	2.0±0.3

	
	24
	3.7±1.2
	5.3±1.1
	5.0±1.2
	3.8±0.5

	Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	5.0±1.2
	6.8±1.5
	6.0±1.7
	2.8±0.5

	
	6
	3.8±0.9
	6.0±1.1
	2.0±0.4*
	1.0±0.08

	
	24
	2.3±0.3
	6.7±1.3
	4.7±1.0
	3.0±0.8

	Дитилин
 (1 мг/кг)
	1
	1.7±0.1*
	2.6±0.8*
	2.3±0.8*
	0.3±0.04*

	
	6
	1.7±0.4*
	0.7±0.1*
	1.3±0.1*
	0.1±0.01*

	
	24
	2.4±0.6
	2.0±0.4*
	2.7±0.4*
	2.0±0.7*

	Дитилин (1.0 мг/кг)
→ Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	2.7±0.8*
	1.0±0.1*+
	3.0±0.9*
	3.0±0.5+

	
	6
	3.0±0.5*
	3.3±04+
	2.6±0.6+
	1.7±0.2+

	
	24
	3.6±0.9
	5.3±0.6+
	5.3±0.7+
	2.0±0.1*+

	Гепарин (500 МЕ/кг)
→ Дитилин 
(1.0 мг/кг)
	1
	5.4±1.5+
	7.0±0.9+
	3.0±0.7
	3.0±0.8+

	
	6
	3.3±0.8
	5.0±0.7+
	3.4±0.5+
	2.7±0.3+

	
	24
	3.4±0.7
	3.0±0.5*
	3.3±0.6+
	3.4±0.4+

	Гепарин (500 Е/мл)+ Дитилин (2 мг/мл)
	1
	3.3±1.3+
	4.0±0.5*+
	2.6±0.5*
	1.0±0.1*+

	
	6
	2.6±0.4*
	1.3±0.1*
	3.3±0.8+
	0.7±0.03*+

	
	24
	3.3±0.8
	0.3±0.02*+
	3.0±0.9*
	0.7±0.04*+


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
+ - Различия между группами дитилин и дитилин - гепарин
статистически значимы (р≤ 0,05)
Указанные показатели при введении дитилина в различных комбинациях с гепарином изменялись разнонаправленно. В большинстве случаев во всех сериях экспериментов наблюдалась тенденция к восстановлению показателей поведенческих реакций. Однако при совместном введении дитилина и гепарина в виде смеси с течением времени отмечалось снижение величины показателей.
Таким образом, хотя диплацин относится к антидеполяризующим миорелаксантам, а дитилин к леполяризующим миореклаксантам их воздействие на поведенческие реакции крыс во многом сходны. Сходным является и позитивное влияние гепарина на снижение локомоторной активности, тревожно-фобических, ориентировочно-исследовательских реакций и эмоционального статуса. Следует заметить, что in vitro диплацин взаимодействует с гепарином, а дитилин не реагирует (см. гл. 15). Одним из возможных механизмов антиэтологического действия гепарина, возможно, является сенсибилизация ацетилхолиновых рецепторов.                                                                                        
20.2. Местноанестезирующие вещества 
     В 1879 г. русский учёный В.К. Анреп обнаружил анестезирующие свойства алкалоида кокаина и предложил использовать его в медицинской практике для местного обезболивания. В 1890 г. было обнаружено местноанестезирующее действие синтетического соединения этилового эфира -парааминобензойной кислоты, получившего название анестезин, а в 1905 г. был осуществлён синтез новокаина. Таким образом, открылась возможность использования лекарственных форм для поверхностной, инфильтрационной и других видов местной анестезии.
В настоящее время существует большой набор разных местных анестетиков, различной активности и разной продолжительности действия. Некоторые местные анестетики обладают не только обезболивающей активностью. Новокаин оказывает умеренное антиаритмическое действие. Активным антиаритмическим средством является его близкое производное новокаинамид. Высокой антиаритмической активностью обладает лидокаин. Применяют также в качестве антиаритмического средства тримекаин.
Кокаин длительное время использовался в качестве местноанестезирующего средства. Однако в связи с созданием новых синтетических местноанестезирующих средств и особенно в связи с его токсичностью и специфическим влиянием на ЦНС – способностью вызывать наркоманию - практического применения в качестве местного анестетика кокаин в настоящее время не имеет.
20.2.1. Новокаин
Новокаин – β-диэтиламиноэтилового эфира пара-аминобензойной кислоты гидрохлорид, легко растворим в воде (1:1). В отличие от кокаина новокаин явлений наркомании не вызывает (Goodman, Gilman, 1975).
Помимо местноанестезирующего действия, новокаин при и непосредственном введении в ток крови оказывает общее влияние на организм: уменьшает образование ацетилхолина и понижает чувствительность периферических холинорецепторов, оказывает блокирующее влияние на вегетативные ганглии, понижает возбудимость мышцы сердца и моторных зон коры большого мозга.
В организме новокаин относительно быстро гидролизуется, образуя пара-аминобензойную кислоту и диэтиламиноэтанол. Продукты распада новокаина – фармакологически активные вещества. Пара-аминобензойная кислота (витамин Н1) является составной частью молекулы фолиевой кислоты; она входит также в связанном состоянии в состав других соединений, встречающихся в растительных и животных тканях. По химическому строению она сходна с частью молекулы сульфаниламидов; вступая с последними в конкурентные отношения, пара-аминобензойная кислота ослабляет их антибактериальное действие. Диэтиламиноэтанол обладает умеренными сосудорасширяющими свойствами  (Машковский, 2002).
Новокаин в дозе 1 мг/кг снижает локомоторную деятельность. Этот эффект особенно выражен через час после инъекции. Так, если двигательная активность в контроле соответствует 44.6±8.7 актам, то при введении новокаин эта величина снижается до 6.0±0.4 актов/5 мин (рис. 20.3).
Предварительное введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг  в течение 6 часов блокирует гиподинамический эффект новокаина, однако через сутки отмечается достоверное снижение относительно контрольных величин. Интересно отметить, что аналогичный эффект наблюдается и при введении гепарина на фоне действия новокаина. Совместное применение гепарина и новокаина в виде смеси сопровождается снижением локомоции относительно контроля (рис. 20.3).
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Рис. 20.3. Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении 
новокаина и гепарина
1. Физ. раствор (контроль);                2. Гепарин (500 МЕ/кг);
3. Новокаин (1,0 мг/кг);                      4. Новокаин→Гепарин;
5. Гепарин +Новокаин;                       6. Гепарин→Новокаин.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами    статистически значимы (р≤ 0,05)
+ - Различия между группами новокаин и новокаин - гепарин
статистически значимы (р≤ 0,05)
    
Новокаин снижает показатели замирания, обнюхивания, количество вертикальных стоек и груминг. Введение новокаина в различных сочетаниях с гепарином сопровождается увеличением показателей относительно группы животных, которым вводили только новокаин (табл. 20.3).  
     Для выяснения роли эндогенного гепарина в процессах влияния на изменения поведенческих реакций, вызванных новокаином, внутрибрюшинно вводили протамин сульфат, который является классическим антагонистом гепарина. Использование комбинации с последовательным введением новокаина и через 10 мин протамин сульфата сопровождалось увеличением количесива актов замирания, обнюхивания, груинга и количества вертикальных стоек (табл. 20.3).
                                                                                          Таблица 20.3
Влияние новокаина и гепарина на поведенческие 
реакции крыс
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час
	Поведенческие акты

	
	
	Замирание
	Вертик. стойки
	Обнюхи-вание
	Груминг

	Физиологический раствор
(контроль)
	1
	5.4±0.4
	6.7±0.3
	5.4±0.7
	4.2±0.7

	
	6
	5.8±0.6
	4.0±0.8
	4.7±0.8
	2.0±0.5

	
	24
	3.7±0.3
	5.3±0.6
	5.0±0.7
	3.8±0.2

	Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	5.0±0.6
	6.8±0.6
	6.0±1.1
	2.8±0.2*

	
	6
	3.8±0.3*
	6.0±1.1
	2.0±0.1*
	1.0±0.2

	
	24
	2.3±0.1*
	6.7±1.2
	4.7±0.4
	3.0±0.4

	Новокаин
 (1 мг/кг)
	1
	2.0±0.1*
	0.3±0.01*
	4.5±0.5
	1.0±0.1*

	
	6
	3.0±0.4*
	2.0±0.3*
	3.5±0.7
	1.0±0.3

	
	24
	3.0±0.1
	3.5±0.4*
	3.0±0.6
	2.0±0.1*

	Новокаин (1.0 мг/кг)
→ Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	4.0±0.2*+
	5.7±0.7+
	8.7±1.6*+
	1.3±0.2*

	
	6
	2.6±0.6*+
	5.0±0.9+
	6.6±1.2*+
	1.3±0.1

	
	24
	5.0±0.7*+
	6.4±1.6+
	8.3±1.3*+
	2.7±0.3*

	Гепарин (500 МЕ/кг)
→ Новокаин
(1.0 мг/кг)
	1
	4.6±0.8+
	9.7±1.3*+
	2.7±0.5*+
	5.3±1.1+

	
	6
	5.4±0.5+
	9.3±1.4*+
	2.3±0.2*
	2.2±0.2+

	
	24
	6.2±0.5*+
	6.8±1.5+
	4.4±0.8
	5.0±1.5+

	Гепарин (500 МЕ/мл)+ Новокаин (2 мг/мл)
	1
	3.3±0.1*+
	1.7±0.1*+
	3.3±0.4*
	0.3±0.01*+

	
	6
	3.0±0.2*
	1.7±0.2*+
	5.0±1.3
	2.0±0.1+

	
	24
	4.0±0.6+
	4.0±0.5
	4.0±0.5
	1.0±0.2*+

	Новокаин (10 мг/кг)
→ Протамин сульфат
(10 мг/кг)
	1
	5.2±0.4+
	7.8±1.2+
	6.8±0.8+
	4.7±0.5+

	
	6
	4.5±0.6+
	8.2±1.6*+
	5.5±0.6+
	4.8±0.7*+

	
	24
	6.0±0.9*+
	12.3±1.1*+
	7.3±1.0*+
	7.3±0.3*+


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
+ - Различия между группами новокаин и новокаин - гепарин
статистически значимы (р≤ 0,05)

      Новокаин в дозе 10 мг/кг как уже указывалось выше, значительно снижает локомоторную активность крыс в тесте открытое поле. Протамин сульфат в дозе 10 мг/кг не влиял на локомоцию крыс, а протамин в тестовой дозе, введённый на фоне действия новокаина, увеличивал локомоторную деятельность до контрольных величин (табл. 20.4).
                                                                                           Таблица 20.4
Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении 
новокаина и протамин сульфата
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час

	
	1
	6
	24

	Интактные крысы
	44.0±5.6
	43.0±4.4
	42.3±5.1

	Физиол. р-р (контроль)
	44.6±4.2
	30.0±3.8
	30.3±4.2

	Протамин сульфат (10 мг/кг)
	38.6±3.1
	28.6±1.9
	26.9±5.4

	Новокаин (1.0 мг/кг)
	6.0±0.4*
	11.0±0.8*
	10.0±0.5*

	Новокаин  → Протамин
	34.8±5.7$
	35.0±4.6$
	49.5±6.4$


      * - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
     $ - Различия между группами новокаин и новокаин – протамин сульфат статистически значимы (р≤ 0,05) 
       Гепарин in vitro не взаимодействует с новокаином,поэтому трудно предполагать, что происходит комплексообразование гепарин + новокаин. Так как новокаин понижает чувствительность холинорецепторов к медиатору, возможнло, гепарин нивелирует этот процесс, вызывая сенсибилизацию холинорецепторов.
20.3. Наркотические анальгетики
Механизм действия наркотических анальгетиков недостаточно изучен. Нейрофизиологические исследования свидетельствуют об угнетении наркотическими анальгетиками таламических центров болевой чувствительности и блокировании передачи болевых импульсов к коре большого мозга. Этот эффект является, по всей вероятности, ведущим в физиологическом механизме действия анальгетиков данной группы.
В нейрохимическом аспекте важное значение имеет изучение влияния этих веществ на нейромедиаторные процессы мозга и периферических органов. Имеются данные об угнетающем действии морфина на гидролиз ацетилхолина и выделение его из нервных окончаний. Установлено, что морфин активирует биосинтез серотонина. Вместе с тем резерпин, уменьшающий содержание серотонина, ослабляет анальгетическое действие морфина и его аналогов. В целом нет достаточных данных о роли этого медиатора в механизме действия наркотических анальгетиков. Противоречивы также данные о роли адренергических процессов и ГАМКергической системы.
Особо важное значение для понимания механизма действия опиатов имеют полученные в последнее время данные о наличии в мозге и других органах специфических опиатных рецепторов. Эндогенными лигандами, т.е. связывающимися с этими рецепторами специфическими, образующимися в организме физиологически активными соединениями, являются нейропептиды – энкефалины и эндорфины. Энкефалины – это пентапептиды, содержащие пять остатков аминокислот. Так называемый мет-энкефалин (метионин-энкефалин) имеет строение: Н-тирозил-глицил-фенилаланил-метионил-ОН. Эндорфины имеют несколько более сложное строение. Так, β-эндорфин (один из наиболее активных эндорфинов) состоит из 31 аминокислоты (Ашмарин, 1981; Ашмарин, Каразеева, 1996)
Энкефалины и эндорфины, связываясь с опиатными рецепторами, оказывают анальгетическое действие, и их эффект блокируется специфическими антагонистами опиатов. Связывание морфина с этими рецепторами обеспечивается тем, что определённая часть его молекулы имеет структурное и конформационное сходство с частью молекул (тирозиновым остатком) энкефалинов и эндорфинов. Таким образом, экзогенный анальгетик морфин (так же как и другие близкие к нему по структуре опиаты и опиоиды) при введении в организм взаимодействует с теми же рецепторами, которые предназначены для связывания эндогенных анальгетических соединений – энкефалинов и эндорфинов (Ашмарин И. П., и др., 1991).
Не исключено, что действие экзогенных анальгетиков связано также со стабилизацией эндогенных нейропептидов путём инактивации разрушающих энкефалины ферментов – энкефалиназ.
Установлено, что эндогенными лигандами для опиатных рецепторов являются не только энкефалины и эндорфины, но и другие пептиды (динорфины). Показано также, что опиатные рецепторы существуют в виде разных субпопуляций: µ (мю), σ (сигма), δ (дельта), χ (каппа), имеющих различную функциональную значимость. Полагают, что мю-рецепторы опосредуют супраспинальную анальгезию, эйфорию, угнетение дыхания и физическую зависимость; каппа-рецепторы опосредуют спинальную анальгезию, миоз, седативный эффект и т.д. Разные эндогенные пептиды и наркотические анальгетики могут связываться преимущественно с той или другой подгруппой рецепторов, что может определять особенности их фармакологического действия (Ашмарин, Ляпина, Пасторова, 1996; Ашмарин И.П., Обухова М.Ф., 1994). 
Разные наркотические анальгетики различаются также по характеру связывания с опиатными рецепторами. Одни из них (морфин, промедол, фентанил и др.), являются полными агонистами; связываясь с рецепторами, они оказывают характерное для эндогенных лигандов физиологическое (фармакологическое) действие. Другие являются полными антагонистами (налоксон). Связываясь с рецепторами, они блокируют действие эндогенных лигандов и экзогенных опиатов. В третью группу входят препараты смешанного типа действия (агонисты-антагонисты), по-разному связывающиеся с разными подгруппами опиатных рецепторов и оказывающие в связи с этим по одним видам действия агонистический эффект, по другим – антагонистический (налорфин, пентазоцин, нальбуфин и др.).
20.3.1. Омнопон
Омнопон – относится к наркотическим анальгетикам, к группе морфина. Содержит смесь гидрохлоридов алкалоидов опия – 48% морфина и 32 – 35% других алкалоидов. Порошок от кремового до коричневато-желтоватого цвета. Растворим в воде (1:15), трудно растворим в спирте (1:50). Водный раствор при взбалтывании сильно пенится.
Растворы омнопона содержат в 1 мл 1% раствора (и соответственно в 1 мл 2% раствора): морфина гидрохлорида 6.7 мг (13.4 мг), наркотина 2.7 мг (5.4 мг), папаверина гидрохлорида 0.36 мг (0.72 мг), кодеина 0.72 мг (1.44 мг), тебаина 0.05 мг (0.1 мг). 
Показатели локомоции при введении омнопона в дозе 1 мг/кг практически не отличаются от контрольных величин (рис. 20.4).
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Рис. 20.4. Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении
омнопона и гепарина
1. Физиол.  р-р (контроль);               2. Гепарин (500 МЕ/кг);
3. Омнопон (1,0 мг/кг);                     4. Омнопон →Гепарин;
5. Гепарин +Омнопон;                       6. Гепарин→Омнопон.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
      + - Различия между группами омнопон и омнопон – гепарин 
       статистически значимы (р≤ 0,05)

Максимальное снижение показателей локомоторной функции наблюдалось при внутрибрюшинном введении смеси омнопона с гепарином в соотношении 1:5 соответственно. В этом случае через час после инъекции смеси количество локомоторных актов снижалось с 44.6±8.7 в контроле до 14.7±3.2 актов/5 мин. С течением времени двигательная активность незначительно увеличивалась, не достигая, однако, контрольных величин даже через 24 часа после введения (рис. 20.4).
Оценка поведенческих актов замирания, обнюхивания, вертикальных стоек и груминга при введении омнопона в сочетании с гепарином показала, что наибольшим изменениям были подвержены показатели груминга (табл. 20.5).
                                                                                         Таблица 20.5
Влияние омнопона и гепарина на поведенческие 
реакции крыс
	Условия
эксперимента
	Время от введения, час
	Поведенческие акты

	
	
	Замирание
	Вертикаль. стойки
	Обнюхи-
вание
	Груминг

	Физиолог. р-р
(контроль)
	1
	5.4±1.2
	6.7±1.2
	5.4±0.8
	4.2±0.6

	
	6
	5.8±1.7
	4.0±0.8
	4.7±0.8
	2.0±0.3

	
	24
	3.7±2.2
	5.3±0.6
	5.0±0.2
	3.8±0.5

	Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	5.0±0.9
	6.8±1.8
	6.0±1.0
	2.8±0.3

	
	6
	3.8±0.4
	6.0±1.0
	3.0±0.3
	1.0±0.1*

	
	24
	2.3±0.7
	6.7±1.2
	4.7±0.5
	3.0±0.4

	Омнопон
(1 мг/кг)
	1
	4.6±0.7
	4.3±0.5
	7.3±1.3
	0.3±0.05*

	
	6
	4.3±0.7
	4.3±1.1
	4.7±1.1
	0.3±0.06*

	
	24
	5.6±0.6
	7.4±1.4
	5.0±0.8
	1.7±0.2*

	Омнопон (1.0 мг/кг)
→ Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	5.6±1.0
	1.0±0.1*+
	6.3±0.9
	1.7±0.2*+

	
	6
	4.0±0.5
	2.7±0.4
	3.0±0.6
	0.7±0.02*

	
	24
	4.7±0.5
	1.3±0.2*+
	4.0±0.4
	1.0±0.04*

	Гепарин (500 МЕ/кг)
→ Омнопон
(1.0 мг/кг)
	1
	4.3±0.5
	5.7±0.6
	4.8±0.7
	0.7±0.06*

	
	6
	5.0±0.8
	10.5±1.5*+
	3.7±0.9
	1.0±0.1*

	
	24
	4.3±0.4
	8.6±1.7
	6.0±0.4
	3.7±0.6+

	Гепарин (500 МЕ/мл) + Омнопон (2 мг/мл)
	1
	4.8±0.7
	6.0±0.9
	4.8±0.5
	1.0±0.3*

	
	6
	4.2±0.6
	3.7±0.5
	3.7±0.5
	2.4±0.7+

	
	24
	5.3±0.5
	3.0±0.4*+
	6.0±1.2
	1.3±0.1*


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
+ - Различия между группами омнопон и омнопон - гепарин
статистически значимы (р≤ 0,05)
20.3.2. Трамал
Трамал (трамадол, маброн, протрадон, традол, трамагит) – относится к группе агонистов-антагонистов опиатных рецепторов, к группе анальгетиков, производных фенилпиперидина. Обладает высокой анальгетической активностью, даёт быстрый и длительный эффект. Уступает по активности морфину (применяется соответственно в больших дозах).
Эффективен при введении внутрь и парентерально. При внутривенном введении оказывает анальгезирующее действие через 5 – 10 мин, а при введении внутрь – через 30 – 40 мин. Действует в течение 3 – 5 часов.
Трамал относительно хорошо переносится, не вызывает в обычных дозах выраженного угнетения дыхания и существенно не влияет на кровообращение и желудочно-кишечный тракт. Нельзя назначать трамал при острой алкогольной интоксикации, больным с повышенной чувствительностью к наркотическим анальгетикам, больным, принимающим ингибиторы моноаминооксидаз.
Достоверное снижение показателей локомоции при введении трамала в дозе 1 мг/кг регистрируется через 6 часов после инъекции с последующим восстановлением к 24 часам до контрольных величин (рис.20.5).
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Рис. 20.5. Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении
трамала и гепарина
1. Физиол. р-р (контроль);                2. Гепарин (500 МЕ/кг);
3. Трамал (1,0 мг/кг);                        4. Трамал→Гепарин;
5. Гепарин +Трамал;                         6. Гепарин→Трамал.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
+ - Различия между группами трамал и трамал – гепарин 
статистически значимы (р≤0,05)
Максимальное снижение уровня двигательной активности наблюдается при действии трамала на фоне предварительного введения гепарина. В этом случае показатель локомоции через 1 и 6 часов равен  9.3±1.7 и 5.0±0.8 соответственно (рис. 20.5).
При введении трамала и комбинации трамала с гепарином и протамин сульфатом регистрировались разнонаправленные изменения исследуемых поведенческих реакций (табл. 20.6).                                                                             
Максимальное снижение показателей поведенческих реакций наблюдалось при инъекции трамала на фоне предварительного введения протамин сульфата. Интересно отметить, что введение трамала в дозе 1 мг/кг сопровождалось увеличением таких показателей поведения, как обнюхивание и замирание, однако наряду с этим наблюдалось снижение реакций груминга (табл. 20.6).
                                                                                     Таблица 20.6
Влияние трамала, гепарина и протамин сульфата на поведенческие 
реакции крыс
	Условия
эксперимента
	Время от введен. час
	Поведенческие акты

	
	
	Замирание
	Вертикаль. стойки
	Обнюхи-вание
	Груминг

	 Физиологический раствор (контроль)
	      1
	5.4±0.9
	6.7±1.5
	5.4±0.8
	4.2±0.5

	
	      6
	5.8±1.1
	4.0±0.5
	4.7±0.8
	2.0±0.1

	
	     24
	3.7±0.5
	5.3±1.2
	5.0±0.8
	3.8±0.5

	  Гепарин (500 МЕ/кг)
	      1
	5.0±0.7
	6.8±1.7
	6.0±1.2
	2.8±0.3*

	
	      6
	3.8±0.5
	6.0±1.1
	2.0±0.3
	1.0±0.1*

	
	     24
	2.3±0.3
	6.7±1.7
	4.7±0.4
	3.0±0.4

	   Трамал (1 мг/кг)
	      1
	4.3±0.4
	7.0±1.3
	10.0±2.3*
	1.6±0.2*

	
	      6
	3.6±0.8
	5.7±0.9
	7.0±1.4*
	3.0±0.4

	
	     24
	6.0±1.2*
	8.0±1.5
	8.0±1.6*
	3.3±0.1

	Трамал (1.0мг/кг)→ Гепарин (500МЕ/кг)
	      1
	3.3±0.2*
	8.3±1.6
	14.3±2.5*
	1.0±0.2*

	
	      6
	5.7±0.6+
	12.6±2.3*+
	7.2±1.3*
	2.7±0.5

	
	     24
	6.0±0.8*
	13.7±2.8*+
	7.3±1.7*
	3.3±0.6

	Гепарин (500 МЕ/кг)
→ Трамал(1.0 мг/кг)
	      1
	4.0±0.8
	1.3±0.2*+
	4.0±0.4+
	1.0±0.4*

	
	      6
	2.3±0.3*
	0.3±0.02*+
	2.0±0.1*+
	0.7±0.1*+

	
	     24
	6.7±1.2*
	5.3±1.0
	7.6±1.5
	0.3±0.05*+

	Гепарин (500 МЕ/мл) + Трамал (2 мг/мл)
	      1
	5.3±1.1
	5.0±0.6+
	5.3±0.7+
	2.0±0.5*

	
	      6
	3.0±0.7*
	1.3±0.3*+
	2.4±0.3*+
	1.0±0.2

	
	     24
	5.3±0.5*
	9.3±1.4*
	6.7±1.1
	1.6±0.4

	Протамина сульфат (10 мг/кг)→Трамал (1.0 мг/кг)
	      1
	2.7±0.2*+
	0.8±0.03*+
	1.0±0.2*+
	1.0±0.3*

	
	      6
	3.0±0.7*
	1.2±0.5*+
	1.8±0.8*+
	1.3±0.1*+

	
	     24
	4.3±1.0
	4.2±0.6*+
	2.5±0.3*+
	2.8±0.5


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
+ - Различия между группами трамал и трамал - гепарин
статистически значимы (р≤ 0,05)
20.3.3. Этанол
Анализ литературы показывает, что токсическое действие экзогенного этанола на организм чрезвычайно сложно и многообразно. По-видимому, оно складывается из трёх групп эффектов: прямого действия этанола на метаболические процессы и структуры клеток; действия алкоголя на метаболические процессы и структуры клеток; действия алкоголя, опосредованного через продукты его метаболизма (НАДН/НАД, ацетальдегид, ацетат); результата вторичных нейроэндокринных и обменных нарушений в ответ на алкогольную интоксикацию (Vendemiale et al., 1998). Все три группы эффектов проявляются одновременно, тесно связаны между собой (Островский и др., 1988).
Введение алкоголя в зависимости  от его дозы вызывает стрессовые, неспецифические реакции организма. На нейрохимическом уровне, этанол избирательно воздействует на функцию катехоламиергических, холинергических, ГАМК-ергических и пептидергических нейронных систем (Koob et al., 1998). Этанол может затрагивать эти системы непосредственно, и/или влиять на взаимодействия между ними, что и обуславливает те или иные эффекты этанола (Яковлева, Любовцева, 2013; Ekman et al., 1994; Eckardt et al., 1998; Hennc et al., 1998).
При острой алкогольной интоксикации наблюдается уменьшение концентрации норадреналина (НА) в ткани головного мозга. Видимо, этанол в процессе биотрансформации, превращаясь в ацетальдегид, стимулирует данный процесс (Nestby et al., 1997). По данным И.П. Анохиной (1990), однократное введение этанола (2 г/кг) усиливало высвобождение норадреналина и дофамина, и способствовало их распаду, что подтверждалось повышением концентрации продуктов их метаболизма норметанефрита и 3-метокси-4-фенилэтиленгликоля.
Экзогенный этанол оказывает в головном мозге двоякое действие на скорость исчезновения 3Н- НА: первоначально происходит увеличение высвобождения НА с одновременным поглощением его нейронами, что затем снижает скорость оборота НА (Анохина и др., 1990).
Дофамин (ДА), являясь нейромедиатором подкрепления играет очень важную роль в потреблении этанола и наркотиков. Этанол также способен изменять выделение и поглощение ДА в опытах in vivo. При внутрибрюшинном введении этанола в дозе 4 г/кг наблюдалось увеличение ДА на 35% в мозге крыс (Wang et al., 1997). Кроме того, антагонисты ДА снижают потребление алкоголя крысами (Юхананов и др., 1990).
Серотонинергические системы мозга более устойчивы к острому введению этанола, по сравнению с норадренергическими и дофаминергическими. Так, внутрибрюшинное введение 4 – 6 г/кг) этанола лишь незначительно снижало уровень серотонина в мозге (Сытинский, 1980). Тем не менее, серотонину отводится значительная роль в потреблении животными этанола. Так, показано, что содержание серотонина в мозге крыс, предпочитающих этанол, на 18% ниже, чем у непредпочитающих, в то же время по концентрации НА и ДА данные группы животных не отличались (Dtvoto et al., 1998).
Ещё одной нейромедиаторной системой, подвергающейся сильному влиянию этанола является холинергическая система. Острое введение этанола крысам в дозе 2,4 г/кг внутрибюшинно увеличивало содержание ацетилхолина в гиппокампе на 30% (Henn et al., 1998). Кроме того, этанол способен ингибировать м-холинергические рецепторы по неконкурентному типу (Stair et al., 1998).
По эффектам, которые даёт этанол (седативный, гипнотический, миорелаксирующий) этанол подобен транквилизаторам (June et al., 1998). Он потенцирует действие ГАМК-агонистов, бензодиазепинов, барбитуратов. Очевидно, что острое воздействие этанола усиливает ГАМК-ергическую трансмиссию, повышает сродство бензодиазепиновых рецепторов к 3Н-диазепаму (Шушпанова, 1989).
Через 1 час после внутрибрюшинного введения этанола в дозе 4,3 г/кг наблюдалось увеличение ГАМК на 34 – 38% в ткани мозга крыс. У мышей, заснувших после инъекции этанола, содержание ГАМК было выше на 35% по сравнению с содержанием в мозге проснувшихся мышей. После однократного введения этанола (4г/кг внутрибрюшинно) содержание ГАМК увеличивалось на 10 – 30% в коре больших полушарий, подбугровой области и продолговатом мозге мышей (Сытинский, 1980). У мышей, различающихся по продолжительности этанолового сна наблюдается различие в содержании ГАМК в мозге (Varga, Kunos, 1997; Liu, Deitrich, 1998).
В наших экспериментах при введении этанола в дозе 5.0 г/кг локомоторная активность достоверно снижается, достигая к 24 часам от момента введения 11.3±1.1 актов/5 мин (контроль 30.3±4.3 актов/5мин) (рис. 20.6).
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Рис. 20.6. Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении 
этанола и гепарина.
        1. Интактные крысы;                2. Физиологический раствор (контроль);
        3. Гепарин (500 МЕ/кг);           4. Этанол (5,0 г/кг);
        5. Этанол → Гепарин;              6. Гепарин → Этанол (5,0 мг/кг);
        7. Гепарин (500 МЕ/мл)+Этанол (0,5 мл 10%).
        * - Различия между контрольными и экспериментальными
группами статистически значимы (р≤0,05)
       + - Различия между группами этанол и этанол-гепарин
статистически значимы (р≤0,05)
При введении этанола такие показатели поведенческих реакций, как замирание, обнюхивание, груминг и вертикальные стойки крыс, снижались относительно контрольных величин (табл. 20.7).   
                                                                                      Таблица 20.7
Влияние этанола и гепарина на поведенческие 
реакции крыс
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час
	Поведенческие акты

	
	
	Замирание
	Вертикаль. стойки
	Обнюхи-вание
	Груминг

	Физиологический раствор
(контроль)
	1
	5.4±0.9
	6.7±1.5
	5.4±0.8
	4.2±0.5

	
	6
	5.8±1.1
	4.0±0.5
	4.7±0.8
	2.0±0.1

	
	24
	3.7±0.5
	5.3±1.2
	5.0±0.8
	3.8±0.5

	Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	5.0±0.7
	6.8±1.7
	6.0±1.2
	2.8±0.3*

	
	6
	3.8±0.5
	6.0±1.1
	2.0±0.3
	1.0±0.1*

	
	24
	2.3±0.3
	6.7±1.7
	4.7±0.4
	3.0±0.4

	Этанол 
(5 г/кг)
	1
	5.8±1.5
	4.0±0.6*
	3.4±0.5*
	1.7±0.2*

	
	6
	5.3±0.4
	5.0±0.6
	2.2±0.2*
	3.6±0.7*

	
	24
	3.0±0.2
	3.0±0.3*
	3.3±0.8*
	2.4±0.3*

	Этанол (5 г/кг)
→ Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	7.7±1.3
	4.3±0.8*
	3.0±0.2*
	3.0±0.2*+

	
	6
	6.0±1.2
	3.4±0.5+
	2.7±0.1*+
	3.0±0.4*

	
	24
	5.0±0.9*+
	2.2±0.4*
	2.7±0.4*
	1.5±0.08*+

	Гепарин (500 МЕ/кг)
→ Этанол (5 г/кг)
	1
	4.0±0.6
	4.3±0.4*
	1.0±0.7*+
	2.0±0.2*

	
	6
	4.4±0.2+
	5.7±0.4*
	2.4±0.3*
	3.0±0.5*

	
	24
	10.3±1.6*+
	8.0±1.2*+
	3.8±0.6
	1.5±0.06*+

	Гепарин (500 МЕ/мл) + Этанол (0.5 мл 10%)
	1
	3.6±0.8*
	2.6±0.2*+
	2.7±0.1*
	0.4±0.01*+

	
	6
	3.5±0.4*
	3.0±0.1*+
	2.0±0.1*
	2.7±0.2*

	
	24
	3.7±0.1
	4.0±0.9
	2.0±0.1*+
	3.0±0.1*+


* - Различия между контрольными и экспериментальными
группами статистически значимы (р≤0,05) 
+ - Различия между группами этанол и этанол-гепарин
статистически значимы (р≤0,05)

Предварительное введение гепарина в дозе 500 МЕ/кг снижает эффект этанола по показателям актов замирания и вертикальной активности, особенно через 24 часа после инъекции. При других комбинациях этанола и гепарина показатели поведения крыс разнонаправлены и зависят от времени, прошедшего от начала эксперимента (табл. 20.7).
В предыдущей серии экспериментов использовался гепарин в дозе 500 МЕ/кг. Однако в экспериментах in vitro нами было показано, что гепарин взаимодействует с этанолом и в больших и в меньших концентрациях. В связи с этим в дальнейшем были использованы возрастающие дозы гепарина: 25, 250 и 2500 МЕ/кг (табл. 20.8).
В предлагаемых условиях эксперимента наиболее вариабельными оказались показатели локомоции. При введении этанола на фоне действия гепарина локомоторная активность возрастала вместе с увеличением дозы экзогенного гепарина. Блокада эндогенного гепарина протамин сульфатом сопровождалась резким снижением показателей локомоции, а использование композиции протамин  → гепарин → этанол сопровождалось реверсией активности до уровня показателей, характерных для этанола (табл. 20.8).
                                                                              Таблица 20.8
Поведенческая активность крыс в тесте «Открытое поле» 
через 24 часа после введения этанола, 
гепарина и протамин сульфата
	Условия 
эксперимента
	Показатели активности

	
	Локомоция
	Замирание
	Груминг
	Вертикаль. активность
	Дефекация

	1. Контроль
	104.9±4.4.
	4.2±0.6
	5.7±1.1
	14.3±2.1
	0.5±0.2

	2. Этанол (4.5 г/кг)
	58.2±5.9*
	4.4±0.2
	5.5±0.1
	11.2±1.6
	1.5±0.6*

	3. Гепарин (25МЕ/кг) → этанол
	56.5±5.3*
	5.2±0.8
	5.1±0.6
	13.3±1.7
	1.4±0.3*

	4. Гепарин (250МЕ/кг) → этанол
	79.3±5.1*+ 0
	4.5±0.5
	5.4±0.9
	14.7±2.1
	0.6±0.2

	5. Гепарин (2500МЕ/кг) → этанол
	81.9±6.2*+ 0
	4.2±0.5
	5.6±0.7
	13.9±1.9
	0.7±0.3

	6. Протамин (10 мг/кг) → этанол
	26.9±3.5*+ 0
	3.7±0.5
	3.2±0.6
	10.0±1.1
	2.8±0.3*

	7. Протамин  → гепарин 
(250МЕ/кг)→ этанол
	50.7±6.4*#
	3.6±0.4
	3.3±0.6
	11.5±1.9
	1.0±0.2#


* - достоверные отличия от контроля;    0 – достоверные отличия от серии 3;
# - достоверные отличия от серии 6;       + - достоверные отличия от серии 2.

Таким образом, как экзогенный, так и эндогенный гепарин в определённой степени снижают влияние этанола на исследуемые поведенческие реакции.
Через 48 часов после введения этанола и композиций с гепарином и протамин сульфатом показатели локомоторной и вертикальной активности, акты замирания, груминга и дефекации достоверно не отличались от контрольных величин. Так, даже введение этанола на фоне действия протамин сульфата показатели локомоции снижались с 104.9±4.4 в контроле до 91.8±6.9 актов/5 мин.
Как известно, в организме этанол под действием фермента алкогольдегидрогеназы превращается в ацетальдегид (Зезеров, 1998; Островский и др., 1988; Seitz, Becker, 2007; Zakhari, 2006) в связи с чем была произведена оценка поведенческой активности при введении ацетальдегида в комбинации с гепарином и протамин сульатом (табл. 20.9).
Внутрибрюшинное введение ацетальдегида в дозе 0.1 мг/кг сопровождается резким снижением горизонтальной и вертикальной активности, а также показателей груминга. Предварительное введение гепарина или введение гепарина с ацетальдегидом в виде инкубированной смеси повышает активность поведенческих реакций относительно введения ацетальдегида, тем не менее показатели не достигают уровня контрольных величин. Предварительное введение протамин сульфата в значительной степени потенцирует антиэтологическую эффективность ацетальдегида (табл. 20.9).
                                                                Таблица 20.9
Поведенческая активность мышей в тесте «Открытое поле» через 15 мин 
после введения ацетальдегида, гепарина и протамин сульфата
	Условия 
эксперимента
	Показатели активности

	
	Локомоция
	Замирание
	Груминг
	Вертикал. активность
	Дефекация

	1. Контроль
	104.9±4.4
	4.2±0.6
	5.7±1.1
	14.3±2.1
	0.5±0.2

	2. Ацетальдегид(0.1мг/кг
	9.9±1.8*
	4.7±0.7
	0.9±0.3*
	1.5±0.6*
	0.9±0.2

	3. Гепарин (250 МЕ/кг) → ацетальдегид 
	26.3±3.1*+
	3.9±0.4
	2.9±0.5*+
	5.4±0.9*+
	0.9±0.2

	4. Протамин(10мг/кг) → 
ацетальдегид 
	4.1±0.8*+
	3.2±0.7
	0.5±0.3*
	0.8±0.4*
	1.1±0.4

	5. Гепарин + ацетальдегид – 60 мин инкубации
	57.1±7.3*+0 
	4.6±0.6
	5.2±0.5+ 0
	10.6±1.3 0
	0.8±0.3


* - достоверные отличия от контроля;
+ – достоверные отличия от серии 2;
0 - достоверные отличия от серии 3.
20.4. Нейролептики
В физиологических механизмах центрального действия нейролептиков существенное значение имеет их влияние на ретикулярную формацию головного мозга; оказывая угнетающее влияние на этот отдел мозга, нейролептики устраняют его активирующее влияние на кору больших полушарий. Действие нейролептиков не ограничивается, однако, влиянием на ретикулярную формацию. Их разнообразные эффекты связаны с воздействием на возникновение и проведением возбуждения в разных звеньях центральной и периферической нервной системы.
Из нейрохимических механизмов действия нейролептиков наиболее изучено их влияние на медиаторные процессы в головном мозге. В настоящее время накоплено много данных о влиянии нейролептиков (и других психотропных средств) на адренергические, дофаминергические, серотонинергические, ГАМК-ергические, холинергические и другие нейромедиаторные процессы, включая влияние на нейропептидные системы мозга.
Разные группы нейролептиков и отдельные препараты, так же как и психотропные препараты других групп, различаются по своему влиянию на образование, накопление, высвобождение и метаболизм различных нейромедиаторов и их взаимодействие с рецепторами в разных структурах мозга, что существенно влияет на их фармакологические свойства и терапевтическую эффективность.
В последнее время особенно много внимания уделяется взаимодействию нейролептиков с дофаминовыми структурами мозга. По современным данным, дофамин, являющийся предшественником в процессе биосинтеза норадреналина, имеет самостоятельное значение как химический медиатор нервных импульсов в определённых структурах головного мозга и играет важную роль в процессах нервной деятельности. Установлено, что нарушение медиаторной функции дофамина является одним из патогенетических механизмов развития паркинсонизма и других экстрапирамидных нарушений. Изменения образования и функции дофамина наблюдается также при различных психопатологических состояниях.
Есть основания считать, что влияние на дофаминергические процессы играет важную роль в механизме действия нейролептиков, хотя одновременно они действуют и на другие медиаторные системы.
Показано, что нейролептики разных групп блокируют дофаминовые рецепторы разных структур мозга. Полагают, что это действие обусловливает антипсихотическую активность, а угнетение центральных норадренергических рецепторов (в частности, в ретикулярной формации) – преимущественно седативное и гипотензивное действие.
«Мишенью» для нейролептиков являются в основном Д2-рецепторы.
20.4.1. Аминазин
Аминазин является одним из основных представителей нейролептиков. Одной из главных особенностей действия амназина на ЦНС является относительно сильный седативный эффект. Нарастающее с увеличением дозы аминазина общее успокоение сопровождается угнетением условнорефлекторной деятельности, и прежде всего двигательно-оборонительных рефлексов, уменьшением спонтанной двигательной активности и некоторым расслаблением скелетной мускулатуры; наступает состояние пониженной реактивности к экзогенным и эндогенным стимулам. При больших дозах может развиваться состояние сна. (Каркищенко, 1993). 
Важным свойством аминазина является его блокирующее влияние на центральные адренергические и дофаминергические рецепторы (Сергеев и др., 1999). Он уменьшает или полностью снимает повышение артериального давления и другие эффекты, вызываемые адреналином и адреномиметическими веществами. Гипергликемический эффект адреналина аминазином не снимается. Блокирующее влияние на холиновые и гистаминовые рецепторы выражено относительно слабо. Препарат оказывает сильное каталептогенное действие.
Разнообразные фармакологические эффекты аминазина связаны с его влиянием на возникновение и проведение нервного возбуждения в разных звеньях центральной и вегетативной нервной системы. Аминазин угнетает периферические и центральные α-адренореактивные структуры, понижая их чувствительность к норадреналину и адреналину. Некоторые центральные эффекты аминазина в значительной степени обусловлены его выраженным влиянием на ретикулярную формацию ствола головного мозга. Он устраняет её активирующее влияние на кору больших полушарий (Машковский и др., 1965).
Введение аминазина в дозе 25 мг/кг сопровождается достоверным снижением показателей локомоции в течение 6 часов от момента инъекции (рис. 20.7).
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Рис. 20.7. Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении
аминазина и гепарина
1. Физиол. р-р (контроль);               2. Гепарин (500 МЕ/кг);
3. Аминазин (25,0 мг/кг);                4. Аминазин → Гепарин;
5. Гепарин → Аминазин;                6. Гепарин + Аминазин.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами аминазин и аминазин – гепарин 
статистически значимы (р≤ 0,05)

Показатели локомоции животных, которым вводили гепарин на фоне действия аминазина, достоверно не отличаются от группы животных, которым инъецировали только аминазин. Иная картина наблюдалась при композиционном введении по схеме гепарин (500 МЕ/кг)→ аминазин (25.0 мг/кг). В этом случае, через 1 час после инъекции двигательная активность крыс снижалась с 44.6±4.2 актов/5 мин в контроле до 10.6±1.8 актов/5 мин. Через 6 и 24 часа двигательная активность восстанавливалась и не отличалась от контрольных величин  (рис. 20.7).
Радикальные изменения локомоции происходили при введении аминазина на фоне действия протамин сульфата (10 мг/кг). Показатели локомоции снижались до 2.2±0.8 через 1 час, до 2.2±0.3 через 6 часов и до  0.8±0.04 актов/5 мин.                            
Введение композиции протамин сульфат→ аминазин снижает не только показатели локомоции, но и других исследованных поведенческих актов. При таких условиях эксперимента в течение 24 часов не наблюдалось вертикальных стоек крыс, полностью отсутствовал груминг, а акты замирания и обнюхивания были представлены единичными случаями (табл. 20.10).
                                                                   Таблица 20.10
Влияние аминазина, гепарина и протамин сульфата 
на поведенческие реакции крыс
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час
	Поведенческие акты

	
	
	Замирание
	Вертикаль. стойки
	Обнюхи-вание
	Груминг

	Физиологический раствор
(контроль)
	1
	5.4±0.8
	6.7±1.8
	5.4±0.6
	4.2±0.6

	
	6
	5.8±0.9
	4.0±0.9
	4.7±0.8
	2.0±0.2

	
	24
	3.7±0.7
	5.3±0.7
	5.0±0.2
	3.8±0.5

	Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	5.0±0.5
	6.8±1.5
	6.0±1.1
	2.8±0.3

	
	6
	3.8±0.4
	6.0±1.0
	2.0±0.3
	1.0±0.1

	
	24
	2.3±0.3
	6.7±1.0
	4.7±0.4
	3.0±0.4

	Аминазин
 (25 мг/кг)
	1
	4.3±0.7
	2.3±0.3*
	3.0±0.4*
	1.3±0.2*

	
	6
	3.0±0.6*
	1.7±0.3*
	2.6±0.9
	1.0±0.1*

	
	24
	4.0±0.4
	5.3±0.5
	3.0±0.3*
	6.3±1.1*

	Аминазин (25.0 мг/кг)→ Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	5.3±0.6
	6.0±1.2+
	9.3±1.5*+
	2.7±0.5*+

	
	6
	3.3±0.5*
	7.3±1.8*+
	7.3±1.4*+
	2.7±0.3+

	
	24
	4.0±0.5
	5.7±0.8
	7.6±1.2*+
	1.3±0.2*+

	Гепарин (500 МЕ/кг)
→ Аминазин
(25.0 мг/кг)
	1
	1.7±0.2*+
	0.3±0.01*+
	1.7±0.2*+
	0.3±0.1*+

	
	6
	3.6±0.3*
	7.0±1.5*+
	4.6±0.6+
	0.7±0.06*

	
	24
	4.7±07
	7.0±1.3
	8.0±1.5*+
	1.0±0.1*+

	Гепарин (500 МЕ/мл)+ Аминазин (25 мг/мл)
	1
	5.6±1.0
	6.0±1.6+
	5.7±0.7+
	3.0±0.2

	
	6
	5.3±0.8+
	5.0±1.1+
	4.6±0.5+
	2.3±0.5+

	
	24
	3.7±0.3
	1.3±0.2*+
	2.0±0.2*
	0.7±0.1*+

	Протамин(10мг/кг)→
Аминазин (25.0 мг/кг)
	1
	1.7±0.2*+
	0.0
	0.0
	0.0

	
	6
	1.5±0.4*+
	0.0
	0.5±0.2*+
	0.0

	
	24
	1.0±0.07*+
	0.0
	0.0
	0.0


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
+ - Различия между группами аминазин и аминазин - гепарин
статистически значимы (р≤ 0,05)

Таким образом, предварительное блокирование эндогенного гепарина протамин сульфатом потенцирует нейролептические эффекты аминазина. Логично было бы предположить, что предварительное введение гепарина будет снижать эффекты аминазина, вследствие чего показатели исследуемых поведенческих актов будут приближены к контрольным величинам. Однако на практике этого не происходит.
Регистрация данных через 1 час после введения композиции протамин сульфат → аминазин количество актов обнюхивания, замирания, вертикальных стоек и груминга достоверно снижается как относительно контроля, так и относительно группы животных, которым вводился только аминазин (табл. 20.10).
20.4.2. Галоперидол
Галоперидол – нейролептическое средство, относящееся к производным бутирофенона. Препараты этой группы обладают сильной нейролептической активностью (Акименко, 1994; Дмитриева, 1994). 
По фармакологическим свойствам галоперидол близок к нейролептикам фенотиазинового ряда – аминазину, трифтазину, этаперазину и др. Галоперидол обладает антипсихотическими свойствами, оказывает успокаивающее влияние на ЦНС, усиливает эффект наркотических и аналгезирующих веществ; угнетает условно-рефлекторную деятельность, снижает двигательную активность у животных, вызывает каталепсию. В отличие от аминазина, галоперидол существенно не влияет на артериальное давление и функции вегетативной нервной системы; по противорвотному действию превосходит аминазин. Синхронизирующее влияние на ЭЭГ выражено у галоперидола слабее, чем у нейролептиков фенотиазинового ряда; при увеличении дозы у животных возникает двигательное возбуждение, сопровождающееся активацией ЭЭГ (Монахов и др., 1986).
В механизме действия галоперидола важную роль играет, по-видимому, его влияние на обмен дофамина в мозге, в результате чего возрастает скорость синтеза и распада этого моноамина и увеличивается концентрация его метаболитов – гомованилиновой и диоксифенилуксусной кислот (Гершон, Ридер, 1992; Olds, Ito, 1973). 
Эксперименты показали, что галоперидол в дозе 25 мг/кг в значительно большей степени, чем аминазин в аналогичной дозе, снижает локомоторную активность.  Так, при внутрибрюшинном введении галоперидола в указанной дозе показатель локомоции в течение 6 часов удерживается на уровне 0.3±0.01 актов/5 мин, а к 24 часам двигательная активность повышается всего до 3.7±0.5 актов/5мин, хотя в контроле эта величина равна 30.3±4.2 актов/5мин.  Необходимо отметить, что различные комбинации введения гепарина с галоперидолом не сопровождаются повышением показателя локомоции до контрольных величин, однако через 24 часа после инъекции наблюдается тенденция к восстановлению двигательной функции (рис. 20.7).
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Рис. 20.7. Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при
введении галоперидола и гепарина.
 1. Интактные крысы;                    2. Физиол. р-р (контроль);
 3. Гепарин (500 МЕ/кг);               4. Галоперидол (25,0 мг/кг)
 5. Галоперидол → Гепарин;        6. Гепарин → Галоперидол;
7. Гепарин (500 МЕ/мл)+Галоперидол (25,0 мг/мл).
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами галоперидол и 
галоперидол-гепарин статистически значимы (р≤0,05)

Как показали наши исследования, протамин сульфат в дозе 10 мг/кг при внутрибрюшинном введении не изменяет показателей локомоции относительно контроля. Данные, полученные при регистрации локомоции у группы животных которым вводился протамин сульфат на фоне введения галоперидола, резко отличаются от контроля и достоверно от группы крыс, которым вводился только галоперидол (табл. 20.11).                                                                            
                                                                     Таблица 20.11
Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении 
галоперидола и протамин сульфата
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час

	
	1
	6
	24

	Интактные крысы
	44.0±5.6
	43.0±4.4
	42.3±5.1

	Физиол. р-р (контроль)
	44.6±4.2
	30.0±3.8
	30.3±4.2

	Протамин сульфат (10 мг/кг)
	38.6±3.1
	28.6±1.9
	26.9±5.4

	Галоперидол (25.0 мг/кг)
	0.3±0.01*
	0.3±0.01*
	3.7±0.5*

	Галоперидол → Протамин сульфат
	6.2±0.5*$
	2.3±0.4*$
	2.5±0.1*$


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
$ - Различия между группами галоперидол и галоперидол – протамин сульфат статистически значимы (р≤ 0,05) 

Данные, полученные при регистрации локомоции у группы животных которым вводился протамин сульфат на фоне введения галоперидола, резко отличаются от контроля и достоверно от группы крыс, которым вводился только галоперидол (табл. 20.11).
    Оценка поведенческих актов замирания обнюхивания, вертикальных стоек и груминга показала, что введение галоперидола во всех сериях экспериментов сопровождается снижением исследуемых актов поведения в течение 24 часов относительно контроля (табл. 20.12).  
                                                                                  Таблица 20.12
Влияние галоперидола, гепарина и протамин сульфата 
на поведенческие реакции крыс
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час
	Поведенческие акты

	
	
	Замирание
	Вертикаль. стойки
	Обнюхи-вание
	Груминг

	Физиологический раствор
(контроль)
	1
	5.4±0.8
	6.7±1.8
	5.4±0.6
	4.2±0.6

	
	6
	5.8±0.9
	4.0±0.9
	4.7±0.8
	2.0±0.2

	
	24
	3.7±0.7
	5.3±0.7
	5.0±0.2
	3.8±0.5

	Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	5.0±0.5
	6.8±1.5
	6.0±1.1
	2.8±0.3

	
	6
	3.8±0.4
	6.0±1.0
	2.0±0.3
	1.0±0.1

	
	24
	2.3±0.3
	6.7±1.0
	4.7±0.4
	3.0±0.4

	Галоперидол
 (25 мг/кг)
	1
	1.0±0.03*
	0.1*
	0.1*
	0.1*

	
	6
	1.0±0.05*
	0.1*
	0.1*
	0.1*

	
	24
	1.3±0.08*
	0.1*
	2.0±0.4
	1.0±0.1*

	Галоперидол (25.0 мг/кг)→ Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	1.0±0.04*
	0.1*
	0.4±0.03*+
	0.1*

	
	6
	1.0±0.07*
	0.1*
	0.3±0.01*
	0.1*

	
	24
	5.0±0.9+
	4.3±0.6*+
	4.7±0.7+
	3.0±0.2+

	Гепарин (500 МЕ/кг)
→ Галоперидол
(25.0 мг/кг)
	1
	1.3±0.06*
	0.1*
	1.0±0.2*+
	0.1*

	
	6
	1.0±0.1*
	0.1*
	0.3±0.1*
	1.0±0.1*+

	
	24
	3.7±0.5+
	0.1*
	2.7±0.5*
	2.4±0.3*+

	Гепарин (500 МЕ/мл)+ Галоперидол (25 мг/мл)
	1
	1.0±0.2*
	0.1*
	0.4±0.01*+
	0.1*

	
	6
	1.3±0.1
	0.1*
	1.4±0.2*+
	0.1*

	
	24
	3.6±0.7+
	2.0±0.3*+
	2.0±0.2*
	2.0±0.2*+

	Галоперидол (25.0 мг/кг)→ Протамин сульфат (10 мг/кг)
	1
	3.0±0.7*+
	0.1*
	0.8±0.03*+
	0.2±0.05*

	
	6
	1.5±0.3*
	0.1*
	1.0±0.1*+
	0.2±0.04*

	
	24
	1.5±0.1*
	0.5*+
	2.3±0.6*
	0.8±0.1*


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами галоперидол и 
галоперидол-гепарин статистически значимы (р≤0,05)
                                                                 
Инъекция препаратов по схемам галоперидол → гепарин, гепарин → галоперидол, гепарин + галоперидол и галоперидол → протамин сульфат не изменяла тенденции к снижению регистрируемых актов, характерной для введения только галоперидола. Следует отметить некоторое повышение показателей через 24 часа после инъекции той или иной композиции (табл. 20.12). 
20.4.3. Дроперидол
Дегидробензперидол, или дроперидол, в наибольшей степени отвечает требованиям к идеальному нейролептику для целей анестезии по сравнению с большим числом других изученных веществ из этой группы (Кузин, Ефимова, Осипова, 1976; Военнов, Бояринов, 2006). 
Отличительной чертой дроперидола является низкая токсичность и большая широта терапевтической дозы (Бунятян, 1994; Бакарева и др., 2009; Бабаев и др., 2010).
Дроперидол блокирует пути, соединяющие специфическую систему проведения раздражения и ретикулярную формацию, существенно не влияя собственно на функцию ретикулярной системы. Предполагают, что восходящее проведение раздражения к ретикулярной формации подавляется, в то время как контакт ретикулярной системы сохраняется (Морган, 2001).
Биохимический механизм действия дроперидола связан, по-видимому, главным образом с его влиянием на моноаминовый обмен. Если придерживаться точки зрения о важном значении аминов в функции проведения в центральной нервной системе, то вызываемое нейролептиком снижение концентрации аминов в центральных синапсах должно иметь следствием нарушение нервного проведения (Дарбинян, Тверской, Натансон, 1973).
С позиции этого механизма действия дроперидола можно объяснить такие эффекты его действия, как нейро-вегетативное торможение или экстрапирамидальную симптоматику (Беляков, 2003).
Дроперидол применяют не только при нейролептаналгезии, но и при нейролептанестезии и как противорвотное средство. Известно, что противорвотный эффект достигается дофаминергической блокадой, в то же время анестетическое действие дроперидола изучено мало. Так как гамма-аминомасляная кислота типа А и нейрональные никотиновые ацетилхолиновые рецепторы являются точкой приложения для многих анестетиков, группа авторов исследовала способность дроперидола влиять на данные рецепторы (Ефременко и др., 2003). Дроперидол ингибирует активность рецепторов: ГАМК(А)-альфа1бета1гамма2 рецептора и альфа7 никотинового ацетилхолинового рецептора. Предполагают, что субмаксимальная блокада ГАМК происходит в пределах ранга концентраций и может привести к дисфории, беспокойству, что ограничивает применение высоких доз дроперидола в клинике. Ингибирование альфа7 никотиновых АХ рецепторов может быть ответственна за анестетическое действие дроперидола (Сергеев и др., 1999; Flood, Coates, 2002). 
Тормозящее влияние на уровне ретикулярной формации ведет к торможению вестибулярной функции при отсутствии нарушения функции слухового анализатора. Следует отметить, что наиболее отчетливо все центральные эффекты дроперидола проявляются при сочетанном применении фентанила, который, по-видимому, усиливает и потенцирует влияние дроперидола на ретикулярную формацию и другие центры в стволе мозга (Бенькович, 2000).
Большинство авторов сходятся во мнении на том, что как центральный, так и периферический эффект нейролептиков во многом определяется влиянием этих препаратов на рецепторы. Ряд авторов прямо указывает, что действие дроперидола связано с блокирующим влиянием этого препарата на адренорецепторы, сущность которого состоит в понижении проницаемости рецептора для аминов, в результате чего нарушается их связывание с рецептором и таким образом ускоряется инактивирование по пути О-метилирования (Дарбинян, Тверской, Натансон, 1973; Морган, 2001).
В отличие от галоперидола введение дроперидола в дозе 25 мг/кг через 24 часа после инъекции локомоторная активность крыс достоверно не отличается от контрольных величин, однако в течение 6 часов показатели локомоции были значительно ниже контроля. Так, если показатель локомоции в контроле через 6 часов после инъекции дроперидола соответствовал 1.0±0.2 актов/5мин, то в то же время при введении физиологического раствора этот показатель был равен 30.0±3.8 актов/5 мин (рис. 20.8).          
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Рис. 20.8. Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении
дроперидола и гепарина.
1. Интактные крысы;                            2. Физиол. р-р (контроль);
3. Гепарин (500 МЕ/кг);                       4. Дроперидол (25,0 мг/кг);
5. Дроперидол →Гепарин;                   6. Гепарин →Дроперидол;
7. Гепарин (500 МЕ/мл)+Дроперидол (25,0 мг/кг)
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами дроперидол и 
дроперидол-гепарин статистически значимы (р≤0,05)

Аналогичная картина наблюдалась при введении композиций дроперидола с гепарином, но через 24 часа в этом случае показатели локомоции соответствовали таковым в контрольной серии экспериментов (рис. 20.8).
При введении протамин сульфата на фоне действия дроперидола показатели локомоции были ниже не только по сравнению с группой животных, которым инъецировали дроперидол, но и с контрольными значениями. Так, если при введении дроперидола показатель локомоции составлял через час после введения 1.3±0.2, то инъекция протамина на фоне действия дроперидола сопровождалась снижением показателя до 0.3±0.02 актов/5мин. Следует особо отметить, что через 24 часа в группе крыс с введением дроперидола локомоторная активность достоверно не отличалась от контроля, то при введении композиции с протамин сульфатом, эта величина равнялась всего 5.2±0.6 актов/5мин (табл. 20.13).
                                                                                                   Таблица 20.13
Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении 
дроперидола и протамин сульфата
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час

	
	1
	6
	24

	Интактные крысы
	44.0±5.6
	43.0±4.4
	42.3±5.1

	Физиол. р-р (контроль)
	44.6±4.2
	30.0±3.8
	30.3±4.2

	Протамин сульфат (10 мг/кг)
	38.6±3.1
	28.6±1.9
	26.9±5.4

	Дроперидол (25.0 мг/кг)
	1.3±0.2*
	1.0±0.2*
	22.0±2.0

	Дроперидол (25.0 мг/кг) → Протамин (10 мг/кг)
	0.3±0.02*$
	0.5±0.04*$
	5.2±0.6*$


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
$ - Различия между группами дроперидол и дроперидол – протамин 
 статистически значимы (р≤ 0,05) 

Показатели исследуемых поведенческих актов при введении дроперидола в дозе 25 мг/кг достоверно снижаются относительно контроля, с тенденцией увеличения через 24 часа. Однако и в этом случае они не достигают контрольных величин (табл. 20.14).
При введении дроперидола в различных сочетаниях с гепарином наблюдается восстановление показателей до контрольных величин, а в некоторых  случаях и превышая их. Так, например, количество вертикальных стоек в контроле составляло через 24 часа 5.3±0.7 актов/5мин, при введении дроперидола - 1.4±0.2 актов/5мин, а при совместном введении дроперидола с гепарином в виде смеси эта величина достигала 15.3±2.1 актов/5мин. при введении протамин сульфата на фоне действия дроперидола показатели поведенческих актов снижались до единичных проявлений (табл. 20.14).                                                                                      
                                                                           Таблица 20.14
Влияние дроперидола, гепарина и протамин сульфата 
на поведенческие реакции крыс
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час
	Поведенческие акты

	
	
	Замирание
	Вертикаль. стойки
	Обнюхи-вание
	Груминг

	Физиологический раствор
(контроль)
	1
	5.4±0.8
	6.7±1.8
	5.4±0.6
	4.2±0.6

	
	6
	5.8±0.9
	4.0±0.9
	4.7±0.8
	2.0±0.2

	
	24
	3.7±0.7
	5.3±0.7
	5.0±0.2
	3.8±0.5

	Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	5.0±0.5
	6.8±1.5
	6.0±1.1
	2.8±0.3

	
	6
	3.8±0.4*
	6.0±1.0
	2.0±0.3
	1.0±0.1

	
	24
	2.3±0.3*
	6.7±1.0
	4.7±0.4
	3.0±0.4

	Дроперидол
 (25 мг/кг)
	1
	1.0±0.3*
	0.1*
	0.1*
	0.1*

	
	6
	1.0±0.1*
	0.1*
	1.0±0.04*
	0.1*

	
	24
	3.3±0.8
	1.4±0.2*
	3.4±0.8*
	2.0±0.1*

	Дроперидол (25.0 мг/кг)→ Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	2.0±0.7*
	0.1*
	2.7±0.3*+
	0.1*

	
	6
	1.0±0.2*
	0.1*
	0.1*+
	0.1*

	
	24
	6.0±1.1*+
	7.0±1.5+
	4.0±0.5
	4.3±0.7+

	Гепарин (500 МЕ/кг)
→ Дроперидол
(25.0 мг/кг)
	1
	1.0±0.1*
	0.1*
	0.1*
	0.1*

	
	6
	1.0±0.05*
	0.1*
	0.1*+
	0.1*

	
	24
	6.6±1.3*+
	6.0±1.7+
	5.8±1.2+
	1.7±0.2*

	Гепарин (500 МЕ/мл)+ Дроперидол (25 мг/мл)
	1
	1.3±0.4*
	0.1*
	2.6±0.1*+
	0.1*

	
	6
	1.0±0.1*
	0.1*
	0.1*+
	0.1*

	
	24
	6.4±1.7*+
	15.3±2.1*+
	4.0±1.0
	4.2±0.6+

	Дроперидол (25.0 мг/кг)→ Протамин
(10 мг/кг)
	1
	1.0±0.1*
	0.0
	0.7±0.1*+
	0.0

	
	6
	1.0±0.2*
	0.0
	1.2±0.3*
	0.0

	
	24
	1.7±0.5*+
	0.0
	1.5±0.4*+
	0.5*+


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами дроперидол и 
дроперидол-гепарин статистически значимы (р≤0,05)                                                                                    
                                                                                     
20.5. Транквилизаторы
Термин «транквилизаторы» (от лат. tranquillo-are – делать спокойным, безмятежным) вошёл в медицинскую литературу в 1957 г. для обозначения психотропных средств, применяемых главным образом при неврозах, состояниях психического напряжения и страха. В отличие от нейролептических веществ, большинство транквилизаторов не оказывает выраженного антипсихотического эффекта. Их действие, адресуясь главным образом к психопатологическим расстройствам невротического уровня, в отличие от нейролептических средств, способствует устранению широкого круга невротических и неврозоподобных расстройств, уменьшая, прежде всего эмоциональную напряжённость тревогу и страх.
Эра транквилизаторов началась с создания в 1952 г. мепромабата. Затем были обнаружены транквилизирующие свойства некоторых противогистаминных препаратов, а в 1959 г. появились первые транквилизаторы - производные бензодиазепина: либриум и валиум (диазепам), положившие начало самой большой группе современных транквилизаторов – бензодиазепинов.
В современной литературе для обозначения препаратов этой группы используются термины «анксиолитические средства» или «противотревожные средства». Термин «транквилизаторы» остаётся, однако, наиболее распространённым. Следует учитывать, что препараты этой группы оказывают не только анксиолитическое действие. Они обладают в разной степени четырьмя фармакодинамическими свойствами: анксиолитическим, гипнотическим, миорелаксантным и противосудорожным.
Анксиолитическое (антифобическое) и общеуспокаивающее действие – наиболее важная особенность транквилизаторов.
Механизмы действия транквилизаторов до сих пор недостаточно раскрыты. Нейрофизиологические исследования свидетельствуют о снижении под влиянием транквилизаторов возбудимости подкорковых областей головного мозга (лимбическая система, таламус, гипоталамус), ответственных за осуществление эмоциональных реакций, и торможении взаимодействия между этими структурами и корой большого мозга. Транквилизаторы оказывают также тормозящее действие на полисинаптические спинальные рефлексы, вызывая этим миорелаксацию.
В нейрохимическом аспекте разные транквилизаторы различаются по особенностям действия. Влияние на норадренергические, дофаминергические, серотонинергические системы выражено у них в относительно слабой степени. Вместе с тем бензодиазепиновые транквилизаторы активно воздействуют на ГАМКергические системы, потенцируя центральное тормозное действие гамма-аминомасляной кислоты. В клетках ЦНС обнаружены специфические бензодиазепиновые рецепторы и их подгруппы, для которых бензодиазепины являются экзогенными лигандами. Природа эндогенного лиганда для этих рецепторов окончательно не выяснена. Существует тесная связь между диазепиновыми и ГАМК-рецепторами.
20.5.1. Диазепам
Диазепам – один из основных бензодиазепиновых транквилизаторов, нашедших широкое применение в медицинской практике. Препарат снимает эмоциональное напряжение, уменьшает чувство тревоги, страха беспокойства. 
При введении диазепама в дозе 1.0 мг/кг в течение 1 часа локомоторная активность крыс резко падает с 44.6±4.8 актов/5мин в контроле до 4.0±0.6 актов/5мин (рис. 20.9). 
Введение диазепама в различных комбинациях с гепарином снижает гиподинамический эффект диазепама. Так, при введении транквилизатора на фоне предварительной инъекции гепарина в дозе 500 МЕ/кг или введение исследуемых веществ в виде смеси, предварительно инкубированной в течение 15 мин при температуре 37ºС, показатели локомоции достоверно не отличаются от контрольных величин (рис. 20.9).                                                                              
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Рис. 20.9. Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении
диазепама и гепарина
1. Физиол. р-р (контроль);                      2. Гепарин (500 МЕ/кг);
3. Диазепам (1,0 мг/кг);                           4. Диазепам →Гепарин;
5. Гепарин →Диазепам;                          6. Гепарин + Диазепам.
* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами диазепам и диазепам – гепарин 
статистически значимы (р≤0,05)                                                                                  
Иная картина наблюдается при введении протамин сульфата на фоне действия тестовой дозы диазепама. В этом случае показатели локомоторной активности в течение 24 часов достоверно ниже и контрольных величин и показателей группы животных, которым инъецировали только диазепам (табл. 20.15).
                                                                            Таблица 20.15
Локомоция крыс в тесте «Открытое поле» при введении 
диазепама и протамин сульфата
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час

	
	1
	6
	24

	Интактные крысы
	44.0±5.6
	43.0±4.4
	42.3±5.1

	Физиол. р-р (контроль)
	44.6±4.2
	30.0±3.8
	30.3±4.2

	Протамин сульфат (10 мг/кг)
	38.6±3.1
	28.6±1.9
	26.9±5.4

	Диазепам (1.0 мг/кг)
	4.0±0.6*
	15.3±1.7*
	27.0±4.7

	Диазепам (1.0 мг/кг) → Протамин (10 мг/кг)
	5.5±0.7*
	4.0±0.5*$
	9.7±0.9*$


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)
$ - Различия между группами диазепам и диазепам – протамин сульфат статистически значимы (р≤ 0,05)     
Оценка таких поведенческих актов как замирание, обнюхивание, вертикальные стойки и груминг показала, что  максимальное снижение показателей наблюдается при  композиционном введении диазепама с протамин сульфатом. При такой композиции большинство данных достоверно снижается как относительно контроля, так и относительно группы с введением только диазепама в тестовой дозе (табл. 20.16).
                                                                   Таблица 20.16
Влияние диазепама, гепарина и протамин сульфата 
на поведенческие реакции крыс
	Условия 
эксперимента
	Время от введения, час
	Поведенческие акты

	
	
	Замирание
	Вертикаль. стойки
	Обнюхи-вание
	Груминг

	Физиологический раствор
(контроль)
	1
	5.4±1.0
	6.7±1.5
	5.4±0.6
	4.2±0.6

	
	6
	5.8±1.1
	4.0±0.4
	4.7±0.6
	2.0±0.2

	
	24
	3.7±0.4
	5.3±0.7
	5.0±0.5
	3.8±0.6

	Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	5.0±0.8
	6.8±1.7
	6.0±1.0
	2.8±0.3*

	
	6
	3.8±0.5*
	6.0±1.0*
	2.0±0.2*
	1.0±0.1*

	
	24
	2.3±0.3
	6.7±0.6
	4.7±0.7
	3.0±0.4

	Диазепам(1 мг/кг)
	1
	2.0±0.3*
	0.3±0.01*
	2.3±0.3*
	0.3±0.04*

	
	6
	4.0±0.8
	4.0±0.6
	5.0±0.8
	2.7±0.3

	
	24
	4.3±0.5
	6.0±0.5
	5.0±0.3
	2.3±0.3

	Диазепам (1.0 мг/кг)
→ Гепарин
(500 МЕ/кг)
	1
	3.3±0.6*
	4.0±0.5*+
	3.0±0.5*
	0.7±0.02*+

	
	6
	3.0±0.6*
	3.3±0.9
	2.0±0.3*+
	1.3±0.2*+

	
	24
	5.7±0.7*
	5.6±0.5
	6.0±0.9
	1.3±0.1*+

	Гепарин (500 МЕ/кг)
→ Диазепам
(1.0 мг/кг)
	1
	6.3±1.5+
	7.3±1.4+
	5.0±0.8+
	1.3±0.1*+

	
	6
	5.0±0.5+
	8.5±1.4*+
	7.7±1.8*+
	1.6±0.4+

	
	24
	7.4±1.2*+
	7.0±1.2
	8.0±1.3*+
	1.6±0.8*

	Гепарин (500 МЕ/мл)+ Диазепам
 (2 мг/мл)
	1
	3.0±0.8*+
	4.0±0.6*+
	1.7±0.2*
	0.3±0.01*

	
	6
	4.3±0.5
	3.0±0.3
	3.6±0.3
	0.3±0.05*+

	
	24
	4.0±0.4
	9.0±1.4*+
	8.7±1.4*+
	1.0±0.09*+

	Диазепам  (1.0 мг/кг)
→ Протамин сульфат
(10 мг/кг)
	1
	2.3±0.7*
	0.1*
	0.5±0.1*+
	0.2±0.01*

	
	6
	1.3±0.2*+
	0.1*
	1.0±0.1*+
	0.3±0.01**

	
	24
	2.8±0.5+
	1.0±0.07*+
	2.3±0.4*+
	1.3±0.1*+


* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤0,05)
+ - Различия между группами диазепам и диазепам – гепарин 
статистически значимы (р≤0,05)                                                                                  

Все исследованные в нашей работе химические соединения, предназначенные для наркоза, представляют собой группу веществ так или иначе воздействующую на центральные и периферические структуры нервной системы. Все они в той или иной степени снижают поведенческие реакции крыс в тесте «открытое поле», снижая горизонтальную и вертикальную двигательную активность, ориентировочно-исследовательские рефлексы, тревожно-фобические состояния и эмоциональный статус. 
Экзогенный гепарин при системном введении в определённой степени снижает активность исследуемых веществ и в основном через 24 часа после введения появляется тенденция к восстановлению активности. Блокада эндогенного гепарина протамин сульфатом потенцирует неврологические свойства анальгетиков.
Как показали физико-химические исследования in vitro превалирующее большинство средств для наркоза взаимодействует с гепарином с образованием нефелометрических соединений, опосредованно указывающих на возможность образования комплексных макромолекулярных соединений, в которых оба компонента или один из них частично теряют свою активность.
Однако это не единственный механизм антинаркотического действия гепарина. Возможно, одним из механизмов влияния гепарина на активность наркотических веществ является десенсибилизация специфических рецепторов. Известно, что курареподобные средства влияют на холинореактивные структуры ЦНС и периферии. В этом случае возможно гепарин влияет на рецепторы постсинаптической мембраны, снижая возбудимость холинорецептов к наркотическим средствам.  




















ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время неоспоримым фактом, признанным биологами, физиологами, биохимиками, медиками и клиницистами является признание гепарина эндогенным антикоагулянтом, препятствующим свёртыванию крови на всех этапах гемокоагуляции. Гепарин, синтезируемый тучными клетками, взаимодействует практически со всеми прокоагулянтами как прямого, так и не прямого действия. В результате такого взаимодействия образуются комплексные соединения, которые в большинстве случаев проявляют антикоагулянтную активность. По мнению Б.А. Кудряшова (1975) гепарин является основным фактором реализации функции второй противосвёртывающей системы.
Однако, как показали исследования зарубежных и отечественных учёных, антикоагулянтная функция гепарина является не единственной и, возможно, не самой главной. Гепарин, обладающий мощным отрицательным зарядом, способен образовывать комплексы с белками, пептидами, ферментами, гормономами, катехоламинами и другими эндогенными физиологически активными веществами. Результатом такого взаимодействия гепарина с эндогенными факторами является либо блокада активности этих факторов, либо, напротив, потенцирование их активности. Такое бинарное действие гепарина зависит от функционального состояния животных и человека, от дозы антикоагулянта и способа его введения.
Изучение влияния гепарина на активность экзогенных факторов показало, что в основе этого влияния также лежит принцип комплексообразования. Так, гепарин может выступать в качестве антидотного средства при отравлении ядами пчелы, скорпиона, кобры, гюрзы, эфы, гадюки, имеющие в качестве основного действующего вещества один или несколько полипептидов. Однако гепарин не предупреждает развития токсического шока при применении яда щитомордника, хотя он также имеет пептидную природу. Это связано с тем, что кротоксин состоит из двух субъединиц, образующих друг с другом комплексное соединение, где нет активных точек для соединения с гепарином.
Как известно, гепарин с зоотоксинами in vitro образует нефелометрические соединения, причём для каждого яда существует оптимальная концентрация  гепарина, характеризующаяся максимальным уровнем экстинкции. Практическим результатом этого положения явилась разработка метода идентификации ядов в растворе. Кроме того, используя эффект образования нефелометрических соединений гепарин-яд был разработан способ определения биологической активности ядов, основанный на различной электрофоретической подвижности яда и комплекса яд-гепарин (Орлов, Хомутов, Ягин, Некрасова, 1989). Однако этот способ достаточно трудоёмок и возможен только в стационарных условиях лаборатории. Для пределения биологической активности яда был разработан метод, позволяющий определять активность яда в полевых условиях. Он основан на визуальном сравнении стандартного раствора гепарин-яд, с исследуемым образцом яда к которому добавлено оптимальное количество гепарина.
Исследования, проведённые в нашей лаборатории, показали, что эндогенный гепарин снижает эффективность наркотических средств, используемых в анестезиологии. Исходя из этих позиций, нами запатентован способ проведения наркоза в эксперименте. Способ осуществляют путём введения протамин сульфата в дозе 10 мг/кг веса тела животного перед введением наркотического средства, такого как: эфир, или этанол, или дроперидол, или аминазин, или оксибутират натрия. Изобретение позволяет при введении наркотического средства обеспечить непродолжительное время засыпания оперируемого животного и продолжительный сон при оперативном вмешательстве (Пурсанов, Хомутов, Звонкова, 2013).
В анестезиологической практике прошлого столетия в качестве основного средства для наркоза использовался эфир. Было замечено, что у людей, страдающих алкоголизмом, стадия глубокого наркотического сна характеризуется очень коротким временным промежутком, или вовсе отсутствует, заменяясь продолжительной стадией возбуждения. 
Для проверки этого предположения нами были проведены эксперименты, в которых половозрелым кроликам в течение 30 дней ежедневно вводили внутримышечно этанол в дозе 2 г/кг. В конце эксперимента контрольным (интактным) и экспериментальным кроликам давали эфирный наркоз из расчёта 10-12 об.%, что обеспечивало контрольным животным длительную стадию глубокого сна. При тех же условиях опыта, глубокая стадия наркотического сна у экспериментальных животных отсутствовала. Через двое суток экспериментальным животным был введён протамин сульфат в дозе 10 мг/кг. Повторная наркотизация эфиром в стандартной дозе сопровождалась длительной стадией глубокого наркотического сна. Этот феномен связан с тем, что этанол стимулирует выброс эндогенного гепарина из тучных клеток и тем самым блокирует гипнотический эффект эфира. 
За более чем 50 лет исследований гепарина и ксенобиотиков были изучены взаимоотношения мукополисахарида с большим количеством биологически активных веществ. В результате установлено, что экзогенный и эндогенный гепарин обладает ярко выраженным антидотным действием в отношении ряда зоотоксинов как на уровне целого организма, так и отдельных функциональных систем. 
Гепарин потенцирует антиноцицептивное действие даларгина и FMRF-амида, семакса и окситоцина, а также пчелиного яда и мелиттина на сегментарном уровне. На супраспинальном уровне данная закономерность сохраняется, но выраженность реакции значительно меньше. Гепарин снижает продолжительность жизни мышей в условиях ОБГБ при сочетанном введении с даларгином. Интересно отметить, что предварительное введение протамин сульфата в тех же условиях эксперимента увеличивает продолжительность жизни мышей в 2 раза.
Гепарин усиливает и пролонгирует в условиях относительной нормы увеличение силы сердечных сокращений изолированного сердца крысы, вызываемое инсулином. Инсулин (0,03 мг) в составе смеси с гепарином при пред- и постишемическом введении стимулирует восстановление сократительной активности изолированного сердца после 40-минутной тотальной ишемии.
Тиролиберин (0,03 мг) как при пред-, так и при постишемическом введении вызывает в реперфузионном периоде увеличение силы сердечных сокращений. Гепарин устраняет реперфузионную фибрилляцию желудочков, вазванную тиролиберином, блокирует развитие положительного инотропного эффекта пептида, способствует более быстрому восстановлению ритмической активности изолированного сердца после тотальной ишемии.
Семакс (0,03 мг) при предишемическом введении вызывает угнетение сердечной деятельности в реперфузионный период, снижая силу сердечных сокращений и увеличивая конечное диастолическое давление. Введение пептида в постишемический период стимулирует восстановление частоты и силы сердечных сокращений и в целом сократительной активности миокарда. Гепарин способствует проявлению адаптогенных свойств семакса, усиливает кардиостимулирующее влияние пептида на изолированное сердце после тотальной ишемии.
Гепарин снижает токсические эффекты мелиттина (0,03 мг) и пчелиного яда (0,05 мг) на изолированное сердце, препятствуя развитию отрицательных инотропного и хронотропного эффектов. В реперфузионный период гепарин способствует проявлению кардиостимулирующего влияния пчелиного яда, но не мелиттина при пред- и постишемическом введении смеси.
Инсулин, тиролиберин, семакс и пчелиный яд как при пред-, так и  при постишемическом введении в количестве 0,03 мг способствуют активации прямой и угнетению обратной реакций лактатдегидрогеназы до значений, близких к показателям относительной нормы. Гепарин не препятствует проявлению данного эффекта.
Гепарин снижает продолжительность наркотического сна, вызванного эфиром, этанолом, аминазином и оксибутиратом натрия. Гепарин снижает гиподинамическое действие дроперидола и этанола. Предварительное введение протамин сульфата увеличивает продолжительность сна, увеличивает показатели гиподинамии исследуемых веществ.
Гепарин снижает латентный период реакции отведения хвоста при введении дроперидола и аминазина и увеличивает ЛП РОХ при введении фентанила. Предварительное введение гепарина увеличивает латентный период реакции облизывания лап при введении дроперидола и фентанила. 
Токсические свойства пчелиного яда и этанола в значительной мере снижаются при введении в воротную вену печени по сравнению с инъекцией в бедренную вену. Пчелиный яд и этанол при введении в хвостовую артерию крыс в меньшей степени проявляют свои токсические свойства, чем при введении в бедренную вену. Экзогенный гепарин усиливает антидотное действие печени, а протамин сульфат снижает детоксицирующую функцию печени. 
Гепарин в широком диапазоне доз (0,5 – 5000МЕ/кг) не оказывал влияния на проведение возбуждения в верхнем шейном симпатическом ганглии (ВШСГ) кошки. Гепарин не влиял на ганглионарный возбуждающий эффект ацетилхолина и на эффект посттетанической потенциации.
Гипергепаринемия, вызванная предварительным введением гепарина в дозе 500МЕ/кг, сопровождается значительным снижением холинолитических свойств эфира, дроперидола, таламонала, гамма-оксимасляной кислоты. Гипергепаринемия не вызывает снижения холинолитических свойств фентанила. Гипогепаринемия, вызванная введением протамин сульфата, сопровождается пролонгированием холинолитического действия исследуемых веществ (кроме фентанила). Гепарин, введенный на фоне действия наркотических средств, не оказывает влияния на их холинолитические свойства.
Экзогенный гепарин в дозе 50 МЕ/кг снижает активность аланинаминотрансферазы (АлАТ) и аспартатаминотрансферазы (АсАТ), в дозе 5000 МЕ/кг максимально повышает активность АлАТ, в дозе 3000 МЕ/кг максимально повышает активность АсАТ. Пчелиный яд и этанол повышают активность АлАТ и АсАТ в периферической крови крыс. Пчелиный яд на фоне действия гепарина потенцирует активность АлАТ и АсАТ. Этанол в зависимости от дозы и способа введения с гепарином увеличивает или уменьшает активность АлАТ и АсАТ относительно контрольных величин.
Внутрибрюшинное введение этанола в дозе 4,5 г/кг приводит к повышению активности лактатдегидрогеназы и алкогольдегидрогеназы печени крыс в прямой реакции в субклеточных фракциях. В цитоплазматической фракции активность ферментов в обратной реакции снижается.  Предварительное введение животным гепарина в дозе 2500 МЕ/кг частично снимает эффекты внутрибрюшинного введения этанола, что выражается в снижении активности лактатдегидрогеназы и алкогольдегидрогеназы клеток печени крыс в прямой реакции в субклеточных фракциях. 
Связывание эндогенного гепарина протамин сульфатом и последующее введение этанола приводит к увеличению активности лактатдегидрогеназы и алкогольдегидрогеназы в митохондриальной фракции клеток печени крыс. В цитоплазматической фракции активность алкогольдегидрогеназы резко снижается.
В экспериментах in vitro, используя метод фотоэлектроколориметрии и анализа спектров поглощения в УФ области, показано взаимодействие исследуемых веществ в стехиометрических отношениях. Максимальный пик светопоглощения регистрируется при весовом  соотношении пчелиный яд-гепарин 1:0.3, мелиттин-гепарин 1:0.5, яд кобры-гепарин 1:0.05, яд гюрзы-гепарин 1:0.0005, яд эфы-гепарин 1:0.005, этанол-гепарин 50:1, ацетальдегид-гепарин 1:5, диплацин-гепарин 1:5, дроперидол-гепарин 1:7.5, оксибутират нария-гепарин 1:5, аминазин-гепарин 2.5:1,, диазепам-гепарин 1:5, протамин сульфат-гепарин 1:1. Фентанил, дитилин галоперидол и димедрол с гепарином in vitro не взаимодействуют.
Учитывая всё многообразие взаимодействия гепарина с эндогенными физиологически активными веществами и ксенобиотиками, отличающимися как по химическому строению, так и по физиологическому действию на различные функциональные системы организма можно предполагать, что гепарин является не только основным фактором второй противосвёртывающей системы, но и сам образует эндогенную антидотную систему организма. Гепарин синтезируется в тучных клетках, а основными депо тучных клеток являются лёгкие и печень. Лёгкие и печень представляют собой открытые «ворота», через которые ксенобиотики проникают в организм. Нами было показано, что действие ингаляционного наркотического средства эфира в значительной степени снижается при предварительном введении гепарина. Инфузия зоотоксинов и этанола в портальную вену на фоне действия гепарина значительно снижает токсическое действие исследуемых веществ.
Уровень эндогенного гепарина находится под контролем гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой системы, которая выполняет роль триггера  гепариновой антидотной системы. Любая функциональная система, согласно представлениям П.К. Анохина, имеет принципиально однотипную организацию и включает следующие общие универсальные для разных систем периферические и центральные узловые механизмы: 1) полезный приспособительный результат как ведущее звено функциональной системы; 2) рецепторы результата; 3) обратную афферентацию, идущую от рецепторов результата в центральные образования функциональной системы; 4) центральную архитектуру, представляющую избирательное объединение функциональной системы нервных элементов различных уровней; 5) исполнительные соматические, вегетативные и эндокринные компоненты, включающие организованное целенаправленное поведение. Функционирование гепариновой антидотной системы практически отвечает всем требованиям номинации «функциональная система», представленной П.К. Анохиным (1975).














ЛИТЕРАТУРА
Агаджанян Н.А., Об антигипоксических свойствах медиаторов / Н.А. Агаджанян, И.Г. Власова, Л.Д. Лукьянова // Антигипоксанты, актопротекторы.- Итоги и перспективы: Матер. Российской науч. конф., – СПб.: ВМедА, 1994. – Вып. 1. – С. 8-12.
Адо А.Д. Общая аллергология: руководство для врачей / А.Д. Адо – М.: Медицина, 1978. – 464с.
Акименко М.А. Изучение церебральных нарушений у больных аффективными психозами методом компьютерной томографии /М.А. Акименко // Социальная и клиническая психиатрия. – 1994. – Т. 3, № 3. – С. 6-13.
Алекперов А.Ф. Комплексообразование гепарина с органическими катионами / А.Ф Алекперов, А.М. Алиев  // Фармация. - 1987. - Т. 36, № 1. - С. 80–85.
Алексеев А.Е. К механизму изменений работы сердца под влиянием некоторых анестетиков / А.Е.Алексеев, А.Е.Хомутов //Сборник научных трудов по реаниматологии. Саранск, 1976. - С.73-74.
Алексеева Г.В.Применение семакса в отдаленном периоде у больных с постгипоксической патологией мозга / Г.В Алексеева, Н.А. Боттаев, В.В. Горошкова  //Анестезиол. и реаниматол. - 1999. - № 1. - С. 40-43.
Алиаутдин Р.Н. Транспорт гексапептида даларгина через ГЭБ / Р.Н. Алиаутдин., В.Е. Петров, А.А. Иванов //Эксперимент. клиническая фармакология. – 1996. – Т. 59, № 3. – С. 57-60.
Анасашвили А.Ц. Гликопротеиды сыворотки крови и мочи / А.Ц. Анасашвили. - М.: Медицина, 1968. – 228 с.
Андреева Л.Н. Метаболические и физиологические особенности срочной реакции организма человека на перегревание / Л.Н.Андреева, В.В. Горанчук, Н.А.Столярова // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. – 1999. - № 1. - С. 19-23.
Андреева Л.Н. Адаптация человека к гипертермии и изменения в лейкоцитах периферической крови / Л.Н.Андреева, В.В. Горанчук, Е.Б.Шустов // Российский физиологический журнал им. Сеченова. – 2001. – Т.87, № 9. – С. 1208–1216.
Анненков Г.А. Белки сыворотки крови приматов / Г.А. Анненков. - М.: Медицина, 1974. – 148 с.
Анохин П.К. Очерки по физиологии функциональных систем. – М.: Медицина, 1975. – 448 с.
Анохина И.П. Основные достижения в области наркологии, токсикомании, алкоголизма / И.П. Анохина, Н.Н. Иванец, В.Я. Дробышева // Вестник РАМН. – 1998. – № 7. – С. 29-37.
Арбузов С.Я. Системный нервный наркоз / С.Я. Арбузов, М.Н. Никифоров – Л.: Медицина, 1967.-224с.
Артемов Н.М. Влияние пчелиного яда на морфологический состав крови млекопитающих / Н.М.Артемов, Т.Е.Калинина, Я.В. Михайлова // Ученые зап. Горьк. ун-т. Горький, 1951. – С. 53-87.
Асафова Н.Н. К вопросу воздействия некоторых зоотоксинов на возбудимые мембраны клеток предсердия лягушки / Н.Н. Асафова, В.И. Поротиков, А.К. Филиппов, Г.Е. Скатова // В сб: Механизмы действия зоотоксинов. Межвузовский сборник. Горький, 1984. - С. 15-20.
Ахалая М.Я. Влияние таурина, карнозина и казоморфина на функциональную активность перитонеальных тучных клеток / М.Я. Ахалая, А.А. Байжуманов, Е.Э. Граевская  // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2006. - Т. 141, № 3. – С. 302-305.
Ахмедов Б. К. О возможности нейтрализации гепарином свертывающего действия яда гюрзы на кровь / Б.К. Ахмедов // Тезисы докл. XII сессии научн. студ. об-ва Сталинабад. мед. ин-та. Сталинобад, 1956. – С. 7–8.
Ахмедов Р.А. Терморегуляция человека и животных в условиях повышенной  температуры / Р.А. Ахмедов. - Ашхабад: Ылым, 1978. – 210с.
Ашкинази И.Я. Эритроцит и внутреннее тромбопластинообразование / И.Я.Ашкинази. - М.: Медицина,1977. – 164 с.
Ашмарин И.П. Биосинтез и процессинг нейропептидов / И.П. Ашмарин //Итоги науки и техники, ВИНИТИ. Сер. Физиология человека и животных. – М, 1988. – Т 34. – С. 108-112.
Ашмарин И.П. Пути пролонгации действия нейропептидов / И.П. Ашмарин //Вестн. РАМН. - 1991. - № 8. - С. 7-10.
Ашмарин И.П.Тиролиберин: новые физиологические эффекты и перспективы клинического применения / И.П.Ашмарин, И.Е. Гурская, А.А. Гусева и др.  // Вестн. РАМН. – 1992. – № 6. – С. 40-42.
Ашмарин И.П. Нейропептиды в синаптической передаче/ И.П.Ашмарин, М.А. Каменская //Итоги науки и техники. ВИНИТИ. Сер. физиология человека и животных. – М.,1988. – Т.34. – 184 с.
Ашмарин И.П. Модуляция гемостатических реакций in vitro и in vivo представителями семейств регуляторных пептидов / И.П.Ашмарин, Л.А. Ляпина, В.Е. Пасторова //Вестн. РАМН - 1996. - N6. - С. 50-57.
Ашмарин И.П. Ноотропный аналог кортикотропина 4-10 - семакс (15-летний опыт разработки и изучения) / И.П.Ашмарин, В.Н. Незавибатько, Н.Ф.Мясоедов и др.// Журн. высш. нервн. деятельности. – 1997. – Т. 47, Вып. 2. – С. 28-36.
Ашмарин И.П. Современное состояние гипотезы о функциональном континууме регуляторных пептидов / И.П.Ашмарин, М.Ф. Обухова //Вестник РАМН. – 1994. – № 10. – С. 28-34.
Ашмарин И.П. Пептидная регуляция повышения устойчивости организма человека к гипоксии, вызванной дозированной физической нагрузкой / И.П. Ашмарин, С.А. Чепурнов, Н.Е Чепурнова. и др.  //Антигипоксанты и актопротекторы: Итоги и перспективы. Российская научная конференция. - СПб., 1994 . – С. 175.
Бабаев М.А. Причины возникновения полиорганной недостаточности при кардиохирургических операциях в условиях искусственного кровообращения /М.А. Бабаев, А.А. Ерёменко, Л.И. Винницкий, К.А. Бунятян // Общая реаниматология. - 2010. - Т. 6, № 3. – С. 89-95.
Бабак А.Ф. Влияние гепарина на морфологическую картину красной крови в эксперименте / А.Ф. Бабак // Гепарин. Физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. Тезисы III Всесоюзной конференции. – М., 1973. – С. 27-28.
Бабик Т.М. Изменения тучных клеток сосудистых сплетений желудочков головного мозга человека при атеросклерозе прецеребральных артерий / Т.М. Бабик // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2005. - Т. 140, № 7. – С. 584-587.
Баев А.А. Значение взаимодействия макромолекул в биологии соединительной ткани / А.А. Баев, В.В. Виноградов, В.Н. Падакова и др. //Соединительная ткань в норме и патологии. – Новосибирск: Наука, 1968. – С. 23-29.
Бажутина Е.Б. О действии зоотоксинов на агрегацию эритроцитов / Е.Б.Бажутина, В.А.Левтов  // В сб: Механизмы действия зоотоксинов. Межвузовский сб. Горький: Изд-во ГГУ, 1981. - С. 76-87.
Базян А.С. Аллостерическая пластичность ГАМК-рецептора и внутринейрональная интеграция на уровне трансдукционного сигнала / А.С.Базян, З.Х. Хашаев // Успехи физиологических наук. – 2010. – Т. 41, № 1. – С. 3-25.
Бакарева Ю.А. Влияние методики анестезии на течение послеоперационного периода у детей, оперированных с искусственным кровообращением / Ю.А. Бакарева, З.З. Надирадзе, А.В. Доманский // Общая реаниматология - 2009. - Т. 5, № 2. – С. 128-131.
Бакаринов П.В. Физиологическая характеристика защитных свойств гепарина при действии экзогенного этанола на организм: Автореф. дисс . . . канд. биол. наук: 03.00.13/ П.В. Бакаринов. - Н. Новгород, 2000. – 20 с.
Балаж, А Эндогенные ингибиторы клеточной пролиферации/ А. Балаж, И. Блажек.  - М.: Медицина, 1982. – 302 с.
Балан П. В. Острая гипобарическая гипоксия в постнатальном периоде:  влияние регуляторных пептидов: Автореф. дисс … канд.  биол. наук / П.В. Балан – М., 1999. – 20 с.
Балан П.В. Повышение устойчивости к острой гипобарической гипоксии у новорожденных крысят под влиянием гептапептида семакс (MEHFPGP) / П.В. Балан, Я.В. Крушинская, А.С. Маклакова и др. // В сб.: Гипоксия: механизмы, адаптация, коррекция. Материалы Всероссийской конференции. – М.,1997. – С. 9-10.
Балуда В.П. Физиология системы гемостаза / В.П Балуда, М.В.Балуда, И.И. Деянов // Пособие для студентов и слушателей институтов усовершенствования врачей. - М.: Медицина,1995. - 243с.
Барбье М. Введение в химическую экологию / Барбье М. -  М.: Мир, 1978. – 345 с.
Баркаган З.С. Геморагические заболевания и синдромы / З.С. Баркаган, С.И. Белых  // Гематол. и трансфузиол. – 1992. - №9. - С.36-37.
Баркаган З.С. О значении гемокоагуляции в механизме интоксикации змеиным ядом / З.С. Баркаган, Б.В. Полушкин // Патол. физиол. и эксперим. терапия. - 1960. - Т. 4, № 2. - C. 48–54.
Бастрикова Н.А.Влияние пептидергической коррекции геморрагического шока на поведение крыс в постгеморрагическом периоде / Н.А.Бастрикова, Я.В. Крушинская, В.А. Дубынин и др.  // Бюлл. эксперим. биол. и мед. – 1995. – Т. 120, № 12. – С. 623-625
Батрак Г.Е Влияние орбитофронтальной зоны коры большого мозга кошки на устойчивость надзрительных ядер подбугровой области по отношению к эфиру / Г.Е.Батрак, С.И. Хрусталев. А.Н. Макаренко  // Фармакология и токсикология. - 1981, - т.44, вып.1. - С. 25-30.
Башков Г.В. Низкомолекулярные гепарины: фармакология и клиническое применение / Г.В. Башков, Т.М. Калишевская, М.Г. Голубева, М.Е. Соловьёва  // Экспериментальная и клиническая фармакология. - 1993. - Т. 56, № 4. – С. 66-76.
Белоусова Т.В. Изменение гепарин-связывающей активности белков мозга крыс после однократного воздействия ионизирующего излучения в дозе 0.25 Гр / Т.В. Белоусова, Г.А. Ушаков // Радиационная биология. Радиоэкология. - 2002. - Т. 43, № 3. - С. 268-273.
Белоярцев Ф.Ф. Механизм действия мышечных релаксантов / Ф.Ф. Белоярцев, Я.М. Хмелевский   // Экспериментальная хирургия и анестезиология. - 1970. - № 2. – С. 85-87.
Беляков В.А. К вопросу об анальгетической активности дроперидола / В.А. Беляков // В кн.: Клинические и теоретические аспекты острой и хронической боли. Тезисы Российской научно-практической конф. - Н.Новгород, 2003. – С. 35-36.
Бенькович Б.И. Психофармакологические препараты и нервная система / Б.И. Бенькович. -  Ростов-на-Дону: Феникс, 2000. – 512 с.
Бергут Ф.А. Взаимоотношения гепарина и фибринолиза в процессе злокачественного роста / Ф.А. Бергут // В сб.: Гепарин. Физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. Тезисы III Всесоюзной конференции. – М., 1973. – С. 37-38.
Бердыева А.Т.Патофизиологические аспекты токсического действия змеиных ядов. – Ашхабад: Ылым, 1990. – 164с.
Березин И.В. Субстратная специфичность алкогольдегидрогеназы в коллоидном растворе воды в органическом растворителе / И.В. Березин, К. Мартинек, Ю.Л. Хмельницкий // ДАН СССР -. 1982. - Т. 263, № 3. - С. 737-741.
Бицуков Н.С. Анестезиология и реаниматология. Учеб. пособие / Н.С. Бицуков, А.В. Блинов А.В, Р.И. Бурлаков  – М.: Медицина, 1998. – 544 с.
Богданов А.И. Влияние АКТГ на болевую чувствительность крыс / А.И. Богданов, Н.Н. Ярушкина // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2001. - Т. 131, № 3. – С. 260-262.
Богданьев В.Е. Влияние эфира на сердечно-сосудистую систему / В.Е. Богданьев, Т.Ф. Гриненко, Н.П. Соколова  //Анестезиология и реаниматология. – 1977. - № 2. - С. 26-30.
Бондарев Д.П. Водно-электролитный обмен эритроцитов при остром перегревании организма / Д.П. Бондарев, Н.М. Стуижас  // В сб.: Актуальные вопросы экспер. и клин. фарм-ии. – Смоленск, 1994. - С. 17-18.
Бондарь О.П. Поверхностный заряд мембран эритроцитов при нарушении липидного обмена по данным микроэлектрофореза, H-титрования и флуоресцентных исследований / О.П. Бондарь, Ю.Д. Холодова, И.П. Смирнова, П.А. Возиян // Укр. биохим. журн. - 1988.  - Т.60. - С.77-84.
Брагин, Е. О. Нейрохимические механизмы регуляции болевой чувствительности /Е. О. Брагин. – М.: Изд-во УДН, 1991 – 248 с.
Брагин Е.О. Опиоидные и моноаминовые механизмы регуляции функций организма в экспериментальных условиях / О.Е. Брагин // Итоги науки и техники. ВИНИТИ. Сер. физиология человека и животных. -  М., 1991. -  Т.47. – 180 с.
Браунштейн А.Е. Процессы и ферменты клеточного метаболизма / А.Е. Браунштейн -  М.: Наука, 1987. - 552 с.
Брехова Н.Н. Изменение иммунореактивности человека при работе в защитной одежде в нагревающем микроклимате (30ºС) и ее коррекция фармокологическими средствами / Н.Н. Брехова, В.Р. Агаджанов // Успехи физиол. наук. - 1994. – Т.25, №1. - С.73-74.
Брилль, Г.Е. Влияние даларгина и налоксона на устойчивость животных к гипоксии / Г.Е. Брилль, Л.А. Мартынов //  В сб.: Физиологическое и клиническое значение регуляторных пептидов. – Пущино, 1990. – С. 17.
Бровкович В.М. Влияние меллитина на сократительную активность папиллярной мышцы крысы / В.М. Бровкович, А.А. Мойбенко  //Бюлл. экспер. биол. и медицины. - 1997. - Т. 124, № 7. - С. 611-614.
Булаев В.М. Рецепторы опиатов и их лиганды / В.М. Булаев //  Итоги науки и техники (ВИНИТИ): Фармакология. Химиотерапевтические средства. – М.,1982. - Т. 13. – С. 101-156.
Булыгин И.А. Рецепторная функция симпатических ганглиев / И.А.Булыгин, В.П. Калюнов.  – Минск: Наука, 1974. - 287с.
Бунятян А.А. Руководство по анестезиологии / А.А.Бунятян  – М.: Медицина, 1994. – 656 с.
Буреш Я. Методики и основные эксперименты по изучению мозга и поведения / Я. Буреш, О. Бурешова, Д.П. Хьюстон.  -  М.: Высшая школа, 1991. – 399с.
Буров Ю.В. Нейрохимия и физиология алкоголизма / Ю.В. Буров, Н.Н. Ведерникова. -  М.: Медицина, 1985. - 232 с.
Бутылин А.Г. Изучение модифицирующего действия гепарина на холино-литические свойства некоторых наркотических средств: Автореф. дисс… канд. мед. Наук /А.Г. Бутылин. - Киров, 2004.- 26 с.
Бутылин А.Г. Влияние гепарина на антиноцицептивные свойства пчелиного яда / А.Г. Бутылин, М.Б. Звонкова, А.Е. Хомутов, В.С. Слободянюк  // Вестник Нижегородского госуниверситета им. Н.И. Лобачевского. - 2010. - № 2(2). -  С. 607-611.
Быков В.Л. Развитие и гетерогенность тучных клеток / В.Л. Быков  // Морфология. – 2000. – Т.117, №2 – С. 86-92.
Бычков С.М. Новые данные о гепарине / С.М. Бычков  // Вопросы мед. химии. – 1981. – Т. 27, № 6. – С. 726-736.
Вальцева И. А. Патофизиологические особенности действия ядов змей, обитающих на территории СССР и некоторые вопросы экспериментальной терапии / И.А. Вальцева - М.: Медицина, 1969. – 291с.
Верхуша В.В. Модель адгезионного взаимодействия клеток в потоке жидкости / В.В.Верхуша, В.М. Староверов, П.В.  // Биол. мембраны. - 1994. - Т.11, №4. - С. 437-450.
Весёлкин Н.П. Два типа ГАМКергического пресинаптического торможения первичных афферентов спинного мозга / Н.П. Весёлкин, В.О. Аданина, И.В. Батуева и др.  // Тезисы докладов XVIII съезда физиологического общества И.П. Павлова. – Казань, 2001. – С. 50.
Виноградов В.В. Тучные клетки (генез, структура, функции) / В.В. Виноградов, Н.Ф. Воробьева.  – Новосибирск: Наука, 1973. – 128с.
Владимиров Ю.А. Биологические мембраны и незапрограмированная смерть клетки / Ю.А. Владимиров // Соросовский образовательный журнал. - 2000. - №9. - С. 6-8.
Владимиров Ю.А. Перекисное окисление липидов в биологических мембанах / Ю.А. Владимиров, А.И. Арчаков. -  М: Наука, 1972. - 252с.
Власова С.Н. Монооксигеназная система печени при хроническом гепатите по данным антипиринового теста / С.Н. Власова, И.А. Переслегина, Е.И. Шабунина.// Клин. лаб. диагност.- 1993 - № 4. - С. 41–43.
Власова И.Г. Тиролиберин - антигипоксическое действие пролонгированного характера / Н.Г. Власова, Е.В. Чепурнова, Е.В. Ефимова и др.  // Физиол. человека. - 1994. - Т. 20, № 6. - С. 118-123.
Военнов О.В., Бояринов Г.А. Комбинированная нейролептанальгезия при острой ишемической болезни сердца. / О.В. Военнов, Г.А. Бояринов. Общая реаниматология. – 2006. - Т. 2, № 2. – С. 58-64.
Войнов, В.А. Влияние налоксона и тиролиберина на дыхание в условиях острой гипоксии / В.А. Войнов, Н.И. Лосев, В.М. Булаев // Бюлл. экспер. биол. и мед. – 1984. – Т. 98, № 10. – С. 408–411.
Волков А.В. Результаты применения регуляторных пептидов при реанимации после остановки сердца в эксперименте / А.В. Волков, Ю.В. Заржецкий, А.Ю. Постнов и др.  // В сб.: Терминальные состояния и постреанимационная патология организма: патофизиология, клиника, профилактика и лечение. - М., 1992. - С. 69-76.
Волков А.В. Возможности терапии постреанимационного процесса с помощью регуляторных пептидов после 10 и 15 минут остановки сердца / А.В. Волков, О.В. Муравьев, Г.В. Мишарина Г.В. // Анестезиол. и реаниматол. – 1996 - № 5. - С. 67-70.
Воробьева, Н.Д. Особенности реоксигенационных повреждений ишемизированной почки на фоне введения гепарина / Н.Д. Воробьева, Г.Д. Аникин //Патол. физиол. и эксперим. терапия. - 1994. - № 3. - С. 40-43.
Воронов П.П. Этанолметаболизирующие ферменты семенников человека / П.П. Воронов, А.М. Хоха // Биохимия. - 1990. - Т. 55, № 8. - С. 1451-1460.
Выборнова И.И. Механизмы воздействия температурных условий и антропогенных химических факторов на функционирование биологических мембран / И.И. Выборнова, А.Н. Гольцов, С.Ю. Епифанов  //Физиология человека. – 1994. - Т.20, № 6. - С. 124-136.
Гацура В.В. Методы первичного фармакологического исследования БАВ / В.В. Гацура. – М. : Медицина, 1974. – 144 с.
Гацура В.В. Энергетический обмен ишемизированного миокарда /В.В. Гацура // Антигипоксанты: Итоги науки и техники. ВИНИТИ. Сер. Фармакология. Химиотерапевтические средства. – М., 1991. - Т.27. - С. 130-145.
Гвишиани Г.С., Мчедлишвили М.Г. Материалы о нервно-рефлекторном действии гепарина на систему свёртывания крови / Г.С. Гвишиани, М.Г. Мчедлишвили // В сб.: Гепарин. Физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. Тезисы II Всесоюзной конференции. – М., 1968. – С. 73-74.
Гелашвили Д.Б. Анализ физиологических механизмов действия некоторых животных ядов и их фракций на центральную нервную систему: Автореферат дисс… кандидата биол. наук / Д.Б. Гелашвили. - Горький, 1975.- 19с.
Гелашвили Д.Б Зоотоксинология: биоэкологические и биомедицинские аспекты. Учебное пособие / Д.Б. Гелашвили, В.Н. Крылов, Е.Б  Романова. -  Нижний Новгород: Изд-во ННГУ, 2015. – 770с.
Геренко А.Н. Двигательная активность у крыс в постреанимационном периоде / А.Н. Геренко, В.Н. Незавибатько, А.В. Волков, А.А. Каменский // Вестн. Московского ун-та. Сер. Биология. - 1991. - № 3. - С. 24-29.
Гершон Э.С. Важнейшие психические расстройства и мозг / Э.С. Гершон // В мире науки. – Новосибирск, 1992. – С. 83-90.
Гильмиярова Ф.Н. Моделирование гиперферментемии - способ изучения механизмов формирования обменных нарушений / Ф.Н. Гильмиярова, В.М. Радомская, Б.Ю. Голенищев // Бюлл. экспер. биол. и мед. - 1993. - № 10.- С. 352-355.
Гильмиярова Ф.Н. Оценка метаболического эффекта экзогенной лактатдегидрогеназы в условиях in vivo / Ф.Н. Гильмиярова, В.М. Радомская, Б.С.Мирзоев // Бюлл. экспер. биол. и мед. - 1994. - № 5. - С. 480-481.
Гильмиярова Ф.Н. Роль небольших молекул в регуляции активности цитоплазматических дегидрогеназ / Ф.Н. Гильмиярова, В.М. Радомская, Ю.В. Мякишева и др. // Биомед. химия. - 2006. - Т. 52, № 6. - С. 587-594.
Гильмутдинов Р.Я. Электрокинетические характеристики клеток крови и их взаимосвязь с другими гематологическими показателями в норме и патологии: Автореф. дис…докт. биол. наук / Р.Я. Гильмутдинов. -  Казань, 1994. - 34 с.
Гиноян Р.В. Способ реанимации при отравлении зоотоксинами / Р.В. Гиноян, О.В. Лушникова, А.Г. Бутылин, А.Е. Хомутов.  – Патент на изобретение № 2420323 от 10 июня 2011 г.
Гиноян Р.В. Продукты пчеловодства и апитерапия / Р.В. Гиноян, А.Е. Хомутов, О.В. Лушникова. -  Н. Новгород: Изд-во ННГУ, 2008 – 648с.
Гичев Ю. П. Роль печени в стрессорных реакциях организма / Ю.П. Гичев // Успехи физиол. наук. - 1990. - Т. 21, № 1. - С. 45–52.
Гичев Ю. П.,Сравнительная оценка биотрансформационной и фармакокинетической активности печени у жителей тропиков и средних широт при адаптации в Заполярье / Ю.П. Гичев, Э.О.Гусева  // Физиология человека. - 1998. - Т. 24, № 6. - С. 103–107.
Гладилин Г.П. Антигепариновая активность крови кроликов / Г.П. Гладилин, В.М. Головченко, Г.В. Коршунов // В сб.: Гепарин. Физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. Тезисы III Всесоюзной конференции. – М., 1973. – С. 75-77.
Гланц Стентон. Медико-биологическая статистика / Гланц Стентон. –  М.: Практика, 1999. – 459 с.
Глебов, Р.Н.  АКТГ как нейропептид. Функциональная роль АКТГ в мозге / Р.Н. Глебов, Т.В. Горячева //Патол. физиол. и эксперим. терапия. -  1990. - № 4. - С. 54-57
Голиков С.Н. Холинэстеразы и антихолинэстеразные вещества./ С.Н. Голиков, В.Н. Розенгарт. – Л.: Медицина, 1964.-185с.
Гомазков, О. А. Функциональная биохимия регуляторных пептидов / О.А.Гомазков - М.: Наука, 1993. – 160 с.
Гомазков, О. А. Современные тенденции в исследовании физиологически активных пептидов / О.А. Гомазков  //Успехи совр. биол. - 1996. - Т. 116, № 1. - С. 60-68
Горизонтов П.Д. Гомеостаз / П.Д. Горизонтов. - М.: Медицина, 1981.-576с.
Грек О. Р. Биотрансформация ксенобиотиков в печени при холодовом воздействии у крыс с различной устойчивостью к гипоксии/ О.Р. Грек, Ю.П. Гичев, Э.О. Гусева, В.И. Шарапов // Бюлл. эксп. биол. и мед. – 1998 - Т. 126, № 12. - С. 631–633.
Грицюк А.И. Клиническое применение гепарина / А.И. Грицюк.  – Киев: Здоровье, 1981. – 206 с.
Громов, Л.А. Нейропептиды/Л.А. Громов. – Киев, 1992. – 240 с.
Громова Е.А. Сравнительный анализ эффектов действия некоторых аналогов лей-энкефалина на исследовательское поведение животных / Е.А. Громова, Л.А. Плакхинас, Ю.П. Митин и др.  // В сб.: Физиологическое и клиническое значение регуляторных пептидов – Пущино, 1990 - С. 41.
Гублер Е.В. Применение непараметрических критериев статистики в медико-биологических исследованиях/ Е.В. Гублер, А.А. Генкин. – Л: Наука.,1973. – 141 с.
Гулак П.В. Гепатоцит: Функционально-метаболические свойства / П.В. Гулак, А.М. Дудченко, В.В. Зайцев и др. -  М.: Наука, 1985 - 272 с.
Давлятов Я.Д. Электрофоретический анализ ядов различных популяций кобр // Мех. действ. зоотоксинов. – Горький, 1986. - С. 42-47.
Данилова О.О. Модификация гепарином токсических и термопротекторных свойств зоотоксинов: Автореф. дисс … кандидата биологических наук / О.О. Данилова. - Н. Новгород, 2008. – 24 с.
Дарбинян Т.М. Премедикация, наркоз и дыхание / Т.М. Дарбинян, А.Л. Тверской, М.Г. Натансон. - М.: Медицина, 1973. – 375 с.
Даценко А.В. Многомерный статистический анализ тканевых базофилов при острой лучевой болезни / А.В. Даценко, В.В. Шиходыров, А.И. Корнелюк  // Архив анатомии, гистологии и эмбриологии. – 1986. – Т. 90, № 1. – С. 69-72.
Дворцова В.Л. Уровень органических фосфатов и активность гексокиназы эритроцитов хомяков при действии пчелиного яда / В.Л. Дворцова, В.Ф. Киреева, Л.Г. Конькова, Е.К. Бубунина //  Механизмы действия зоотоксинов. Сборник научных трудов. - Горький, 1983. - С. 50-53.
Дела Белла Д. Опиатные рецепторы. Различное сродство к лигандам в разных участках мозга / Д. Дела Белла, Ф. Казаччи, А. Сасси. В кн.: Эндорфины. - М.: Мир, 1981. – С. 270-276.
Дерюгина А.В. Исследование типовых изменений электрокинетических свойств эритроцитов в норме и при альтерации функций организма. Автореф. диссер … доктора биологических наук / А.В. Дерюгина. - Н. Новгород, 2012. - 295 с.
Джамалова А.Т. Влияние яда среднеазиатской кобры на кислородный, углеводный и энергетический обмен в организме и защитный эффект бензонала / А.Т. Джамалова, К.Т. Алматов, Ш.Ш. Нурдинов // Матер. 6-ой Пущинской конференции молодых ученых «Биология – наука 21 в.». – Пущино, 2002. - С. 74-75.
Джамалова А.Т. Влияние фосфолипаз, нейротоксинов и низкомолекулярных фракций яда среднеазиатской кобры на энергетический метаболизм митохондрий печени / А.Т. Джамалова, К.Т. Алматов, Ш.Ш.Нурдинов // Матер. 6-ой Пущинской конференции молодых ученых «Биология – наука 21 в.». - Пущино, 2002. - С. 75-76.
Дзись И.П. Генез и некоторые особенности гепариноцитов / В.П. Дзись  //  В сб.: Гепарин. Физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. – Л.: Наука, 1969. – С. 75-77.
Дмитриева Т.Б Депрессивные синдромы при психопатиях (клинические, психологические и нейрохимические аспекты) / Т.Б. Дмитриева // Социальная и клиническая психиатрия. - 1994. - Т. 3, № 3. – С. 13-20.
Добротина Н.А. Характеристика функционального состояния мембран эритроцитов у больных хроническими распростроненными дерматозами / Н.А. Добротина, Т.В. Копытова, Н.А. Щелчкова  // Успехи совр. естествознания. – 2010 - №2. - С. 39-43.
Доева А.Н. Изменение тучных клеток при воздействии постоянного магнитного поля / А.Н. Доева, Б.А. Томпаров, А.А. Каламбеков // Архив анатомии, гистологии и эмбриологии. – 1990. – Т. 99, № 12. – С. 42-44.
Дрозд Н.Н. Влияние совместного введения гепарина и сернокислого эфира хитозана на функцию гемостаза / Н.Н. Дрозд, В.А. Макаров, Г.В. Башков и др. // Эксп. и клин. фармакол. - 1996 – Т.59, №1 - С 30.
Дубинина, Е.В. Влияние гепарина на АТФ-азную систему митохондрий белых мышц кролика/ Е.В. Дубинина, Т.Я. Надирова //Бюлл. эксперим. биол. и мед. – 1973. – Т.76, № 11. – С. 62-64.
Дубровина, Н.И. Вклад дофаминовых ауторецепторов в реактивирующий эффект опиоидных антагонистов /Н.И. Дубровина //Бюлл. эксперим. биол. и мед. – 1995. – № 2. – С. 120-124
Евсеев Л.П. Лактатдегидрогеназа Х - специфический фермент семенников / Л.П. Евсеев, Е.А. Севрюков // Вестн. РАМН. - 1994. - № 3. - С. 57-61.
Епифанова О.И. Регуляторные механизмы пролиферации клеток / О.И. Епифанова, В.В. Терских, В.А. Полуновский  //Итоги науки и техники. ВИНИТИ. Сер. Общие проблемы физико-химической биологии. - М., 1988. - Т. 10. - 164 с.
Ердикян К.А. Гликозаминогликаны: взаимодействие с биомолекулами и их функциональная роль / К.А. Ердикян, В.А. Трапков  // Изв. АН СССР. Сер. биол. - 1988. - № 5. -  С. 650-665.
Ерзинкян, К.Л. Исследование молекулярной природы комплекса гистамин – гепарин / К.Л. Ерзинкян, К. Г. Алавердян, С. В. Нижний, Л. А. Пирузян // Изв. АН СССР. Сер. биологическая. – 1977. - № 6. – С. 813 – 818.
Ерзинкян, К.Л. Спекрофотометрические исследования реакции комплексообразования фибриногена с антикоагулянтом гепарином (КФГ) / К.Л. Ерзинкян, М.А. Розенфельд, А.Г. Тер-Маркарян // Изв. АН СССР. Сер. биолог. – 1979. - № 6. - С. 920-924
Ермаков Г.Л. Надмолекулярная организация ферментных систем. I. Структурный аспект проблемы / Г.Л. Ермаков // Биохимия. - 1993. - Т. 58, № 5. - С. 659-674.
Ерошенко, Т.М. Физиологические свойства регуляторных пептидов / Т. М. Ерошенко, Л. А. Лукьянова // Итоги науки и техники. ВИНИТИ. Сер. физиология человека и животных. – М., 1989 – Т.46. – С. 162-186.
Ерошенко Т.М. Каскадные эффекты регуляторных пептидов / Т.М. Ерошенко, С.А. Титов, Л.А. Лукьянова  //Итоги науки и техники. ВИНИТИ. Сер. физиология человека и животных. - М., 1991- Т.51. – С. 161 - 174.
Есакова Т.В. Взаимодействие лактатдегидрогеназы и мембран саркоплазматического ретикулума / Т.В. Есакова, М.В. Иванов // Биохимия. - 1992. - Т. 57, № 2 -. С. 253-266.
Есакова Т.В. Взаимодействие комплекса ЛДГ - НАД - пируват с мембранами лёгкого саркоплазматического ретикулума / Т.В. Есакова, М.В. Иванов // Биохимия. - 1994. - Т. 59, № 4 -. С. 543-550.
Ефимов В.С., Нежелательные эффекты длительного применения гепарина и подходы к его устранению / В.С. Ефимов, А.Г. Румянцева.  // Экспериментальная и клиническая фармакология. - 1992. - Т. 55, № 6. – С. 73-76.
Ефимова Ш.А. Половой диморфизм тучных клеток красного костного мозга крыс в норме и под влиянием препарата «Эндорфаин» / Ш.А. Ефимова, Г.М. Лузикова  // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2012. - Т. 153, № 3. – С. 330-332.
Ефремов В.А. Проводниковое обезболивание в сочетании с НЛА при операциях на верхних конечностях / В.А. Ефремов, Р.В. Садовская, О.В. Ефанов, А.К. Кашко //Клинические и теоретические аспекты острой и хронической боли.  Тезисы Российской научно-практической конф. - Н.Новгород, 2003. - С.161-162.
Жгенти, Г.Р. Гепарин блокирует торможение плазмина пептидами лимфы/ Г.Р. Жгенти // Успехи физиол. наук. - 1994. - Т. 25, № 1. - С. 136-137.
Желтова О.П. Рефлекторные влияния на систему свертывания крови при двусторонней ваготомии / О.П. Желтова, В.Ф. Киричук // В сб.: Теоретические и клинические вопросы проблемы свертывания крови. – Саратов, 1968. – С. 69-70.
Женило В.М. Основы современной общей анестезии / В.М. Женило. -  Ростов-на-Дону.: Изд-во «Феникс», 1998 .-352с.
Жуковский, С. В. Изучение механизма гипертензивного действия FMRF-подобных пептидов / С. В. Жуковский //Бюл. Всес. Кардиол. Научного центра АМН СССР. – 1989. – Т.12, №1. – С. 45-47
   Зайцев С.В. Наркомания. Нейпептид-морфиновые рецепторы / С.В. Зайцев, К.Н. Ярыгин, С.Д. Варфоломеев. - М.: Изд-во МГУ, 1993. - 256 с.
Замятнин, А. А. Общие функциональные особенности эндогенных регуляторных пептидов /А. А. Замятнин // Физиол. журн. им. И. М. Сеченова. - 1992. - Т. 78, № 9. - С. 39-50
Захаров, Н. Н. К вопросу о периферическом и центральном действии АКТГ на свертывание крови и уровень гепарина в крови / Н. Н. Захаров // В сб.: Механизмы реакций свертывания крови и внутрисосудистого тромбообразования. - Саратов, 1971. - С. 103-107
Захаров, Н. Н. Влияние адренокортикотропного гормона на уровень гепарина и количество базофильных лейкоцитов в периферической крови / Н. Н. Захаров / В сб.: Гепарин: физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. Тезисы III Всесоюзн. конф. - М., 1973. - С. 123-124
Звонкова М.Б. Влияние высоких доз экзогенного гепарина на процессы гемостаза / М.Б. Звонкова, А.Е. Хомутов, А.Г. Бутылин, К.А. Пурсанов // Вестник Нижегородского университета им. Н.И. Лобачевского - 2010. - № 2. - Часть 2. – С. 636-640.
  Зезеров Е.Г. Биохимические механизмы острого и хронического действия этанола на организм человека / Е.Г. Зезеров // Вопр. биол., мед. и фарм химии. - 1998. - № 2. - С. 47-55.
Зенков И.К. Окислительный стресс. Диагностика, терапия, профилактика / И.К. Зенков, Е.Б. Меньшиков, С.М. Шергин. -  Новосибирск, 1993. – 181 с.
Зиматкин С.М. Метаболизм этанола в мозге / С.М. Зиматкин // Нейрохимия. - 1995. -  Т. 12, вып. 1. - С. 19-26.
Зинчук В.В. Роль кислородсвязывающих свойств крови в формировании прооксидантно-антиоксидантного состояния организма при перегревании и пирогеналовой лихорадке: Автореф. дисс. . . . док. мед. наук/ В.В. Зинчук. – Минск, 1999. – 35с.
Зозуля, А.А. Зависимость иммуномодулирующих и поведенческих эффектов опиоидного пептида даларгина от характеристик высшей нервной деятельности крыс / А.А. Зозуля // Иммунология. – 1996. – №5. – С. 25 – 28.
Зозуля, А.А. Анксиолитическое действие даларгина на поведение крыс в конфликтном тесте Вогеля и приподнятом крестообразном лабиринте / А.А.  Зозуля // Бюлл. экспер. биол. и мед. – 1999. – №2. – С. 211 – 214.
Золотарев Ю.А. Исследование твердофазного каталитического изотопного обмена водорода в даларгине / Ю.А. Золотарев, Б.В. Васьковский  // Биоорганическая химия. - 2000. - Т. 26, № 7. – С. 512-515.
Зубаиров Д.М. Рефлекторное влияние с хеморецепторов каротидного синуса на свертываемость крови / Д.М. Зубаиров // Бюлл. экспер. биологии и медицины. – 1957. – № 7. – С. 23-25.
Зубаиров Д.М. Биохимия свёртывания крови /Д.М. Зубаиров // Казанский мед.журн. – 1994. - №2. - С.136-155.
Зуга М.В. Морфологические основы холинореактивности тучных клеток органов дыхания /  М.В. Зуга М.В., П.А. Мотавкин // Морфология. – 1998. –Т. 114, № 4. – С. 72-77.
Иванов В.Т. Выделение, структура и свойства новых эндогенных пептидов / В.Т. Иванов, А.А. Карелин, И. И. Михалева //Биоорганическая химия. – 1992. – Т. 18, № 11. – С.1271-1311.
Иванова Д.М. Сравнительное исследование анальгетической  активности фрагмента АКТГ4-10 и его аналога семакса / Д.М. Иванова, Н.Г. Левицкая, Л.А. Андреева и др. // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2007. - Т. 143, № 1. – С. 4-12.
Иванова, Д.М. Изучение анальгетических свойсв семакса в различных экспериментальных моделях./ Д.М. Иванова, Н.Г. Левитская, Л.А. Андреева //Докл. Росс. Академ. Наук. – 2003. – Т.388, №3. – С.5-8.
Игнатов, Ю.А. Изменение под влиянием морфина антиноцицептивного эффекта, возникающего при стимуляции среднего мозга крысы / Ю.А. Игнатов, А.С. Морозова//Фармакол. Токсикол. –1979.- № 3. – С. 225-229.
Изыкенова, Г.А. Даларгинсвязывающие белки синаптических мембран мозга крыс: выделение и сравнение их свойств со свойствами опиатных рецепторов / Г.А. Изыкенова, Н.П. Таранова  // Биохимия. - 1992. - Т. 57, №5 – С. 663-669.
Исаева И.В. Свойства и состав препаратов гепарина из легких и слизистой тонкого кишечника / И.В. Исаева, С.В. Ковалева, О.И. Терешкина, Т.В. Пемая  // Хим. фарм. журнал. – 1991 - Т.25, № 11. – С. 81-86.
Кадыров И.К. Морфологические изменения эндокринных желез животных после введения яда гюрзы // В сб.: Мех. действ. зоотоксинов. – Горький, 1984. - С. 10-15.
Исакова О.Л. Исследование деградации пептидов в сыворотке крови методом 1Н-ЯМР /О.Л. Исакова, Н.Ф. Сепетов, Ж.Д. Беспалова, //Биоорганическая химия. – 1986. – Т. 12, № 1. – С. 107-111
Казаков В.Н. Роль опиатных пептидов в регуляции различных форм эмоционального поведения / В.Н. Казаков, П.Я. Кравцов, В.Ф. Андреева и др. // В сб: Физиологическое и клиническое значение регуляторных пептидов. - Пущино, 1990 - С. 78.
Казначеев В.П. Гепарин и проблемы гомеостазиса / В.П. Казначеев //Вопросы физиологии и патологии гепарина. - Новосибирск, 1965. - С. 113-114.
Казначеев В.П. Клиническая патология транскапиллярного обмена / В. П. Казначеев, А. А. Дзизинский - М, 1975. - 240 с.
Казначеев В.П. Гепарин и гисто-гематические барьеры /В.П. Казначеев, С.П. Шурин, А.А. Дзизинский.//Структура и функция гисто-гематических барьеров. - М.: Наука, 1971. - С. 158-162.
Калишевская Т.М. О центральных звеньях рефлекторных дуг свертывающей и противосвертывающей систем крови / Т.М. Калишевская, А.Ф. Семиохина, Н.В. Хаханова // Вестник МГУ. Биология, почвоведение. – 1966. - № 4. – С. 10-16.
Калмыкова И.Б. Процессы перекисного окисления липидов и жирнокислотный состав липидной фазы тромбоцитов под влиянием ядов среднеазиатских змей / И.Б. Калмыкова, Т.И. Славнова, И.И. Шадыбекова  // В сб.: Проблемы гематологии и переливания крови. – М., 1997. - № 2. - С. 20-23.
Калюжный Л.В. Физиологические механизмы регуляции болевой чувствительности / Л.В. Калюжный. - М.: Медицина, 1984. – 145 с .
Калюжный А.Л. Особенности обучения крыс разных генетических линий на электроболевом подкреплении / А.Л. Калюжный, С.В. Литвинова, В.В. Шульговский, Л.Ф. Панченко // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2005. - Т. 139, № 1. – С. 15-18.
Каплан А. Я. Антиишемические свойства нейропептида семакс: электроэнцефалографический анализ / А.Я.Каплан, А.А. Каменский, И.П. Ашмарин, В.Н. Незавибатько   //Применение малых регуляторных пептидов в анестезиологии и интенсивной терапии: Материалы Всесоюзн. Симпозиума. - М.,1991. - С.78-79. 
Каплан А.Я. Повышение устойчивости организма к гипоксии с помощью нейропептидного лекарственного препарата семакс / А.Я. Каплан, В.Б Кошелев, В.Н. Незавибатько, И.П.  // Физиол. человека. - 1992. - Т. 18, № 5. - С. 104- 107.
Каримов, З. Н. Гемокоагулирующее и геморрагическое действие яда гюрзы /З. Н. Каримов// В сб.: Механизмы патол. процессов. - Ташкент, 1976. - С. 58-60.
Каркищенко Н.Н. Психоунитропизм лекарственных средств / Н.Н. Каркищенко - М.: Медицина, 1993. – 206 с.
Кендыш И.Н. Молекулярные аспекты механизма действия инсулина /И.Н. Кендыш //Успехи совр. биол. - 1983. - № 2. - С. 238-254.
Кендыш И. Н. Регуляция углеводного обмена / И.Н. Кендыш. - М.: Медицина, 1985. - 272 с.
Киреева В.Ф. Морфофункциональная характеристика эритроцитов при действии зоотоксинов / В.Ф. Киреева // В сб.: Мех. действ. зоотоксинов. – Горький, 1985. - С. 104-114.
Клейменов А. Влияние антиоксиданта ОП-6 на некоторые модельные реакции системы свертывания крови / А. Клейменов, М. Розенфельд, Е. Бурлакова и др.// Вопр. мед. Химии. - 1983. - Т. 29, вып. 1 - С. 33–37.
Клименко Н.А. Репопуляция и регрануляция тканевых базофилов на месте острого воспаления / Н.А. Клименко, С.В. Татарко // Морфология. – 1996. –Т. 109, № 1. – С. 50-56.
Клименко Н.А. Механизмы стимулирующего влияния тканевых базофилов на репаративные процессы при воспалении / Н.А. Клименко, С.В. Татарко // Морфология. – 1997. –Т. 111, № 2. – С. 69-72.
Кожемякин Л.А. Динамика соотношения клеточных медиаторов адрено- и холиноэргических систем (цАМФ-цГМФ) в механизмах адаптации к гипоксии / Л.А. Кожемякин, Д.С. Коростовцев //Докл. АН СССР. – 1977. – Т. 237, № 6. – С. 1519 – 1521.
Козинец Г.И. Интерпретация анализов крови и мочи и их клиническое значение / Г.И. Козинец -  М.: Триада Х, 1998 – 104 с.
Козинец Г.И.  Кровь и экология / Г.И. Козинец,  В.В. В. - М.: Практическая медицина, 2007. - 432 с.
Козинец  Г.И.  Исследование системы крови в клинической практике. / Г.И.Козинец, А.Макаров. - М. Триада-Х, 1997. – 184 с.
Козинец Г.И.  Электрический заряд клеток крови /Г.И. Козинец, О.В. , М.И.  - М: Практическая медицина, 2007. - 208 с.
Козинец Г.И. Электрофоретическая подвижность эритроцитов у больных с тяжелыми формами интоксикации / Г.И. Козинец, О.В. Попова, В.В. Мороз и др.  //Общая реаниматология. - 2007. - № 5. - С.75-79.
Колик Л.Г Экспериментальное изучение антиноцицептивных свойств пептида ГБ-115 при химической и термической стимуляции / Л.Г.Колик, В.Н. Жуков, Т.А. Гулашева, С.Б. Середенин  // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2012. - Т. 153, № 4. – С. 455-459.
Колотилова А.Б. Роль опиоидной системы в изменении болевой чувствительности, вызванном холодной и жаркой температурой окружающей среды / А.Б. Колотилова, Л.С. Гузеватых, Д.В. Валуйских, Т.Г. Емельянова // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2008.- Т.138, № 5. – С. 124-128. 
Комаров Ф.И. Биохимические исследования в клинике / Ф.И. Комаров, Б.Ф. Коровкин, В.В. Меньшиков.- Элиста: АПП «Джангар», 2001. – 216 с.
Кондашевская М.В. Гепарин в защитно-приспособительных реакциях организма / М.В. Кондашевская // Журн. Тромбоз, Гемостаз и Реология. – 2000 - №3 – С. 26–28.
Кондашевская М.В. Тучные клетки и гепарин – ключевые звенья в адаптивных и патологических процессах / М.В. Кондашевская // Вестник РАМН - 2010. - № 6 - С. 49-54.
Кондашевская М.В.. Гепарин – новая парадигма эффектов действия / М.В. Кондашевская - М.: МДВ, 2011. – 240 с.
       Кондашевсквя М.В. Роль гепарина в иммунных, воспалительных и репаративных процессах / М.В. Кондашевская // Клиническая и экспериментальная морфология. – 2012. – С. 64-70.
Кондашевская, М.В. Новые аспекты действия гепарина / М.В. Кондашевская, В.С. Кудрин, П.М. Клодт // Бюлл. экспер. биол. и мед. –2000. – Т. 130, №12. – С. 613 – 616.
Кондашевская М.В. Влияние однократного и курсового введения малых доз высокомолекулярного гепарина на уровень содержания нейромедиаторов в мозге крыс Вистар / М.В. Кондашевская,  В.С. Кудрин, Л.А. Маликова и др.  // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2006. - № 5. - С. 537-539.
Кондашевская М.В. Новое свойство комплекса гепарин-серотонин / М.В. Кондашевская, Л.А. Ляпина  //Бюлл. экспер. биологии и медицины. – 1998. - Т.126, № 10.- С.425-426.
Кондашевская М.В. Анксиолитическое и антиноцицептивное действие высокомолекулярного гепарина на крыс линии Вистар / М.В. Кондашевская, К.А. Никольская // Психофармакол. и биол. наркол. – 2002. - №3. – С. 407–408.
Конторщикова К.Н. Перекисное окисление липидов в норме и патологии: Учебное пособие. / К.Н. Конторщикова. - Нижний Новгород, 2000.- 24 с.
Коплик, Е.В. Прогностические поведенческие критерии и особенности мозгового кровотока у крыс с различной устойчивостью к эмоциональному стрессу / Е.В. Коплик, И.В. Ганнушкина, А.Л.  Антипова // Физиол. журнал им. Сеченова. – 1995. – Т.81, №9. – С. 35 –39.
Корнева Н.В. Мембраноактивные свойства яда восточного щитомордника / Н.В. Корнева, Н.Н. Асафова //  В сб.: Вопросы герпетологии. Шестая Всесоюзная герепетологическая конференция. - Л.: Наука, 1985. – С. 106.
Коробов Н.В. Даларгин – опиоидный пептид периферического действия / Н.В. Коробов //Фармакол. и токсикол. – 1988. – Т. 51, № 4. – С. 35-42.
Королева М.В. Изучение анальгетического действия препарата семакс / М.В. Королева, Е.Е. Мейзеров, В.Н. Незавибатько  // Бюлл. эксперим. биологии и медицины. - 1996. - Т. 122, № 11. - С. 527-529.
Королёва С.В. Динамическая иерархия регуляторных пептидов. Структура индукционных связей регуляторов как мишень для терапевтического воздействия / С.В. Королёва, Н.Ф. Мясоедов // Успехи физиологических наук. - 2012. - Т. 43, № 3. – С. 38-47.
Корпачева О. В. Коррекция верапамилом постреанимационных повреждений сердца / О.В. Корпачева., В.Т.Долгих  //Анестезиол. и реаниматол. - 1996. - № 5. - С. 48-51.
Коршунов Г.В. О влиянии блуждающего нерва на уровень гепарина в крови / Г.В. Коршунов // В сб.: Гепарин. Физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. – М., 1969. – С. 29-31.
Коршунов, Г.В. О комплексообразовании гепарина с гормонами / Г.В. Коршунов, Н.В. Бабиченко, Т.В. Власова // В сб.: Гепарин: физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. Тезисы III Всесоюзн. конф. – М., 1973. – С. 163 – 164.
Косенков Н.И. Изменение чувствительности к адреналину в процессе тепловой адаптации / Н.И. Косенков // Физиология человека. - 1984. – Т.10, №3. - С. 478-479.
Костюченко А.П. Внутривенный наркоз и антинаркотики / А.П. Костюченко, П.К.  Дьяченко.  -  Спб.: Медицина, 1998. - 240 с.
Кочкина В.М. Аспартатаминотрансфераза. Белки и пептиды / В.М. Кочкина - М.: Медицина, 1995. - Т. 1. – С. 102-109.
Кошелев В. Б. Антигипоксические свойства некоторых эндогенных регуляторных пептидов /В.Б. Кошелев, И.Ю. Белов, Н.А. Соколова и др. //Антигипоксанты и актопротекторы: Итоги и перспективы. Российская научная конференция. - Санкт-Петербург, 1994 . - С. 51.
Краковский М. Э. Основные патогенетические механизмы нарушения детоксикационной функции печени при эндогенных интоксикациях различного генеза / М.Э. Краковский, А.Х.Аширметов // Вестн. Академии мед. наук СССР. - 1989.- № 12. - С. 70–76.
Красов В.М. Электрофоретические исследования белков крови животных / В.М. Красов. - Алма-Ата: Наука, 1969. – 236 с.
Крафт Т.М., Ключевые вопросы по анестезиологии / Т.М. Крафт, П.М. Аптон -  М.: Мир, 1997.-132 с.
Крохмалева Н.А. Сравнительное изучение биологической доступности гепарина при внутримышечном и ректальном введении крысам / Н.А. Крохмалева, А.Е. Хомутов  // Фармация. – 1981. - № 3. – С. 37-38.
Крупина Н.А. Пептидергические механизмы регуляции эмоционально-мотивационного поведения / Н.А. Крупина, Н.Н. Хлебникова // Успехи физиологических наук. - 2010. - Т. 41, № 2. – С. 3-26.
Крылов В.Н. Пчелиный яд. Свойства, получение, применение / В.Н. Крылов. - Н.Новгород: Изд. ННГУ, 1995 - 310 с.
Крылов В.Н. Сравнительный анализ кардиотропного действия некоторых зоотоксинов / В.Н. Крылов, Л.В. Ошевенский // В сб.: Механизмы действия зоотоксинов. Межвузовский сборник. - Горький, 1984. - С. 3-10.
Кудряшов Б. А. Биологические проблемы регуляции жидкого состояния крови и ее свертывания / Б.А. Кудряшов. - М.: Медицина, 1975. - 488 с.
Кудряшов Б.А. Комплекс серотонин - гепарин и его физиологическое значение в осуществлении защитной реакции противосвёртывающей системы / Б.А. Кудряшов, Т.М. Калишевская, Л.А. Ляпина // Вопр. мед. химии. – 1973. – Т.19, вып.3. – С. 269 – 274.
Кудряшов Б.А., Эволюционная приспособительная обусловленность явлений гемостаза и роль комплексных соединений в регуляции жидкого состояния крови в организме / Б.А. Кудряшов, Л.А. Ляпина  // Вестник Московского университета. – 1973. - № 4. – С. 3-25.
Кудряшов Б.А. Комплекс гепарин-аспирин, его физико-химические и физиологические свойства / Б.А. Кудряшов, Л.А. Ляпина  // Вопр. мед. химии, - 1977 -. Т. 23, вып. 1 - С. 44 –51.
Кудряшов Б.А. Физиологические свойства комплекса гепарин – тромбопластин / Б.А. Кудряшов, Л.А. Ляпина // Физиол. журн. СССР  им. И. М. Сеченова.  – 1978. – Т.64, № 6. – С. 771 – 776.
Кудряшов Б.А. Образование комплекса гепарина с кальцием / Б.А. Кудряшов, Л.А. Ляпина // Вопр. мед. химии. – 1982. – Т.28, № 5. – С. 112 – 115.
Кудряшов Б.А. Комплексное соединение гепарина с гистамином, его физико-химические и биологические свойства / Б.А. Кудряшов, Л.А. Ляпина, Л. Д. Азиева // Вопр. мед. химии. – 1990. – Т.36, № 4. – С. 55 –57.
Кудряшов Б.А. Проникновение гепарина в ткани мозга и образование комплекса гепарин – тромбопластин / Б.А. Кудряшов, Л.А. Ляпина, Г.Г. Базазьян  // Физиол. журн. им. И.М. Сеченова. – 1978. – Т. 64, № 10. – С. 1451 – 1456.
Кудряшов Б.А. Образование вторичного комплекса адреналин - гепарин - фибриноген и его свойства / Б.А. Кудряшов, Л.А. Ляпина, Е.С.  Житникова // Вопр. мед. химии. – 1975. – Т.21, вып.1. – С. 65 – 69.
Кудряшов Б.А. Сравнительное изучение свойств дикумарина и его соединений с гепарином / Б.А. Кудряшов, Л.А. Ляпина, Е.Г. Зверева // Вопр. мед. химии. – 1985. – Т.31, № 2. – С. 79 – 83.
Кудряшов Б.А. Комплексы гепарина с никотиновой кислотой и никотинамидом и некоторые их физиологические свойства / Б.А. Кудряшов, Л.А. Ляпина, М.В. Кондашевская // Докл. АН СССР. Сер. биологическая. – 1986. – Т.291, № 1. – С. 242-245.
Кудряшов Б.А. Сравнительное изучение препаратов высоко и низкомолекулярного гепарина по некоторым показателям гемостаза при внутривенном введении животным. / Б.А., Кудряшов, В.Е. Пасторова, Л.А. Ляпина, М.В. Кондашевская М.В. и др. // Фармакол. и токсикол. – 1992. - №1. – С. 35–38.
Кудряшов Б.А. Роль поджелудочной железы в появлении диабетогенного фактора при развитии аллоксанового диабета /Б.А. Кудряшов, Ю.А. Тарасов, А.М. Ульянов //Патолог. физиол. и эксперим. терапия. - 1989 - № 3. - С. 75 - 80.
Кудряшов Б.А., Роль гепарина в осуществлении гипогликемического действия инсулина / Б.А. Кудряшов, А.М. Ульянов, Ф.Б. Шапиро  //Бюлл. эксперим. биол. и мед. - 1984 - № 5. - С. 516-518.
Кудряшов Б.А. Резистентность к гипогликемическому  действию инсулина, вызванная протаминсульфатом / Б.А. Кудряшов, Ф.Б. Шапиро, А.М. Ульянов, Ю.А.Пытель // Пробл. эндокринол. - 1984 - № 1. - С. 51-56.
Кудряшов Б.А. Гормональная обусловленность начальных этапов клиренса гепарина при иммобилизационном стрессе у крыс / Б.А. Кудряшов, Ф.Б. Шапиро, А.М. Ульянов // Физиол. журн. СССР. – 1982. – № 11. – С. 1531 – 1536.
Кузин М.И. Нейролептаналгезия в хирургии / М.И. Кузин, Н.В. Ефимова Н.В. Осипова - М.: Медицина, 1976. – 314 с.
Куликов В.Ю. Влияние гепарина на реакции перекисного окисления липидов эритроцитов и их устойчивость / В.Ю. Куликов, В.П. Казначеев, Н.Г. Колосова, Л.В. Молчанова // Бюлл. эксперим. биол. и медицины. – 1976. – № 9. – С. 1086 – 1088.
Курганов Б.И. Кинетическое поведение кооперативно ассоциирующей ферментной системы / Б.И. Курганов.// Биохимия. - 1996. - Т. 61, № 4. - С. 707-715.
Куценко Щ.С. Экспрессия гепараназы-1 в опухолях предстательной железы / Щ.С. Куценко, А.В. Ковнер, Л.А. Мостович и др.  // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины.- 2011. - Т. 152, № 9. – С. 314-317.
Лабори А. Регуляция обменных процессов / А. Лабори. – М.:Мир, 1970.-346 с.
Лазарев В.Н Генная терапия хронических инфекционных заболеваний урогенитального тракта с использованием цитотоксических пептидов / В.Н. Лазарев, В.М. Говорун, Н.М. Александрова, Ю.М. Лопухин // Вопр. мед. химии. - 2000. - Т. 46, вып. 3.- С. 327-328.
Лазутин В.К. Применение глюкозо-инсулино-калиевой смеси при инфаркте миокарда / В.К. Лазутин, Д.К. Броун // Кардиология. -1982. - Т. 22, № 12. – С. 90-95.
Лазутин В.К. Фармакологическая регуляция жидкого состояния крови / В.К. Лазутин, Д.К. Броун. - М.: Наука, 1981 - С. 430-460.
Лебедева М.А. Влияние эуфиллина на характер дыхания и хемочувствительность дыхательной системы после активации ГАМКb-рецепторов / М.А. Лебедева, Н.В. Саноцкая, Д.Д. Мациевский  // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины.- 2010.- Т. 149, № 3. – С. 383-387.
Левин Г.Я. Действие фосфолипазы А на агрегацию эритроцитов и тромбоцитов / Г.Я. Левин, Ю.А. Шереметьев Ю.А. // Бюлл. эксперим. биол. и мед. - 1976. - №12.- С. 212-215. 
Левин В.И. Двойственный характер действия антител на электрофоретичесую подвижность эритроцитов / В.И. Левин, Э.А. Янович, Л.С. Луц, А.И. Свирновский // Гематол. и трансфуз. - 1983. - №9. - С. 29-31.
Лейбуш Б.Н. Рецепторы инсулина и инсулиноподобного фактора роста 1: пути структурной и функциональной дивергенции двух эволюционно родственных молекул / Б.Н. Лейбуш //Журн. эволюц. биохим. и физиол. -  1998. - Т. 34, № 1. - С. 82-96.
Лескова Г.Ф. Фосфолипидный состав митохондрий печени при экспериментальном геморрагическом шоке / Г.Ф. Лескова, Ю.В. Архипенко //Бюлл. эксперим. биол. и мед. – 1997. – Т. 124, № 7. – С. 43-45.
Литвицкий П.Ф. Адаптивные и патогенные эффекты реперфузии и реоксигенации миокарда / П.Ф. Литвицкий,  В.А. Сандриков, Е.А. Демуров - М., 1994. – 312 с.
Лишманов Ю.Б. Роль опиоидной системы в адаптации организма и защите сердца при стрессе / Ю.В.Лишманов, Л.Н. Маслов, Т.В. Ласукова  //Успехи физиол. наук. - 1997. - № 1. - С. 75-95.
Лишманов, Ю.Б. Кардиотропный эффект даларгина на изолированном сердце / Ю.В.Лишманов, Л.Н. Маслов // Росс. физиол. журн. -  2000. - Т. 86, № 2. - С. 164-173.
Логинов А.С. Сравнительное изучение зиксорина и фенобарбитала как индукторов ферментов монооксигеназной системы печени / А.С. Логинов, Б.Н. Матюшин, Л.Х. Ашуева, Э.А. Бедников // Бюлл. эксперим. биол. и мед. - 1985.- № 4. - С. 437–440.
Ломазова Х.Д. Рефлекторное влияние гепарина на процесс свертывания крови / Х.Д.  Ломазова // В сб.: Гепарин. Физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. Тезисы III Всесоюзной конференции. – М., 1969. – С. 11-15.
Лопунова Ж.К. Характеристика тканевых базофилов, ассоциированных со структурой общей иммунной системы слизистых оболочек / Ж.К. Лопунова // Архив анатомии, гистологии и эмбриологии. – 1991. – Т. 100, № 2. – С. 48-51.
Лопунова Ж.К. Возможные причины гетерогенности гистохимических свойств тканевых базофилов / Ж.К. Лопунова, Д.С. Гордон // Архив анатомии, гистологии и эмбриологии. – 1986. – № 12. – С. 78-81.
Лузгина Н.Г. Структурно-функциональные особенности тучных клеток кожи при синдроме недифференцированной дисплазии соединительной ткани / Н.Г. Лузгина, Л.В. Потапова, В.А. Шкурупий // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины.- 2010.- Т. 150, № 12. – С. 616-618.
Луйк А.И. Сывороточный альбумин и биотранспорт ядов / А.И. Луйк, В.Д. Лукьянчук. -  М.: Медицина, 1984. – 224 с.
Лукашин, Б.П. Влияние гепарина на общий адаптационный синдром/ Б. П. Лукашин, Я.В. Агапов, О.Д. Бахтыбаев //Бюлл. эксперим. биол. и мед. – 1975. – Т.80, № 9. – С. 16-18.
Лукашин, Б.П. Роль гепарина в повышении неспецифической резистентности организма /Б.П. Лукашин//Патол. физиол. и эксперим. терапия. - 1982. - № 5. - С. 81-87.
Лукашин, Б.П., Влияние гепарина на постлучевое восстановление тимуса у мышей с различной  радиочувствительностью /Б.П. Лукашин // Бюлл. эксперим. биол. и мед. – 1982. – Т.93, № 6. – С. 112-115.
Лукашин, Б.П. Радиозащитное действие цистамина и гепарина в опытах на мышах с различной резистентностью /Б.П. Лукашин, Г.А. Софронов //Бюлл. эксперим. биол. и мед. – 1996. – Т.121, № 5. – С. 544-546.
Лукьянова Л.Д. Биоэнергетическая гипоксия: понятие, механизмы и способы коррекции Л.Д. Лукьянова // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 1997. - Т. 122, № 9. - С. 244-253.
Лушникова О.В. Изменение показателей крови и выживаемости крыс при действии зоотоксинов в условиях гипертермии и в постгипертермический период: Автореф. дисс…. кандидата биологических наук / О.В. Лушникова. - Н. Новгород, 2010. – 24с.
     Лущак В.И. Характеристика связанной с микросомами лактатдегидрогеназы из белых мышц ската / В.И. Лущак // Биохимия. - 1991. - Т.56, № 12. - С. 2173-2180.
 Ляпина Л.А. Физиологические функции гепарина / Л.А. Ляпина //Успехи современной биологии. - 1987, - Т.103, № 1 -. С. 66-80.
Ляпина Л.А.. Ингибиторы гепарина и их физиологическое действие / Л.А. Ляпина, Л.Д. Азиева.// Успехи современной биологии. -1989. - Т. 107, № 2. – С. 224-234.
Ляпина Л А., Комплексообразование гепарина с ингибитором неферментативного фибринолиза, выделенным из ткани селезенки / Л.А. Ляпина, Я.М. Аммосова // Вопр. мед. химии - 1987.- Т. 33, вып. 3.- С. 88 –91.
Ляпина, Л. А. Образование комплекса гепарина с протромбином / Л. А. Ляпина, С.М. Струкова, Б.А. Кудряшов // Вопр. мед. химии. – 1979. – Т.24, вып.1. – С. 41 – 46.
Ляпина, Л. А. Комплексные соединения гепарина и их физиологическое значение / Л.А. Ляпина, В.Е. Пасторова, Б.А. Кудряшов // Успехи физиол. наук. – 1989. – Т. 20, № 1. – С. 90 – 105.
Ляпина Л.А. Комплексообразование гепарина с белками и его физиологическая роль в организме / Л.А.Ляпина, А.М. Ульянов  //Физиол.человека.- 1987.- Т.4, №2.- С. 295-305.
Ляхович В.В. Индукция ферментов метаболизма ксенобиотиков / В.В. Ляхович, И.Б. Цырлов. - Новосибирск, 1981. – 184с.
Макарова, В. Г. Влияние гепарина на ферментные процессы в сердце и печени животных разных возрастов /В. Г. Макарова //Фармакол. и токсикол. – 1977. – Т. 40, № 1. – С. 36-40.
Макарова А.М. Влияние активированного протеина С на секретоную активность перитонеальных тучных клеток крысы / А.М. Макарова, А.В. Русанова, Л.Р. Горбачёва и др. // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины.- 2006. - Т. 142, № 10. – С. 382-385.
Мансуров И. Д. Роль печени в обмене лекарственных препаратов / И.Д. Мансуров // Совр. Медицина. - 1973.- № 11. - С. 83–87.
Манухина Е.Б. Увеличение продукции оксида азота в органах крысы при тепловом шоке / Е.Б. Манухина, И.Ю. Малышев, В.Л. Микоян // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. – 1996. - № 5. - С. 520-524.
Манченко Д.М. Ноотропные и анальгетические эффекты семакса при различных способах введения / Д.М. Манченко, Н.Ю. Глазова, Н.Г. Левицкая и др.  // Российский физиологический журнал им. Сеченова. - 2010. - Т. 96, № 910. – С. 1014-1023.
Маркосян А.А. Физиология свёртывания крови. – М.: Медицина, 1966. – 464 с.
Маркосян, А.А. Гепарин и его место в нарушении и сохранении процессов гемокоагуляции /А.А. Маркосян // В сб.: Гепарин. Физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. - Л., 1969. - С. 5-11.
Маслаков, Д.А. Сравнительная характеристика некоторых биологических эффектов гепарина и гепарин-протаминовой смеси / Д.А. Маслаков, П.М. Королев, Е.А. Шелестная // В сб.: Адаптационные механизмы и методы их регуляции. – Гродно, 1980. – С. 90 – 91.
Маслова М.В. Изменения деятельности сердца при острой гипобарической гипоксии в раннем постнатальном периоде; влияние гептапептида Семакс / М.В. Маслова, Я.В. Крушинская, П.В. Балан и др.//  В сб.: Гипоксия: механизмы, адаптация, коррекция. Материалы Второй Всероссийской конференции. 5-7 октября 1999 г. - М.: БЭБиМ, 1999. - С. 47-48.
Матюшин Б.Н Особенности цитохром Р450-зависимого гидроксилирования в ткани печени больных гепатобилиарной патологией / Б.Н. Матюшин, А.С. Логинов, В.Д. Ткачев  // Клин. лаб. диагност. - 1994.- № 1. - С. 25–27.
Матюшичев В.Б. Изменение электрофоретической подвижности эритроцитов при онкопатологии / В.Б. Матюшичев, В.Г. Шамратова  // Биофизика.- 1996. - Т.41, Вып.5.- С.1093-1096.
Матюшичев В.Б. Связь электрофоретической подвижности эритроцитов с их концентрацией в крови крыс / В.Б. Матюшичев, В.Г. Шамратова  // Бюлл. экспер.биол и мед. - 2005. - Т.139, №3. - С.250-251.
Матюшичев В.Б. Участие лейкоцитов в контроле электрокинетических свойств эритроцитов / В.Б. Матюшичев, В.Г. Шамратова  // Физиология человека.- 2008. - Т.34, №2. - С.77-82.
Матюшичев В.Б. Связь кислотно-щелочного состояния крови с электрофоретической подвижностью эритроцитов при патологии печени / В.Б. Матюшичев, В.Г. Шамратова, Д.Р. Гуцаева // Цитология. - 1995.- Т.37, №5/6. - С. 444-448.
Матюшичев В.Б. Исследование соотношения количества объема эритроцитов и лейкоцитов крови человека / В.Б. Матюшичев, В.Г. Шамратова, Д.А. Музафарова  // Рос. физиол. журн.им.И.М.Сеченова. - 2000. - Т.86, №4. -  С. 427-429
Машковский М.Д. Лекарственные средства / М.Д. Машковский. – М.: ООО «Новая волна», 2002. – 540 с.
Микоян В.Д. Различия в стимуляции синтеза оксида азота при тепловом шоке у крыс генетически разных популяций / В.Д. Микоян, Л.Н.Кубрина, Е.Б. Манухина //Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. – 1996. - № 6. - С. 634-638.
Михайлова, Н.Г. Влияние синтетического аналога энкефалина (даларгина) на импульсную активность позитивно подкрепляющих зон гипоталамуса у крыс / Н.Г. Михайлова, М.И. Зайченко  // Журн. высш. нерв. деят. им. Павлова. – 1988. – Т.38, Вып. 2. – С. 378 – 380.
Михайлова, С. Д. Механизм действия даларгина при экспериментальной ишемии сердца / С.Д. Михайлова, Г.И. Сторожаков, Н.А. Бебякова  // Бюлл. экспер. биол. и мед. – 1992. – №10. – С. 345 – 347.
Мишнев О. Д. Количественное изучение активности дегидрогеназ гепатоцитов при массивной эмболии легочных артерий / О.Д. Мишнев, А.И. Щеголев, С.П. Яволов и др.  // Бюлл. эксп. биол. и мед. - 1999.- Т. 127, № 6. - С. 635–637.
Мищенко В.И. Влияние гепарина на агрегацию кровяных пластинок и тромбообразование под действием постоянного электрического тока / В.И. Мищенко // Физиол.журн.СССР им. И.М. Сеченова. - 1972.-Т.58, №11.- С.1744-1748.
Моммадов И.М. Прогнозирование уровня здоровья, физической работоспособности и профессиональной успешности в условиях аридной зоны / И.М. Моммадов, Г.Ф. Султанов, А.Г. Григорьян //Физиология  человека. – 2001. - Т.27, № 1. -  С. 86-94.
Монахов К.К. Идентификация нейролептиков при помощи характеристик пространственной организации ЭЭГ / К.К. Монахов, В.К. Бочкарёв, С.В. Панюшкина // Фармакология и токсикология. - 1986. - № 3. - С. 27-30.
Морган Дж. Э. Клиническая анестезиология / Дж.Э. Морган, С.М. Мэгид. - СПб.: Изд-во БИНОМ-Невский Диалект, 2001.- 396 с.
Морозова Г.И. Регистрация изменения поверхностного заряда эритроцитов и модельных мембран с помощью флуоресцентных зондов / Г.И. Морозова, Г.Е. Добрецова, Г.М. Баренбойм  // Биофизика. - 1982.- Вып.2. - С. 329-331
Мотин В.Г. Влияние синтетических аналогов энкефалина, морфина и их антагонистов на течение экспериментального травматического шока / В.Г. Мотин, В.В. Яснецов // Фармакол. и токсикол. – 1986. – Т. 49, № 3. – С. 103 –107. 
   Муронец В.И. Взаимодействие глицеральдегид - 3 - фосфатдегидрогеназы со структурными элементами клеток / В.И. Муронец, Н.К. Наградова // Успехи биол. химии. - 1990. - Т. 31. - С. 115-140.
Мухитдинова Х.Н. Действие окситоцина на активность нейронов миндалевидного комплекса ядер крыс при стрессе /Х.Н.  Мухитдинова, Л.Г. Стамова, М.М. Расулов // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2004.- Т. 137, № 6. – С. 641-643.
Мчедлишвили Г.И. Экспериментальный анализ развития местного капиллярного стаза / Г.И. Мчедлишвили // Физиол. журн. - 1994. - №2. -  С.105-113.
Наградова Н.К Мультидоменная организация ферментов / Н.К. Наградова, В.И. Муронец // Итоги науки и техники. ВИНИТИ. Серия Биологическая химия. – М., 1991. - Т. 38. - 168 с.
Назаров, Г.Ф. К механизму антиэкссудативного действия гепарина // Г. Ф. Назаров, Н. Н. Петрищев, А. Н. Станкевич //Бюлл. эксперим. биол. и мед. – 1979. – Т. 87, № 4. – С. 304-305.
Наумова Е.М. Гистохимический анализ популяции тучных клеток тимуса мышей при введении АКТГ1-24 / Е.М. Наумова, В.Е. Сергеева  // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2004. - Т. 138, № 7. – С. 107-110.
Несмеянов, В.А. Цитокины иммунной системы / В.А. Несмеянов //В сб.: Белки и пептиды. - М., 1995. - Т. 1. - С. 368-384.
Некрасова М.М. Модуляция гепарином антиноцицептивного действия нейролептиков и регуляторных пептидов: Автореф. дисс . . . канд. биол. наук / М.М. Некрасова. - Н. Новгород, 2004. – 24 с.
Никандров В.Н. Исследование образования комплексов стрептокиназы и гепарина и их свойств / В.Н. Никандров, В.И. Вотяков, С.А. Наумович // Вопр. мед. химии. - 1987. - Т. 33, вып. 2. - С. 54–58.
Никенина Е.В. Исследование когнитивного компонента ноцицепции с помощью метода «tail flck» / Е.В. Никенина, Ю.Б. Абрамов Ю.Б. // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины.- 2009. - Т. 147, №. 3. – С. 355-358.
Никитин В.Н. Активация гепарином липолитической активности сыворотки крови белых крыс разного возраста /В.Н. Никитин // Вопр. мед. химии. - 1977. - Т. 19, № 3. - С. 275-278.
Никитина В.В. Биологически активные вещества, вырабатываемые тучными клетками / В.В. Никитина, С.Н. Минеева // Современный мир, природа и человек. - 2011.- Т. 2, № 1. – С. 35-37.
Николаев И.Н. Влияние пчелиного яда на некоторые показатели функции ЦНС человека и животных: Автореферат дисс… кандидата биол. наук / И.Н. Николаев. - Н. Новгород, 1999. – 18 с. 
Николаева А.П. Влияние трофопара, айка-фосфата и эссенциале на детоксицирующую функцию и кровообращение печени у человека / А.П. Николаева, А.С. Логинов, Э.А. Бендиков // Фармакол. и токсикол. – 1991 - Т. 54, № 3. - С. 56–59.
Никольская, К. А., Психостимулирующие эффекты высокомолекулярного гепарина при внутрибрюшинном введении крысам линии Вистар / К. А. Никольская, М. В. Кондашевская //Журн. высш. нерв. деят. – 2001. – Т. 51, № 2. – С. 213-219.
Никольский, Н.Н. Транспорт сахаров через клеточные мембраны/ Н. Н. Никольский, А. С. Трошин. - Л.: Наука, 1973. - 222 с.
Новицкий В.В. Гемопоэз, гормоны, эволюция / В.В. Новицкий, Ю.А. Козлов, В.С. Лаврова, Шевцова Н. М.  – Новосибирск: Наука, 1997. - 432 с.
Новицкая, С. А. Действие гепарина на способность лимфоцитов крови человека к бласттрансформации/ С. А. Новицкая, И. В. Петрова, Н. Г. Серебряков //Бюлл. эксперим. биол. и медицины. - 1975. - Т. 62, № 9. - С. 66-68.
Овчинников Ю.А. Природные токсины в изучении молекулярных основ нервной проводимости / Ю.В. Овчинников // Фундаментальные науки - медицине. - М.: Наука, 1980. – С. 186-202. 
Омаров Ш.М. Физиологический анализ антикоагулирующего действия зоотоксинов / Ш.М. Омаров // В сб.: Мех.действ.зоотоксинов. Межвуз.сб. - Горький: Изд. ГГУ , 1986 - С. 31-37.
Орлов А.В. Модифицирующее влияние гепарина на проявление кардиотропных эффектов физиологически активных веществ пептидной природы: Автореф. дисс . . . канд. биол. наук/ А.В. Орлов. - Н. Новгород, 2000. – 21 с.
Орлов А.В. Влияние гепарина на проявление кардиотропных свойств инсулина / А.В. Орлов, А.С. Пазилин, Р.А. Плохов, Д.В. Козин // Тезисы конференции молодых ученых Поволжья и Северного Кавказа. - Н. Новгород, 2000. - С.156-157.
Орлов А.В. Влияние тиролиберина и его смеси с гепарином на восстановление сократительной активности изолированного сердца крысы после тотальной ишемии / А.В. Орлов, А.Е. Хомутов, И.В. Мухина, Ю.В. Зимин  //Материалы Международной конференции студентов и аспирантов по фундаментальным наукам. - Москва: МГУ – 2000 - вып. 4 - С. 51-52.
Орлов Б.Н. Электрокардиографическое исследование функциональных нарушений в деятельности сердца при отравлении пчелиным ядом / Б.Н. Орлов // В сб.: Механизмы действия биологически активных веществ. Учёные записки. Серия биологическая. - Горький, 1970. - Вып. 101. - С. 167-174.
Орлов Б.Н. К вопросу о центральных механизмах нейротропного действия яда кобры / Б.Н. Орлов, Д.Б. Гелашвили //  В сб.: Механизмы действия биологически активных веществ. - Горький, 1972. - С. 20-31.
Орлов Б.Н. Функциональное состояние сердечно-сосудистой системы в условиях воздействия пчелиным ядом / Б.Н. Орлов, Н.В. Корнева, Н.Н. Асафова // В сб.: Механизмы действия зоотоксинов. Межвузовский сборник. -  Горький, 1983. – С. 3-17.
Орлов Б.Н. К вопросу о нарушениях деятельности сердца теплокровных животных при отравлении ядом кобры / Б.Н. Орлов, В.Н. Крылов // В сб.: Механизмы действия биологически активных веществ. Учёные записки ГГУ. - Горький, 1972. - Вып. 140. - С. 44-52.
Орлов Б.Н. Способ определения биологической активности яда / Б.Н. Орлов, А.Е. Хомутов, В.В. Ягин.   - Авторское свидетельство СССР № 1501719 от 15.04.89.
Осипов, В.В. Активация паратиреоидного гормона гепарином in vitro / В.В.Осипов, М.П.Вахрушева  // Бюлл. эксперим. биол. и мед. – 1975. – Т.80, № 9. – С. 98 – 99.
Островский Ю.С. Свободные аминокислоты печени и особенности обмена аминокислот печени и мозга при введении циамида крысам / Ю.С. Островский, Б.И. Горенштейн, Г.А. Доста и др. // Фармакология и токсикология. - 1990. - Т. 53, № 4. - С. 63-65.
Островский Ю.М., Островский С.Ю. Аминокислоты в патогенезе, диагностике и лечении алкоголизма / Ю.М. Островский, С.Ю. Островский -  Минск: Наука и техника, 1995. - 280с.
Павлов А.С. О двух типах тепла в организме человека в условиях эрготермической нагрузки / А.С. Павлов //Физиология человека. – 1995. - Т.21, № 2. - С. 137-143.
Павлов А.С. О физиологической тяжести гипертермии различной этиологии для человека / А.С. Павлов // Физиология человека. – 2006. – Т.32, № 4. – С. 110-115.
Павловский Е.Н. Ядовитые животные Средней Азии / Е.Н. Павловский. -  Сталинабад: Изд-во ТФ АН СССР, 1950. – 290 с.
Панченко Е.Г. Возможности диагностики нарушений гемостаза и перспективные направления антитромботической терапии при ишемической болезни сердца / Е.Г. Панченко, А.Б. Добровольский // Кардиология. – 1996. - №5. – С. 4-9.
Парин С.Б. Изменение состояния эндогенной опиоидной системы в условиях на организм животных ядов / С.Б. Парин // В сб.: Механизмы действия зоотоксинов. Межвузовский сборник. – Горький, 1986. – С.82-87.
Парин, С. Б. Механизмы воздействия зоотоксинов на антиноцицептивную систему/ С. Б. Парин, Е. В.  Голанов //В сб.: Механизмы действия зоотоксинов: Межвуз. сб. – Горький, 1983. – С. 17-20.
Парин, С. Б. Применение пептидов опиоидного ряда в экспериментальной терапии шока/ С. Б. Парин, Ю. В. Зимин, В. Н. Крылов // В сб.: Антигипоксанты и антипротекторы. Материалы конф. – Санкт-Петерб., 1994. – Вып. 4. – С. 272-275.
Пасечников Ф.Г. Изменение содержания гепарина и антикоагулянтной активности крови под влиянием противосудорожных средств и судорожных состояний / Ф.Г.  Пасечников //  В сб.: Гепарин. Физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. Тезисы III Всесоюзной конференции. – М., 1973. – С. 242-244.
Пасечников Ф.Г., Новак Е.Н. Изменение содержания гепарина и антигепариновой активности крови при фармакологическом возбуждении и торможении различных отделов центральной нервной системы / Ф.Г. Пасечников, Е.Н.  Новак // В сб.: Гепарин. Физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. Тезисы III Всесоюзной конференции. – М., 1973. – С. 244-245.
Пасторова, В.Е. Антиромбин III в регуляции функции свёртывающей и противосвертывающей систем крови /В.Е. Пасторова // Успехи соврем. биологии. - 1983. - Т. 96, № 4. - С. 69-75.
Пасторова, В.Е. Комплексы гепарина с антиплазминами и изучение некоторых их свойств/ В.Е. Пасторова, Б.А. Кудряшов, В.И. Родина // Вопр. мед. химии. - 1973. - Т.19, № 5. - С. 492-497.
Пахомова М.Е. Модификация гепарином эффектов лекарственных средств, используемых для наркоза: Автореф. дисс . . . канд. биол. наук /М.Е. Пахомова. - Н. Новгород, 2002. – 22 с.
Пеннин В.А. Регуляторные пептиды хирургических заболеваний органов брюшной полости / В.А. Пеннин -  М.: Медицина, 1992. - 88 с.
Перлик Э. Антикоагулянты / Э. Перлик. – Л.: Мир, 1965. – 248с.
Перфилов Д.В. Способы оценки ноцицептивной чувствительности в экспериментальных исследованиях и клинике / Д.В. Перфилов, М.В. Баранов // Успехи физиологических наук. – 2007 -  Т. 38, № 2. – С. 75-80.
        Перцева M.Н. Современные достижения в изучении сигнальных механизмов действия инсулина и родственных ему пептидов / М.Н. Перцева, А.О. Шпаков,  С.А. Плеснева //Журн. эвол. биохим. и физиол. - 1996. - Т. 32, № 3. - С. 318-339.
Петрищев Н.Н. Влияние гепарина на проницаемость сосудов кожи крыс при гипобарической гипоксии  / Н.Н. Петрищев, Н.А. Гавришева, М.В. Дубина // Физиол. журн. им. И. М. Сеченова. – 1994. – Т. 80, № 5. – С. 41 – 45.
Петрова О.П. Развитие терморегуляционной реакции теплоотдачи в онтогенезе у крыс / О.П. Петрова //Физиологический журнал СССР им. Сеченова. – 1995. - Т.81, № 9. - С. 88-94.
Петрова Т.В. Вияние гипертермии на некоторые гормональные и иммунные показатели человека / Т.В. Петрова, М.В. Васин, С.М. Разинкин  // Физиология человека. – 1991. - Т.17, № 3. - С. 94-97.
Платонов И.А. Влияние фрагментов адренокортикотропного гормона и атриопептидов на развитие токсического отека-набухания головного мозга / И.А. Платонов, В.В. Яснецов // Бюлл. эксперим. биологии и медицины. – 1996 - Т. 122, № 11. - С. 521-523.
Плескова С.Н. Морфо-физиологические аспекты гуморальных и клеточных механизмов неспецифической резистентности организма: Автореф. дисс…. доктора биологических наук / С.Н. Плескова. - Н. Новгород, 2009. – 48с.
Плохов Р.А. Нейротропная и антигипоксическая активность даларгина в условиях измененного гепаринового статуса и нейролепсии у мышей: автореф. дисс . . . канд. биол. наук /Р.А. Плохов. - Н. Новгород, 2004. – 25 с.
Плохов Р.А. Дозозависимое влияние даларгина на устойчивость к острой гипоксии и роль гепарина в проявлении антигипоксического эффекта даларгина / Р.А. Плохов, И.В. Астраханцева  // В сб.: Биология – наука 21-го века: 7-ая пущинская школа-конференция молодых ученых. Секция ''Физиология и биомедицина''. - Пущино, 2003. - С. 36 – 37.
Полонский В.М. Перспективное действие синтетического аналога энкефалинов даларгина на слизистую оболочку желудочно-кишечного тракта у крыс / В.М. Полонский - В сб.: Перспективы клинического применения препаратов пептидной природы. - М., 1987. - С.19-24.
Пономарева-Степная М.А. Сравнительное исследование аналогов АКТГ4-10 - стимуляторов обучения и памяти / М.А. Пономарева-Степная, В. Д. Бахарев, В.Н. Незавибатько // Хим. фарм. журн. - 1986. - № 6. - С. 667-670.
Пономаренко А.А. Эдемогенное и гипергликемическое действие FMRF-амида / А.А. Пономаренко, Р.Л. Тиняков //Сб. работ молод. ученых биол. факул. ННГУ. - Н. Новгород, 1998. - С. 113-114.
Попова Л.Г. К вопросу о механизмах повышения гемастатических свойств крови под влиянием адреналина / Л.Г. Попова, Л.М. Никифорова  // Пробл.гематол. и перелив.крови. -1974 - №5. - С. 46-48.
Попучиев В.В. Модификация поздних лучевых реакций сосудов и тучных клеток двенадцатиперстной кишки старых крыс / В.В. Попучиев, Л.Н. Михина, Н.Д. Яковлева и др.  // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2003. - Т. 136, № 10. – С. 450-454.
Поскурякова Т.В. Воздействие на периферические опиоидные рецепторы изменяют концентрацию m-опиоидных рецепторов в мозге крыс / Т.В. Поскурякова, В.А. Шохонова, Ю.А. Чумакова и др. // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2009. - Т. 147, № 9. – С. 244-247.
Потапова В.Б. Субмикроскопическая характеристика «юных» и зрелых форм тучных клеток соединительной ткани взрослых животных и эмбрионов / В.Б. Потапова, В.В. Виноградова  //Соединительная ткань в норме и патологии. - Новосибирск: Наука, 1968. – С. 132-137.
Пурсанов К.А. Влияние гепарина на антиноцицептивные свойства окситоцина / К.А. Пурсанов, А.Е. Хомутов, А.Г. Бутылин  // Медицинский альманах. - 2009 - № 4(9).- С. 198-200.
Пурсанов К.А. Способ проведения наркоза в эксперименте. /К.А. Пурсанов, А.Е. Хомутов, М.Б. Звонкова. - Патент РФ на изобретение № 2478386 от 10.04.2013.
Пустовалов А.П. Влияние гипоксии и гепарина на кровь и брюшную аорту крыс / А.П. Пустовалов, А.А. Никулин, Н.Ф. Воронков //Патол. физиол. и эксперим. терапия. – 1991. –  № 5. – С. 13 – 14.
Пустовалов А.П. Влияние гепарина и гипобарической гипоксии на электролитный состав крови, АТФазную активность и заряд мембран эритроцитов / А.П. Пустовалов, И.Ф. Воронков // Фармакол. и токсикол. – 1988. – Т. 51, № 5. – С. 53-57.
Радостина А.И. Ультраструктура тканевых базофилов и кровеносных капилляров в различные периоды пре- и постнатального развития дермы крысы / А.И. Радостина // Архив анатомии, гистологии и эмбриологии. – 1986. – Т. 91, № 8. – С. 17-44.
Реестр лекарственных средств России. Энциклопедия лекарств. Выпуск 9. – М., 2002. – 1054 с.
Рига Т.Н. Влияние даларгина на процессы обучения и памяти у крыс / Т.Н. Рига, В.М. Гецова, Н.Г. Михайлова // Журн. высш. нерв. деят. им. И. П. Павлова. – 1986. – Т. 36, Вып. 3. – С. 482 – 489.
Ройтман Е.В. Применение низкомолекулярных гепаринов в хирургии / Е.В. Ройтман, Е.Н. Майба //Реаниматология и интенсивная терапия. Информационный сборник. – 1997. - № 2. – С. 33-35.
Рудаков А.Г. Влияние веществ, используемых для НЛА на синаптическую передачу возбуждения в спинном мозге / А.Г. Рудаков  //Фармакология и токсикология. -1971 - Т.34, № 1. - С.10-13.
Руденко С.В. Модуляция мелиттин-индуцированного гемолиза эритроцитов / С.В. Руденко, Е.Е. Нипот  // Биохимия.- 1996 -. Т. 61, вып. 12. - С. 2116-2124.
   Сабурова Е.А. Кинетические исследования механизма снятия субстратного ингибирования ЛДГ анионами и рН / Е.А. Сабурова, Л.О. Ягодина // Биохимия. - 1990. - Т. 55, № 10. - С. 1819-1825.
   Савина М.В. Механизмы адаптации тканевого дыхания в эволюции позвоночных / М.В. Савина. - СПб.: Наука, 1992. - 200 с.
Сапронов, Н.С. Фармакология гипофизарно-надпочечниковой системы/Н.С. Сапронов. – С-Петербург:Специальная Литература, 1998.- 336 с.
Сатановская В.И. Система обмена этанола и ацетальдегида печени крыс при развитии толерантности к этанолу / В.И. Сатановская // Бюлл. эксперим. биол. и мед.- 1990. - Т. 24, № 2. - С. 244-252.
   Северин Е.С. Биохимия / Е.С. Северин - М.: Изд-во ГЭОТАР-Медиа, 2003. - 779 с.
Северьянова Л.А. Эффекты L-аргинина на различные виды болевой чувствительности / Л.А. Северьянова, И.И. Бобынцев, Н.А. Кирьянова, М.Е. Долгинцев // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2006. - Т. 141, № 5. – С. 503-506.
Северьянова Л.А. Нейротропные эффекты L-лизина при формировании поведения, вызванного болью _ / Л.А. Северьянова, М.Е. Долгинцев, И.И. Бобынцев, А.А. Крюков // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2008. - Т. 145, № 5. – С. 529-532.
Селье Г. На уровне целого организма / Г. Селье - М.: Наука, 1972. - 121 с.
Семенова Т.П. Возможность компенсации последствия антенальной гипоксии с помощью аналога тиролиберина / Т.П. Семенова, В.Е. Клуша, А.Е. Фаст // В сб.: Гипоксия: механизмы, адаптация, коррекция. Материалы Второй Всероссийской конференции. 5-7 октября 1999 г. - М., 1999. - С. 68-69.
Сербенюк У.В. Восстановление нарушенной дыхательной активности кошек тиролиберином / У.В. Сербенюк , И.Е. Чурская, А.Д. Слюта и др.  // Бюлл. эксперим. биол. и медицины. - 1990. - Т. 106, № 7. - С. 17-19.
Сергеев П.В. Рецепторы / П.В. Сергеев, Н.Л. Шимановский, В.И. Петров.  - Волгоград: Семь ветров., 1999. - 640 с.
Сергеева Л. И. Угнетение гепарином гемолитической активности пчелиного яда / Л.И. Сергеева  // Механизмы действия биологически активных веществ. Горький. 1974. Т. 3. Вып. 175. С. 130–135.
Сергеева, Л. И. О торможении гепарином ганглиоблокирующего и кардиотоксического действия яда среднеазиатской кобры/ Л. И. Сергеева, А. Е. Хомутов, Н. Л. Михайлова //Научн. докл. высш. школы. Биологические науки. - 1975. - № 8. - С. 36-40
Середенин С.Б. Многомерная оценка межлинейных различий в обмене моноаминов в мозге мышей С57В1/6 и BALB/с / С.Б. Середенин, А.С. Лапицкая, С.А. Надоров // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2000. - Т. 129, № 5. - С. 574-577.
Слепушкин В.Д. Нейропептиды в анестезиологии и реаниматологии / В.Д. Слепушкин  // Анестезол. и реаниматол. - 1997. -  № 6. - С. 59-62.
Слободянюк В.С. Особенности модифицирующего действия гепарина на эффекты пчелиного яда и наркотических средств: Автореф. дисс…. кандидата биологических наук / В.С. Слободянюк. - Н. Новгород, 2011. – 24 с. 
Смердова А.В. Характеристика протекторного действия гепарина при введении этанола и пчелиного яда экспериментальным животным: Автореф. дисс…. кандидата биологических наук / Смердова. - Н. Новгород, 2011. – 24 с. 
Смирнов П.А. Влияние гепарина, протамин сульфата и пантрипина на углеводный обмен и содержание норадреналина в сосудистой стенке / П.А. Смирнов // Фармакология и токсикология. – 1972. – Т. 35, № 2. – С. 225-228.
Смурова Е.А. Действие высокой температуры in vitro на специфическую активность α-адренорецепторов / Б.А. Смурова, Л.А. Нестерова, Б.Н. Манухин // Доклады РАН. - 1995. – Т.342, №3. - С.421-423.
Судаков С.К. Определение уровня тревожности у крыс: расхождение результатов в тестах «открытое поле», «крестообразный приподнятый лабиринт», и тесте Фогеля / С.К. Судаков, Г.А. Назарова, Е.В. Алексеева, В.Г. Башкатова // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2013. - Т. 155, № 3. – С. 268-270.
Судаков С.К. Гипотеза реципрокного взаимодействия центрального и периферического звена эндогенной опиоидной системы / С.К. Судаков, М.М. Тригуб // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2008. - Т. 146, № 12. - С. 604-607.
Судовцев В.Е. Сравнительное исследование влияния пиразола на активность ферментов семейства алкоголь / полиолдегидрогеназ / В.Е. Судовцев // Приклад. биохим. и микробиол. - 1992. - Т. 28, № 1. - С. 44-49.
Султанов Ф.Ф. Общие вопросы адаптации человека и животных в аридной зоне / Ф.Ф. Султанов // В книге: Физиологические механизмы адаптации организма к условиям аридной зоны. – Ашхабад, 1982. - С. 5-52.
Султанов Ф.И. Влияние кратковременного воздействия тепла на синтез катехоламинов в органах белых крыс / Ф.И. Султанов // Изв. АН Туркменистана. Сер. биол. - 1992. - № 1. - С. 8-11.
Султанов Ф.Ф. Влияние природно-климатических условий аридного региона на гормональный статус человека / Ф.Ф. Султанов, Г.М. Клочкова,  Х.А. Мезидова //Физиология человека. – 2001. - Т. 27, № 1. - С. 74-85.
Суханов А.Ф. Изменение тканевых базофилов кожи и лимфоидных органов при общей глубокой гипотермии / А.Ф. Суханов, О.Д. Мяделец  // Архив анатомии, гистологии и эмбриологии. – 1989. – Т. 96, № 5. – С. 59-61.
Таха М.М. Влияние гипотермии и даларгина на активность Na, К-АТФазы и ацетилхолинэстеразы синаптических мембран мозга крыс при ишемии: Автореф. дисс . . . канд. биол. наук / М.М. Таха. - Н. Новгород, 2011. 24 с.
Тилис Ю.А. Перегревание / Ю.А. Тилис //Патологическая физиология экстремальных состояний. - М.,1973. - С. 180-221.
Тиняков Р.Л. Адренергические механизмы гемодинамических эффектов FMRF-амида / Р.Л. Тиняков, О.В. Белякова, Д.В. Солович  // Регуляция и управление в биосистемах: Сборник работ молодых ученых биологического факультета ННГУ. – Нижний Новгород, 1998. – С. 64-67.
Тиняков Р.Л. Физиологическая роль FMRF-подобных пептидов у млекопитающих / Р.Л. Тиняков, С.Б. Парин // Регуляция и управление в биосистемах: Сборник работ молодых ученых биологического факультета. – Н. Новгород, 1998. – С. 61-64.
Тинякова О.П. К анализу болеутоляющего действия лекарственных препаратов с пчелиным ядом /О.П. Тинякова // В сб.: VII Всероссийский съезд неврологов. - Н. Новгород, 1995. - С. 36-38.
Трещинский А.И. Электркинетические свойства крови / А.И. Трещинский, И.И. Мицук  //Анестез. и реаним. – 1981 -. №4. - С.17-21.
Угрюмов, М. В. Механизмы нейроэндокринной регуляции / М. В. Угрюмов. – М., 1999. – 299 с.
Ульянов А.М. Комплекс фактор XIII-гепарин и его физико-химические свойства / А.М. Ульянов, Я. Аммосова, Б. Кудряшов  // Вопр. мед. химии - 1974. - Т. 20, вып. 6. - С. 611–616.
Ульянов А.М. Современные данные о гепарине и его биохимических свойствах / А.М. Ульянов, Л.А. Ляпина // Успехи современной биологии. – 1977. - Т. 83, № 1. – С. 69-85.
Умарова Б.А. Участие тромбина в активации секреции гепарина тучными клетками при иммобилизационном стрессе у крыс / Б.А. Умарова, Ф.Б. Шапиро, А.Е. Коган, С.В. Кулиева, С.М. Струкова // Бюлл. эксперим. биол. и мед. – 1997. – Т.123, № 2. – С. 143–145.
Умарова Б.А. Влияние иммобилизационного стресса на секрецию гепарина тучными клетками крысы / Б.А. Умарова, Ф.Б. Шапиро, Т.Н. Дугина, С. В. Хлгатян, С.М. Струкова // Тез. Докл. Всесоюзн. конф. Физиология и патология гемостаза. – Полтава, 1991. – С. 40–41.
Умарова Б.А. Роль катехоламинов в стимуляции секреции гепарина тучными клетками крысы в условиях in vivo / Б.А. Умарова, Ф.Б. Шапиро, С.М. Струкова //Физиологический журнал – 1993. - № 4. - С.11-16.
Умарова Б.А. Участие гепарина тучных клеток в физиологических реакциях организма / Б.А. Умарова, Ф.Б. Шапиро, С.М. Струкова // Вестник МГУ. Серия Биология. - 1994. - №. 5. – С. 18-25.
Умкалова Е.А. Сравнительная характеристика антикоагулянтной активности натриевой и кальциевой солей гепарина, выделенного из слизистой оболочки кишечника свиней / Е.А.Умкалова, В.Ф. Кремнева, Л.К. Овчинникова и др.  // Фармакология и токсикология. – 1989. – Т. 52, № 3. – С. 51-55.
Фисенко В.П. Нейрохимические закономерности действия опиоидных анальгетиков на кору головного мозга / В.П. Фисенко  // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2001. - Т. 132, № 7. – С. 4-12.
Фролькис Р.А. Влияние гепарина на окислительные процессы в норме и при экспериментальном инфаркте миокарда / Р.А. Фролькис, Д.Н. Гончарова, И.Е. Лихтенштейн // В сб.: Гепарин: физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. Тезисы III Всесоюзн. конф. - М., 1973. - С. 325-326.
Хакимов З.З. Коррекция нарушений микросомальной окислительной системы печени при экспериментальной острой почечной недостаточности / З.З. Хакимов, М.Э. Краковский // Патол. физиол. и эксперим. терапия. – 1990. - № 1. - С. 21–23.
Харченко М. Ф. Роль гликозаминогликанов в гемопоэзе и физиологических функциях клеток крови / М.Ф. Харченко, Л.П. Рыбакова, О.Д. Голенко и др. // Физиол. журн. им. И. М. Сеченова. - 1996. - Т. 82, № 5-6. - С. 18-25.
Хватова Е.М. Энзимологическая концепция регуляции энергетического обмена мозга при гипоксии и повышении устойчивости к кислородному голоданию / Е.М. Хватова // В сб.: Гипоксия и окислительные процессы. - Н.Новгород, 1992. - С. 121-126.
Хлгатян С.В. Поведение нефракционированного и низкомолекулярного гепарина в организме крысы / С.В. Хлгатян, В.А. Умарова, Ф.В. Шапиро //Докл. АМН СССР. - 1990. - Т. 313, № 2. - С. 509-511.
Хнюнина О.И. Методы изучения гепаринового обмена в клинике / О.И. Хнюнина, А.П. Чернышева, В.П. Казначеев, В.Л. Зельман // В сб.: Гепарин. Физиология, биохимия, фармакология и клиническое применение. Тезисы III Всесоюзной конференции. – М., 1969. – С. 91-93.
Хомутов А.Е. К механизму взаимодействия гепарина с некоторыми нейротропными средствами // В сб.: Механизмы действия зоотоксинов. Межвузовский сборник. – Горький: ГГУ, 1977. – С. 92-95.
Хомутов А.Е. Физиологический анализ защитных свойств гепарина при действии на организм некоторых зоотоксинов:  Дисс . . . канд. биол. наук /А.Е. Хомутов. -  Ашхабад, 1983. - 157с.
Хомутов А. Е. Гепарин и зоотоксины / А.Е. Хомутов // В сб.: Механизмы действия зоотоксинов. Межвуз. сб. - Горький, 1987. - С. 13-30.
Хомутов А.Е. Пчелиный яд – уникальный кластер регуляторных пептидов / А.Е. Хомутов // Пчеловодство. - 2017. - № 1. – С.54-56.
Хомутов А.Е. Термоадаптивные свойства зоотоксинов. Монография / А.Е. Хомутов, Р.В. Гиноян, В.В. Ягин -  Нижний Новгород: Изд-во ННГУ,  2005. – 225с.
Хомутов А.Е. Полифункциональные свойства гепарина / А.Е. Хомутов, М.Б. Звонкова, М.Е. Пахомова //Вестник ННГУ. Серия биологическая. Н.Новгород, 2001. С.128-134.
Хомутов А.Е. Молекулярное взаимодействие гепарина с пчелиным ядом / А.Е. Хомутов, М.Б. Звонкова, К.А. Пурсанов и др. // Вестник Нижегородского университета -, 2009. - № 6. – С.106-112.
Хомутов А.Е. Физиологическая роль гепарина / А.Е. Хомутов, Б.Н. Орлов -  Горький: Изд-во ГГУ,1987. - С. 65-75.
Хомутов А.Е. Торможение гепарином наркотического сна, вызванного ГОМК / А.Е. Хомутов, М.Е. Пахомова //Архив клинической и экспериментальной медицины. - 2001 - Т.10, № 2.- С. 230-232.
Хомутов А.Е. Пчелы, пчелиный яд, апитоксинотерапия / А.Е. Хомутов, К.А. Пурсанов, Л.М. Калашникова -  Н. Новгород: Изд-во НГМА, 2006.- 380с.
Хомутов А.Е Биологические и клинические основы апитерапии / А.Е. Хомутов, К.А. Пурсанов - Н. Новгород: Изд-во Нижегородской гос. медицинской академии, 2011 – 400с. 
Хомутов А.Е. Влияние гепарина на нейротропную активность даларгина / А.Е. Хомутов, К.А. Пурсанов, З.В. Перепелюк  // Materialy VIII Mezinarodni Vedecko – Praktica Konference “Moderni Vymozenosti Vedy – 2012” -  Praga - 2012. - Publishing House “Education and Science”. – С. 34-39.
Хомутов А.Е. Модификация гепарином кардиотропных эффектов тиролиберина на модели изолированного сердца крысы после тотальной ишемии / А.Е. Хомутов, К.А. Пурсанов, З.В. Перепелюк // Materialy VIII Mezinarodni vedecko-prakticka conference. - Praha: Education and Science - 2012. – P. 11-18.
Хомутов А.Е. Потенцирование гепарином антиноцицептивного действия нейропептида FMRFa на супраспинальном уровне / А.Е. Хомутов, К.А. Пурсанов, О.В. Лушникова, З.В. Перепелюк // Биомедицина - 2015. - №2. – С. 73-79.
Хомутов А.Е. Влияние гепарина на антиноцицептивные свойства некоторых регуляторных пептидов на сегментарном уровне / А.Е. Хомутов, К.А. Пурсанов, О.В. Лушникова, З.В. Перепелюк // MEDICUS. International medical scientific journal. - 2015. - № 6 (6). – С. 19-23.
Хомутов А.Е. Термопротекторные свойства зоотоксинов. Монография. /А.Е. Хомутов, В.В. Ягин, О.В. Лушникова, К.А. Пурсанов // unn.ru. Фонд компьютерных изданий ННГУ. № 778.14.01 от 10.09. 2014. Нижний Новгород. 2014. – 312с. 
Цибулевский А.Ю. Тканевые базофилы желудочно-кишечного тракта и их роль в физиологических и патологических процессах / А.Ю. Цибулевский, Ю.К. Елецкий // Архив анатомии, гистологии и эмбриологии. – 1991. – Т. 100, № 2. – С. 92-99.
Чазов Е.И. Антикоагулянты и фибринолитические средства./ Е.И. Чазов, К.М. Лакин - М.,1977. - С. 16-20.
Чейдо М.А. Мю-опиоидергическая иммуномодуляция: нейрохимические аспекты / М.А. Чейдо, Г.В. Идова // Успехи физиологических наук. -  2009 - Т. 40, № 2. – С. 12-25.
Чекман И. С. Биохимическая фармакодинамика / И.С.Чекман. - Киев, 1991. - 200 с.
Чепурнова Н.Е. Гормон роста и тиролиберин в регуляции активности мозга и газового гомеостаза при асфиксическом стрессе / Н.Е. Чепурнова, Д. Альбрехт, Е.В. Ефимова и др.  // В сб.: Антигипоксанты и актопротекторы: Итоги и перспективы. Российская научная конференция. - Санки-Петербург, 1994.  - С. 107-110.
Чиж Б. А. Возможное участие рецепторов N-метил-Д-аспартата в стимулирующем действии на дыхание тиролиберина и аналога RGH 2202 / Б.А. Чиж, С.А. Каспаров  //Фармакол. и токсикол. - 1990. - Т. 53, № 1 – С. 124-128.
Чиченков  О.Н. Действие дроперидола, аминазина и диазепама на анальгетическую активность лей-энкефалина /О.Н.Чиченков, А.Ю.Немировский //Фармакол. и токсикол. - 1979. - Т.42, № 2. – С.117-120.
Чурюканов В.В. Болеутоляющие средства: сравнительная оценка, механизмы действия, перспективы / В.В. Чурюканов // Анестезиология и реаниматология. - 1998. - №5. – С. 4-10.
Шалковская Л.Н. Реципрокное взаимодействие М- и Н-холинергических механизмов в регуляции работы сердца / Л.Н. Шалковская, В.И. Евлахов, Н.А. Лосев //Тезисы докл. XVIII съезда физиологического об-ва им. И.П. Павлова. - Казань, 2001 - С.454-455.
Шаменков Д.А. Влияние аполипопротеинов на транспорт даларгина через гематоэнцефалический барьер / Д.А. Шаменков, В.Е. Петров, Р.Н. Аляутдин // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2006. - Т. 142, № 12. – С. 659-662.
Шамратова В.Г. Регуляция электрокинетических свойств эритроцитарных популяций при различных функциональных состояниях организма. Автореф. дис…докт. биол. наук / В.Г. Шамратова. - Казань, 2002. – 32 с.
Шапиро Ф.Б. Участие гепарина в реализации действия некоторых белковых гормонов / Ф.Б. Шапиро, М.М. Никитина, А.М. Ульянов, Б.А. Кудряшов // Пробл. эндокринол. - 1986. - Т.32, № 6. - С. 62-65.
Шапиро Ф.Б. Влияние инсулина на начальные стадии клиренса гепарина / Ф.Б. Шапиро, А.М. Ульянов //Вопр. мед. химии. - 1988. - № 6. - С. 57-60.
Шапиро Ф.Б. Роль адренокортикотропного гормона в активации секреции гепарина тучными клетками при стрессорных воздействиях / Ф.Б. Шапиро, Б.А. Умарова, С.М. Струкова // Бюлл. эксперим. биол. и мед.- 1995. - Т.120, № 10. – С. 349-351.
Шапиро Ф.Б. Гормональная регуляция секреции гепарина тучными клетками крыс при стрессорных воздействиях / Ф.Б. Шапиро, Б.А. Умарова, С.М. Струкова // Рос. физиол. журн. им. И. М. Сеченова. - 1998. -  Т. 84, №5-6. - С. 469-473.
Шерешевская Ц.М. Действие локальной гипертермии печени на содержание РНК в иммунокомпетентных клетках линейных и гибридных крыс / Ц.М. Шерешевская, Н.В. Ходорова, А.И. Бажков // 6 съезд Укр. об-ва генетиков и селекционеров им. Н.И.Вавилова. – Полтава, 1992. - С. 40-41.
Шилова, О.П. Сравнительный анализ антиноцицептивного действия некоторых зоотоксинов/ О.П. Шилова, С.Б. Парин //Вестник ННГУ им. Лобаческого. Сб. научных трудов аспирантов. – Н. Новгород, 1995. - С. 9-12.
Шимонаева, Е. Е. Тромболитические свойства комплекса гепарин - тканевый активизатор плазминогена и его влияние на фибринолитическую и свёртывающую системы/ Е. Е. Шимонаева, Г. В. Андреенко // Вопр. мед. химии. - 1988. - Т.34, №1. - С. 59-62.
Шлозников Б.М. Антиноцицептивные свойства даларгина как агента анестезиологической защиты / Б.М. Шлозников // Бюлл. эксперим. биол. и мед. – 1990. – Т.109, № 3. – С. 272-275
Шурин С.П. О роли гепарина в обменно-ферментативных процессах в клетке / С.П. Шурин // В сб.: Вопросы физиологии и патологии гепарина. - Новосибирск, 1965. - С.13-38.
Шушпанова Т.В. Свойства бензодиазепиновых рецепторов коры головного мозга крыс с разной степенью предпочтения к этанолу / Т.В. Шушпанова // Журнал невропатологии и психиатрии им. Корсакова. - 1989. - Т. 89, вып. 2. - С. 122-124.
Щербаков С.Н. Влияние недостатка серотонина на выраженность болевой реакции кошки / С.Н. Щербаков, Т.И. Панова, Б.Г. Попова // Тезисы докладов XVIII съезда физиологического об-ва им. И.П. Павлова. - Казань, 2001. - С. 285.
Юшков, Б.Г. Гликопротеиды и гемопоэз/ Б. Г. Юшков, Г. К. Попов, М. В. Северин. - Екатеринбург: Изд-во УрГМИ, 1994. - 127 с.
Ягин В.В. Анализ физиологических реакций организма при действии зоотоксинов в условиях гипертермии: Автореф. дисс . . . канд. биол. наук /В.В. Ягин. - Н. Новгород, 1999. – 21 с.
Ягин В.В. Эколого-физиологические аспекты термопротекторного действия зоотоксинов: Автореф. дисс . . . доктора биол. наук /В.В. Ягин. - Нижний Новгород, 2007. – 48 с.
Яглова Н.В. Ультраструктурные проявления молекулярного способа выделения секреторного материала тучными клетками щитовидной железы при воздействии липополисахарида / Н.В. Яглова, В.В. Яглов  // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2013. - Т. 155, № 2. – С. 229-232.
Яковлева Л.М. Динамика содержания нейромедиаторов в структурах тощей кишки при хронической алкогольной интоксикации / Л.М. Яковлева, Л.А. Любовцева // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. - 2013. - Т. 155, № 1. – С. 36-38.
Яснецов, В. В. Антигипоксические свойства эндорфинов, энкефалинов и их аналогов / В.В.  Яснецов // Бюлл. экспер. биол. и мед. – 1988. – Т. 106, №8. – С. 174–178.
Яснецов В.В. Фармакотерапия отека головного мозга / В.В. Яснецов, В.Е. Новиков.  - М.: Медицина,1994. - 224 с.
Яснецов В.В. Вестибулопротекторные и антиамнестические свойства фрагментов адренокортикотропного гормона и их аналогов / В.В. Яснецов, В.М. Попов, Н.М. Киселева и др.  // Бюлл. эксперим. биологии и медицины. - 1995. - Т. 119, № 6. - С. 634-636.
Яснецов В.В. Коррекция ноотропами процессов обучения и памяти, вызванных некоторыми экстремальными воздействиями / В.В. Яснецов, И.Н. Крылова, В.М. Попов // Эксперим. и клинич. фармакол. – 1996 - Т. 59, № 3. - С. 20-23.
Яснецов В.В. Влияние семакса и АКТГ(5-10) на импульсную активность центральных нейронов / В.В. Яснецов, В.А. Правдивцев, И.Н. Крылова и др. // Бюлл. эксперим. биологии и медицины. - 1998.- Т. 125, № 3. - С. 304-306.
Яструбинецкая О.И. Исследование зависимости между электрофоретической подвижностью и СОЭ периферической крови у больных гемофилией / О.И. Яструбинецкая, Д.А. Шмаров, Т.Г.  Сарычева и др.  // Клинич. лаб. диагностика.- 2009. - №11. - С.46-48.
Aboagye, E. G. The pharmakokinetics, bioavailability and biodistribution in mice of a rationally designed 2-nitroimidazole hypoxia probe SR-4554 / E.G. Aboagye, A.D. Lewis, M.A. Graham, M. Tracy, A.B. Kelson, K.J. Ryan, P. Workman // Anticancer Drug Des. - 1996. - Vol. 117, N3. - P. 231-242.
Actin E. Depletion and repletion of heparin-released lipase in normal and diabetic rats / Е. Actin, H.G. Meng   //Fed. Proc. – 1965. - V.32, N.2. - P. 112-125.
Adler S. Reversal of inhibition of rat glomerular epithelial cell growth by growth factors / S. Adler, B. Eng //Am. J. Pathol. - 1990. - Vol. 136, N 3. - P. 557-63.
Ahuja M. L. A note of the action of heparin on Russel’s viper venom / M.L.Ahuja, A.G. Brooks  // Jud. Jour. Med. Res. - 1946. - V. 34, № 2. - P. 317–322. 
Alkhunaizi, A. M. Arachidonic acid protects against hypoxic injury in rat proximal tubules / A.M. Alkhunaizi // Kidney Int. - 1996. - Vol. 49. – N3. - P. 620-625.
Aniya Y. Effect of the spine venom from the crown-of-thorns starfish, Acanthaster planci, on drug-metabolizing enzyme in rat liver / Y. Aniya, Y.Minamitake, S.  Shiohira // J. Toxicol. Sci. - 1998. - V. 23, № 5. - P. 419–423.
Anzenbacher  P. Cytochrome P450 and metabolism of xenobiotics / P. Anzenbacher, Е. Anzenbacherova  // Cell. Mol. Life Sci. - 2001.- V. 58, № 5–6. - P. 737–747.
Appenzeller, O. The autonomic nervous system and hypoxia: mountain medicine / O. Appenzeller, E. Martignoni // Auton. Nerv. Syst. - 1996. -Vol. 57, N12. - P. 1-12.
Aragon C.M. Ethanol-induced motor activity in normal and acatalasemic mice / C.M. Aragon, C.N. Pesold, Z.Amit // Alcohol.- 1992. - V. 9, N. 3. - P. 207-211.
Azzarelli B. Hypoxic-ischemic encephalopathy in areas of primary myelination: a neuroimaging and PET study / B. Azzarelli, K.S. Caldemeyer, J.P. Phillips, W.E. DeMyer // Pediatr. Neurol. - 1996. - Vol. 14, N2. - P. 108-116.
Baamonde A. Antidepressant-like effects of endogenous enkephalins protected by systemic RB 101 are mediated by opioid delta and dophamine D1 receptor stimuiation. / A. Baamonde, V. Dauge, M. Ruiz-Gayo, I. G. Fulga, S. Turcaud, M. C. Fournie-Zaluski, B. P. Roques // Eur. J. Pharmacol. – 1992. – V. 216. – P. 157 – 166. 
Bachmann K.A. Cytochrome P450 isoforms: Clinical significance and methods for their assessment in vivo / K.A. Bachmann // G. ital. chim. clin. - 1994. – V. 19, № 2. - P. 75–96.
Bai J.H. Kinetics of thermal inactivation of lactate dehydrogenase from rabbit muscle / J.H, Bai // J. Protein Chem. – 1997 -.V.16, № 8. - P. 801-807.
Bayliss DA, Effects of thyrotropin-releasing hormone on rat motoneurons are mediated by G proteins / D.A. Bayliss,  F. Viana, A.J. Berger // Brain Res. -  1994 – V. 668(1-2). – P. 220-229. 
Bajwa S.S. Trombin-like and fibrinolytic enzymes in the venoms from the Gaboon viper (Bitis gabonica), easten cottonmouth mocassin (Agkistrodon p. piscivorus) and soutern copperhead (Agkistrodon c. contortrix) snakes / S.S. Bajwa //Toxicon. – 1982. - V. 20, N 2. - P. 427-432.
Baker K.J. Mechanism of inhibition of the Ca2+-ATPase by melittin / K.J. Baker, J.M. East, A.G. Lee // Biochemistry. - 1995. - Vol. 34, № 11. - P. 3596-3604.
Bararn D. Inhibitory effects of low molecular weight heparin on mediator release by mast cells: preferential inhibition of cytokine production and mast cell-dependent cutaneous inflammation / D. Bararn, M. Rashkovsky, R. Hershkoviz // Clin. Exper. Immunol. – 1997 – V.110 – P. 485–491.
Barbouche R. Anty-platelet activity of the peptides composing the lebetin 1 family, a new class of inhibitors of platelet aggregation / R. Barbouche, С. Brown C. et al.   //Toxicon. – 1998 - V. 36, N 12. - P. 1939-1947.
Barbouche R. Novel anty-platelet aggregation polypeptides from Vipera lebetina venom: isjlation and characterization / R. Barbouche  //FEBS Lett. – 1996. - V. 392, N. 1. - P. 6-10. 
Barczyk M. Mast cells in the gastrointestinal tract / M. Barczyk, W.L. Debek, L. Chyczewski // Rocz. acad. med. bialymst. – 1995. - V. 40(1). – P. 36-57.
    Batke J. A possible in vivo mechanism of intermediate transfer by glycolytic enzyme complexes: steady state fluorescent anisotropy analysis of on enzyme complex formation / J. Batke, Y.A. Benio, Р. Tomp // Arch. Biochem. аnd Biophys. - 1992. - V. 296, № 2. - P. 654-659.
  Belloni A.S. Identification and localization of adrenomedullin-storing cardiac mast cells / A.S. Belloni, L. Petrelli, D. Guidolin et al. Belloni A.S., Petrelli L., Guidolin D. et al. // Int. J. Mol. Med. – 2006 – V.17, N. 5 – P. 705–713.
Bennett V. Spectrin and ankyrin-based patways: metazoan invention for integrating cell and tissues / V. Bennet, A.J. Baines  // Physiol.Rev. - 2001. -V.81. - P.1353-1390. 
Веnovic, J. L. Inhibition of beta-adrenergic receptor kinase by polyanions / J. L. Веnovic, W.C. Stone, M.G. Caron //J Biol Chem. – 1989. – Vol. 264, N 12. – P. 6707-6717.
Berg T. Distribution of lysosomal enzymes between parenchymal and Kupffer cells of rat / Т. Berg, D. Boman  //Biochim. Biophys. Acta. – 1988. - V. 321. - P. 585-595.  
Bergevin A. Presynaptic mu-opioid receptors regulate a late step of the secretore process in rat ventral tegmental area GABAergic neurons / A. Bergevin, D. Girardot, M.J. Bourque. I.E. Trudeau // Neuropharmacology. – 2002 – V. 42, N.8. - P.1065-1078.
Berthou F.Caffeine increases its own metabolism through cytochrome P450 1A induction in rats / F. Berthou, T. Goasduff, Y. Dreaho, J.F. Menez. // Life Sci. – 1995 - V. 57, № 6. - P. 541–549.
Black S.C. Cardioprotective effects of  heparin or N-acetylheparin in an in vivo model of myocardial ischaemic and reperfusion injury / S.C. Black, M.R. Gralinski, G.S. Friedrichs et al.  // Cardiovasc. Res. – 1995. – Vol. 29, N 5. – P. 629-636.
Bourdgoin S. Opiodergic control of the spinal release of new propeptides: possible significance for the analgetic effects of opioids / S. Bourdgoin, J. J. Benoliel, E. Collin, A. Maubordgne, A. Pohl, M. Hamon, F. Cesselin //  Fundam. Clin. Pharmacol. – 1994. – V. 8. – P. 307 – 310.
Broccardo M. Antidiarrheal and colonic anti propulsive effects of spinal and supraspinal administration of the natural -opioid receptor agonist, D – Ala2deltorphin II, in the rat / M. Broccardo, G. Improta // Eur. J. Pharmacol. – 1992. – V. 218. - P. 69 – 73.
Brooks G.A. Role of mitochondrial lactate dehydrogenase and lactate oxidation in the intracellular lactate shuttle / G.A. Brooks //Proc. Nat. Acad. Sci. USA. – 1999. – Vol. 96, N 3. – P. 1129-1134.
Cardin A.D. Molecular modeling of protein-glycosaminoglycans interactions / A.D. Cardin, H. J. R. Weintraub //Arteriosclerosis. – 1989. - N 9. – P. 21-32.
   Casini A. Human hepatic stellate cells express class I alcohol dehydrogenase and aldehyde dehydrogenase but not cytochrome P450 2E1 / А. Casini // J. Hepatol. - 1998. - V. 28, № 1. - P. 40-45.
Cavalcante M.C. Colocalization of heparin and histamine in the intracellular granules of test cells from the invertebrate Styela plicata (Chordata-Tunicata) / M.C. Cavalcante, I.R. de Andrade //   J. Struct. Biol. – 2002. - V. 137, N.3. –  P. 313–321.
Chen J. Enzymatic redesigning of biological active heparan sulfate / J. Chen // Journal of Biological Chemistry, - 2006. - № 12. – Р. 329-332.
Chen S.-Y. Fluorescence studies of heparin dynamics and activities on biomimetic membranes / S.-Y. Chen, B. van der Meer // Biophys. J. - 1994. - Vol. 66, N 2. - P. 126-132.
Cho W. The chemical basis for interfacial activation of monomeric phospholipases A2. Autocatalytic derivatization of the enzyme by acyl transfer from substrate / W. Cho //J. Biol. Chem. – 1988. - V. 263, N 23. - P. 11237-11241. 
Сho W. Purification and characterization of calobin II, a second type of thrombin-like enzyme from Agkistrodon caliginosus (Korean viper) / W. Сho //Toxicon. – 2001. - V. 39, N 4. - P. 499-506.
  Chretien D. An improved spectrophotometric assay of pyruvate dehydrogenase in lactate dehydrogenase contaminated mitochondrial prepatations from human skeletal muscle / D. Chretien // Clin.Chim.Acta. - 1995. - V. 240, № 2. - P. 129-136.
  Chrostek L. Serum activities of classes I and II alcohol dehydrogenase in toxic liver damage /  L. Chrostek, М. Szmitkowski // Clin. Chem. Acta. - 1998. - V. 271, № 2. - P. 163- 169.
   Danielsson O. "Enzymogenesis" classical liver alcohol dehydrogenase origin from the glutathione - dependent formaldehyde dehydrogenase line / О. Danielsson, Н. Jornvall // Proc. Nat. Acad. Sci USA. - 1992. - V. 89, № 19. - P. 9247-9251.
del Mar Hernandez, M., Potentiation of Prolactin Secretion following Lactotrope Escape from Dopamine Action. i. dopamine withdrawal augments l-type calcium current / M. del Mar Hernandez, R.E. Garcia Ferreiro, D.E.  Garcia // Neuroendocrinology. – 1999. – Vol. 70, N. 1. – P. 20-30. 
De Maio A. Induction of translational thermotolerance in liver of thermally stressed rats / A. De Maio, S.C. Beck, T.G. Buchman //Eur. J. Biochem. – 1993. – V. 218. - P. 413-420.
Dhillon D.S. Comparison of enzymatic and pharmacjljgical activities of lysine-49 and aspartate-49 phospholipases A2 from Agkistrodon piscivorus piscivorus snake venom / D.S. Dhillon  //Biochem. Pharmacol. – 1987. - V. 36, N 10. - P. 1723-1730.
Dimari S.J. The cytotoxins of cobra venoms. Isolation and partial characterization / S.J. Dimari, K.J. Lembach, V.B. Chatman //Biochim. Biophys. Acta. – 1975. – Vol. 393, N 2. – P. 320-334. 
Doi T. Hypothalamic neuronal hystamine regulates adaptive behavior at high ambient temperature in rats / T. Doi // Ihp. J. Physiol. - 1990. – V. 40. - P. 273.
Dragani L. Effects of heparin-heparinoid combination on esthesiologic and trophic changes in deep periarticular tissues in gonarthritis / L. Dragani, A. D`Aurelio, L. Vecchiet //Riv Eur Sci Med Farmacol. – 1992. - Vol.14, N 4. – P. 271-277.
  Dudka J. Effect of selected alcohol dehydrogenase inhibitors on human hepatic lactate dehydrogenase activity - an in vitro study / J. Dudka, F. Burdan,  J. Szumilo // J. Appl. Toxicol. - 2005. - V. 25, № 6. - Р. 549-553.
Edens R.E. Heparin and derivatized heparin inhibit zymosan and cobra venom factor activation of complement in serum / R.E. Edens, R.J. Linhardt, C.S. Bell, J. M. Weiler // Immunopharmacology. – 1994. – Vol. 27, N 2. – P. 145-53. 
   Ekman A.C. Delayed proopiomelanocortin activation after ethanol intake in man / А.С. Ekman, О. Vakkuri, О. Vuolteenaho, J. Leppaluoto // Alcohol Clin. Exp. Res. - 1994. - V. 18, № 5. - Р. 1226-1229.
Elbein A.D. Interactions of polynucleotides and other polyelectrolytes with enzymes and other proteins / A.D.  Elbein // Advan. Enzymol. - 1974. - V. 40. - P. 29-64.
Fairbrother W. J. Solution structure of the heparin-binding domain of vascular endothelial growth factor / W.J. Fairbrother, M.A. Champe, H.W. Christinger  // Structure. – 1998. – Vol. 6, N 5. - P. 637-648.
Fantin V.R. Attenuation of LDH-A expression uncovers a link between glycolysis, mitochondrial physiology, and tumor maintenance / V.R. Fantin, J. St-Pierre, P. Leder // Cancer Cell. - 2006. - V. 9, № 6. - Р. 425-434.
Ferdinand S. Gene for pain modulatory Neuropeptide NPFF: induction in spinal cord by noxious stimuli  / S. Ferdinand // Mol Pharm. – 1999. –Vol.55, № 4.- P. 804-811
Fernex M. The Mast-Cell System / М. Fernex. - Basel, 1968. – 132 pp.
Ferreira L.A. Structure and effect of a kinin potentiating fraction F (AppF) isolated from Agkistrodon piscivorus piscivorus venum / L.A.  Ferreira //Toxicon. – 1995. - V. 33, N 10. - P. 1313-1319.
Filippov A.K. Effect of melittin on ion currents in heart cell membranes / А.К. Filippov, G.E. Skatova, V.I. Porotikov et al.  // Biofizika. – 1987. – V. 32, N. 4. – P. 620-623.
Flagan S.W. Tissue-specific HSP70 response in animals undergoing heat stress / S.W. Flagan //J. Physiol. – 1995. – V. 268. – P. 28-32.
Fletscher J.E. Basic phospholipase A2 from Naja nigricollis snake venom: phospholipids hydrolysis and effects on electrical and contractile activity of the rat heart / J.E. Fletscher, С.С. Yang, Р. Rosenberg  // Toxicology and Applied Pharmacology. - 1982. - V. 66, N. 1. – P. 39-54.
Flood P. Droperidol inhibits (GABA (A) and neuronal nicotinic receptor activation / P. Flood, K.V. Coates // Anesthesiology - 2002. - V. 96, N.4. - P. 987-993.
Florianczyk B. Function of metallothionein in the body / B. Florianczyk // Postepy Hig. Med. Dosw. - 1996. - V. 50, № 4. - P. 375–382.
Freitas F.A. Effects of pentoxyfilline and heparin on reperfusion injury island skin flaps in rats exposed to tobacco / F.A. Freitas, С.Е. Piccinato, J. Cherri, W.G. Marchesan // J. Surg. Res. - 2010. - V. 164, № 1. - P. 139-45.
Freitas M.A. Citrate is a major component of snake venoms / М.А. Freitas  //Toxicon. – 1992. - V. 30, N 4. - P. 461-464.
Fumiaki I. Responses of plasma insulin, glucagon growth hormone and metabolites in heifers during cold and heat txposure / I. Fumiaki, O.Yoshiaki, F. Hiroshi //Anim. Sci. and Technol. – 1997. – V.68, N. 8. - P. 727-734.
Gandhi N.S. Free energy calculations of glycosaminoglycan-protein interactions / N.S. Gandhi, R.L. Mancera // Glycobiology. - 2009. - V. 19, № 10. - P. 1103-1115.
Gao G. Heparin can activate a receptor tyrosine kinase / G. Gao, M. Goldfarb //EMBO J. - 1995. - Vol. 14, N 10. - P. 2183-2190.
Gasmi A. Purification and characterization of a fibrinogenase from Vipera lebetina venom / А. Gasmi  // Toxicon. – 1991. - V. 29, N 7. - P. 827-836.
Gasmi A. Purification from Vipera lebetina venom of a protein that depletes human complement / А. Gasmi  // Nat. Toxins. – 1994. - V. 2, N 1. - P. 44-48.
Gasmi A. Further characterization and thrombolytic activity in a rat model of a fibrinogenase from Vipera lebetina venom / А. Gasmi  // Thromb. Res. – 1997. - V. 86, N 3. - P. 233-242.
Gasmi A. Purification and characterization of a growth factor-like which increases capillare permeability from Vipera lebetina venom /А. Gasmi  //Biochem. Biophys. Res. Commun. – 2000. - V. 268, N 1. - P. 69-72.
Gasmi A. Amino acid structure and characterization of a heterodimeric disintegrin from Vipera lebetina venom / А. Gasmi, N. Srairi, S.  Guermasi // Biochem. Biophys. Acta. – 2001. - V. 1547, N 1. - P. 51-56.      
Geerts WH. Prevention of venous thromboembolism. / W.H. Geerts, J.A. Heit, G.P.Clagett et al. // Chest. - 2001. – V. 119 – P. 132–175. 
Gesteland R. F. The RNA World / R.F. Gesteland, J.F. Atkins. - New York, 1993. - 632 p.
Gill K. Enzymatic production of acetaldehyde from ethanol in rat brain tissue / K. Gill, J.F. Menez, D. Lucas, R.A. Deitrich  // Alcohol. Clin. Exp. Res. - 1992. - V. 16, N. 5. - P. 910-915.
Gouarderes C.  Antinociceptive effects of intrathecally administrered F8Famide and FMRFamide in the rat / C. Gouarderes, M. Sutak, J.M. Zajac .//Eur J Pharmacol. – 1993 - Vol. 237. – P. 73-81.
Grip G. Histopathology and evaluation of potentiation of morphin-induced antinociception by intrathecal droperidol in the rat / G. Grip, B.A. Svensson, T. Gordf //Acta Anaesthesiol Scand. – 1992. - Vol. 36, N2. – P. 145-152
Guarini S. The reperfusion-induced arrhythmies and lethality are decreased by a part of heparin / S. Guarini, M. C.Martini, A. Bertolini // Life Sci. – 1995. – Vol. 57, N 5. – P. 967-972.
Guerrini, M. A novel computational approach to integrate NMR spectroscopy andcapillary electrophoresis for structure assignment of heparin and heparin sulfate oligosaccharides / M. Guerrini, R. Raman, G. Venkataraman et al. //Glycobiology. – 2002. –  N.11. – P. 713-722.
Guyton A.C. Textbook of Medical Physiology / А.С. Guyton, J.E.  Hall. - Philadelphia: Elsevier Saunders, 2006. - 1152 p.
Gujral M.L Studies on tourniquet shock in rats. Part II: Effect of heparin, histamine and their antagonists on survival time / M.L. Gujral, B.N. Dhawan //J. Sci. Ind. Res. – 1977. – Vol. 160. – P. 104-105. 
Gurish M.F. Mast cells: ontogeny, homing, and recruitment of a unique innate effector cell / M.F. Gurish, J.A. Boyce //  J. Allergy. Clin. Immunol. – 2006 – V. 117, N.6. – P. 1285–1291.
Hahn B.C. Purification and characterization of piscivorase I and II, the fibrinolytic enzymes from easten cottonmouth mocassian venom (Agkistrodon piscivorus piscivorus) / B.C. Hahn, I.M. Chang, Y.S. Kim //Toxicon. – 1995. - V. 33, N 7. - P. 929-941.
Hahn B.C. Purification and molecular cloning of calobin, a thromdin-like enzyme from Agkistrodon caliginosus (Korean viper) / В.С. Hahn //J. Biochem. – 1996. - V. 119. - P. 835-843. 
Hayshi K. Effect of short-term exposure to heat or cold on  musde protein breakdown in rats / K. Hayshi, M. Hino, Y. Tomita // Amin. Sci and Fechnol. - 1993. – V. 64, N2. - P. 101-106.
Halliwell B. Reative oxygen speciec in living systems/ Source, biochemistry and role in human disease / B. Halliwell // Amer.J. Med. - 1991. - V.91. - P.14-22.
Hamilton L.H. Heparin-induced block of the leucocyte response to cortisone / L.H. Hamilton //Endocrinology. – 1957. – Vol. 61. – P. 393-397.
Hasbi A. Desensitization of the delta-opioid receptor correlates with its phosphorylation in SK-N-BE cells: involvement of a G protein-coupled receptor kinase / A. Hasbi, J. Polastron, S. Allouche // J. Neurochem. - 1998. - Vol. 70, N. 5. - P. 2129-2138.
Hasbi, A. Internalization and recycling of the delta-opioid receptor are dependent on a phosphorylation-dephosphorylation mechanism // F. Hasbi, S. Allouche, F.J. Sichel // Pharmacol. Exp. Ther. – 2000. – Vol. 293, N 1. – P. 237-247.
   Haseba T. Phytophenols in whisky lower blood acetaldehyde level by depressing alcohol metabolism through inhibition of alcohol dehydrogenase 1 (class I) in mice / Т. Haseba, J. Sugimoto, S. Sato // Metabolism. - 2008. - V. 57, № 12. - Р. 1753-1759.
He S.H. Key role of mast cells and their major secretory products in inflammatory bowel disease / S.H. He //  World J. Gastroenterol. – 2004. – V.10, № 3. – Р. 309–318.
  Heikkonen E. Effect of alcohol on exercise-induced changes in serum glucose and serum free fatty acids / Е. Heikkonen, R. Ylikahri, R. Roine // Alcohol Clin. Exp. Res. - 1998. - V. 22, № 2. - Р. 437-443.
  Неyer, E.J. Droperidol suppresses spontaneous electrical activity in neurons cultured from ventral midbrain / E.J. Неyer, P. Flood //Brain Res. – 2000. – Vol. 863, N 1. – P. 20-24.
Henn C. Stimulatory and inhibitory effects of ethanol on hippocampal acetylholine release / С. Henn, К. Loffelholz, J. Klein  // Naunyn. Schmitdtbergs Arch. Pharmacol. - 1998. - V. 357, N. 6. - P. 640-647.
Hettiarachchi R. Do heparins do more than just treat thrombosis. The influence of heparins on cancer spread / R. Hettiarachchi, S. Smorenburg, J. Ginsberg  // Thromb Haemost.- 1999. – V. 82. –P.947–952.
Hezelton B. J. Calcium transport and exchange in mouse 3T3 and Sv 40-3T3 cells / B.J. Hezelton, J.T. Tupper //J. Cell. Biol. - 1979. - Vol. 81, N 3. - P. 538-542.
Hiebert L. Protective effect of dextran sulfate and heparin on adult rat cardiomyocytes damaged by free radicals / L. Hiebert, T. Ping // J Mol Cell Cardiol – 1997. – V.29, N.1 – P. 229-235. 
Higgibotham B.D. The significanse of the mast cell response to bee venom / B.D. Higgibotham, S.D. Karnella // Journ. Immunology. - 1971. - Vol. 106, N 6. - P. 92-96.
Hildebrand A. Characterization and identification of heparin-induced nonopioid-binding sites for beta-endorphin in human plasma / A. Hildebrand, L. Schweigerer, H. Teschemacher // J. Biol. Chem. – 1988. – Vol. 263, N 5. – P. 2436-2441.
Himatkumar P.V. Heparin and heparan sulfate bind to snake cardiotoxin / P.V. Himatkumar, V.A. Alka, V.A. Kavita //J. Biol. Chem. – 1997. - V. 272, N. 3. - P. 1484-1492.
Hirsh J. Guide to anticoagulant therapy: Heparin. A statement for helthcare professionals from / J. Hirsh, S. Anand, J.I. Halperin, V. Fuster // American Heart Association. Circulation. – 2001. – V. 103 – P. 2994–3018.
Hricovini M. Structure of heparin-derived tetrasaccharide complexed to the plasma protein antithrombin derived from NOEs, J-couplings and chemical shifts / M. Hricovini, M. Guerrini, A. Bisio //  Eur. J. Biochem. - 1999. – V.1, №3. - Р. 789-801.
Hsiao J. C. Cell surface proteoglycans are necessary for A27L protein-mediated cell fusion: identification of the N-terminal region of A27L protein as the glycosaminoglycan-binding domain / J. C.Hsiao, C. S.Chung, W.Chang //J. Virol. – 1998. – Vol. 72, N 10. – P. 8374-8379.
   Hurley T.D. Human alcohol dehydrogenase: of secondary alcohol oxidation on the amino acids at positions 93 and 94 / T.D. Hurley, W.F. Bosron // Biochem. and Biophys. Res. Commun. - 1992. - V. 183, № 1. - P. 93-99.
Invone L. Changes in open field behavior spatial memory, and hippocampal parvalbumin immunoreactivity following enrichment in rats exposed to neonatal anoxia / L. Invone // Exp. Neurol. - 1996. - V. 139. - N 1. - P. 25-33.
Ishii K. Ingibition of rat hepatocyte organic anion transport by bile acids / K. Ishii, A.M. Wolkoff // Amer. J. Physiol. - 1994. - V. 267, № 3. P. - 458–464.
        Islam M. S. Interaction with the inositol-1,4,5-trisphosphate receptor promotes Ca2+ sequestration in permeabilised insulin-secreting cells / M.S. Islam, T. Nilsson, P. Rorsman, P.O. Berddren //FEBS Lett. – 1991. – Vol. 288, N 2. – P. 27-29.
Ismail M. Ocular effects of the venom from the spitting cobra (Naja nigricollis) / M. Ismail, A.C. Ellison // J. Toxicol. Clin. Toxicol. – 1986. – Vol. 24, N 3. – P. 183-202.
Jansen E. M. Quantitative analysis of contralateral hemisphere hypertrophy and sensorimotor performance in adult rats following unilateral neonatal ischemic-hypoxic brain injury / E.M. Jansen, W.C. Low // Brain Res. - 1996. - Vol. 708. – N. 1-2. - P. 93-99.
Jaques L.B. Heparins - Anionik polyelectrolyte drugs / L.B. Jaques //Pharmacol. Rev. - 1980. - Vol. 31, N 2. - P. 99-166
Jaques, L. B.  Physiology of heparin. / L.B. Jaques //Angeiologie. – 1983. - Vol. 35, N 5 – P. 145-154.
   Jensen D.E. S-Nitrosoglutathione is a substrate for rat alcohol dehydrogenase class III isoenzymes / D.E. Jensen, G.K. Belka, G.C. Bois // Biochem. J. - 1998. - V. 331, № 2. - P. 659-668.
Jiao Q.C. Investigation on the binding site in heparin by spectrophotometry / Q.C. Jiao, Q. Liu, C. Sun, H. He  // Talanta. - 1999. - V. 48. - P. 1095–1101.
Jeong D.W. Effects of lactate dehydrogenase suppression and glycerol-3-phosphate dehydrogenase overexpression on cellular metabolism / D.W. Jeong, I.T. Cho, T.S. Kim T.S. et al. // Mol. Cell Biochem. - 2006. - V. 284, № 1-2. - P. 1-8.
     Jonas E.A Regulatijn by insulin of a unique neuronal Ca2+ pool and of neuropeptide secretion / E.A. Jonas, R.L. Knox, T.C. Smith  et al. //Nature. – 1997. – Vol. 385. – N 6614. – P. 343-346.
Jovanovic S. M-LDH serves as a regulatory subunit of the cytosolic substrate-channelling complex in vivo / S. Jovanovic, A. Jovanovic, R.M. Crawford // J. Mol. Biol. - 2007. - V. 371, № 2. - Р. 349-361. 
June H.L. GABAA-benzodiazepine receptors in the striatum are involved in the sedation produced by a moderate, but not an intoxicating ethanol dose in outbred Wistar rats / H.L. June, C.R. Cason, G. Cheatham et al.  // Brain Res. - 1998. - V. 794, N. 1. - P. 103-118.
Kagoshima M. Experimental studies of physiological and pathological effects induced by systemic hypoxia and the hypoxia - reoxygenation model in rats / M. Kagoshima, Y. Tsubata, H. Shimada // Nippon Yakurigaku Zasshi. - 1995. - Vol. 106. - P.85-97.
Kaji T. Low-molecular-weight heparin enhances prostacyclin production by cultured human endothelial cells / T. Kaji, C. Yamamoto, M. Sakamoto // Chem. and Pharm. Bull. – 1991. – V. 39, N. 12. – P. 3368-3369.
Kaiser U.B. Evidence that signalling pathways by which thyrotropin-releasing hormone and gonadotropin-releasing hormone act are both common and distinct / U.B.  Kaiser, R.A.  Katzenellenbogen, P.M. Conn, W.W.  Chin // Mol. Endocrinol. – 1994. – N. 8 – Р.1038-1048. 
Kay R. Low molecular weight heparin in ischemic stroke / R. Kay, K.S. Wong, Y.L Yu, et al. // Fiss study. N Engl Med. – 1995. –V. 333, N4. – P. 1588 - 1600.
Kakuta Y. Crystal structure of the sulfotransferase domain of human heparan sulfate N-deacetylase/N-sulfotransferase / Y. Kakuta, Т. Sueyoshi, М. Negishi, L.C. Pedersen // J. Biol. Chem. - 1999. - V.274, №16. - Р. 10673-10676.
Kan K. Evaluation of hepatic phagocytic function using chondroitin sulphate iron colloid / К. Kan, Т. Tsujinaka, S. Iigima // Clin. Nutr. - 1994. - V. 13, Suppl. № 1. - P. 55-62.
Kanwar S. Mast cells contribute to ischemia-reperfusion-induced granulocite infiltration and intestinal dysfunction / S. Kanwar, P. Kubes  // Am. J. physiol. – 1994. – V. 267. – P. 316-321.
Kawada, T. Myocardial Na+ during ischemia and accumulation of Ca2+  after  reperfusion: a study  with  monensin  and dichlorobenzamil / T.Kawada, Y.Yoshida, H.Sakurai, S.Imai //Japan J. Pharmacol. - 1992. – Vol.59. - P. 596-609.
Khomutov A.E. Comparative analysis of rat survival duration under of fect of acute overheating and poisons of animals belonging to different taxonomic groups / A.E. Khomutov, V.V. Yagin, K.A.  Pursanov // J. of evolutionary biochemistry and physiology. - 2010. - V. 46, №4. - P. 418-419.
Kjellberg F. Pharmacological control of opioid-induced pruritus: a quantitative systematic review of randomized trials / Kjellberg, F., Tramer M. R. // Eur J Anaesthesiol. – 2001. - Vol. 18, N 6. – P. 346-357.
Kiley S. C. Activation of alpha-protein kinase C leads to association with detergent-insoluble components of GH4C1 cells / Kiley, S. C., Jaken S. //Mol. Endocrinol. – 1990. – Vol. 4, N 1. – P. 59-68. 
Kim P.J. Colocalization of heparin and receptor binding sites on keratinocyte growth factor / P.J. Kim, К. Sakaguchi, Н. Sakamoto //Biochemistry. – 1998. – Vol.37, N 25. – P. 8853-8862.
Kinnunen, A. N-syndecan and HB-GAM (heparin-binding growth-associated molecule) associate with early axonal tracts in the rat brain/ А. Kinnunen, Т. Kinnunen, М. Kaksonen //Eur. J. Neurosci. – 1998. – Vol. 10, N 2. – P. 635-648.
Kinsella L. Interactions of putative heparin-binding domains of basic fibroblast growth factor and its receptor, FGFR-1, with heparin using synthetic peptides / L. Kinsella, Н. Chen, J.A. Smith //Glycoconj. J. – 1998. – Vol. 15, N 4. – P. 419-422.
Kirshenbaum L.A.  Changes in antioxidant enzymes in isolated cardiac myocytes subjected to hypoxia-reoxigenation / L.A.Kirshenbaum, P.K.Singal //Lab. Invest. - 1992. – V.67, № 6. -  P. 796-803.
Klatzo I. Pathophysiologic aspects of cerebral ischemia / I. Klatzo // The nervous system. - 1995. - Vol. 29. - P. 223-229.
Knull H.R. Association of glycolytic enzymes with the cytoskeleton / H.R. Knull, J.L. Walsn // Curr. Top. Cell. Regul. - 1992. - V. 33. - P. - 15-30.
Komori Y. Primary structure and biological activity of snakt venom lectin (APL) from Agkistrodon p. piscsforus (Easten cottonmouth) / Y. Komori, T. Nikai, T. Tohkai, H. Sugihara // Toxicon. – 1999. - V. 37, N 7. - P. 1053-1064.
Kontinent V. Differential modulation of α2-adrenergic and μ-opioid spinal antinociception by neuropeptide FF / V. Kontinent, E. Kalso //Peptides. - 1995. - Vol. 16. - P. 973-977.
Koob G.F. Neurocircuitry targets in ethanol reward dependence / G.F. Koob, A.J. Roberts, G. Schulteis et al. // Alcohol. Clin. Exp. Res, 1998. - V. 22, N. 1. - P. 3-9.
Korzekwa K.R. Predicting the cytochrome P450 mediated metabolism of xenobiotics / K.R. Korzekwa, J.P. Jones // Pharmacogenetics. - 1993.- V.3, № 1. - P. 1–18.
Kovanen P.T. Mast cells in atherogenesis: actions and reactions / R.T. Kovanen // Curr. Atheroscler. Rep. – 2009. – V. 11, N.3 - P. 214–219.
Kovach, A.G. The brain in shock / A.G. Kovach // Homeostasis Injury & Shock Satell. — Budapest. - 1981. - P. 3-23.
Kudo K. Characterization of hyaluronidase isolated from Agkistrodon contortrix contortrix venom / K. Kudo, A.T. Tu //Arch. Biochem. Biophys. – 2001. - V. 386, N 2. - P. 154-162.
Lang D. Highly sensitive and specific high-perfomance liquid chromatographic analysis of 7-hydroxywarfain, a marker for human cytochrome P-450 2C9 activity / D. Lang, R. Böcker // J. Chromatogr. Biomed. Appl. - 1995. - V. 672, № 2.- P. 305–309.
   Larkin J.M. Ethanol-induced retention of nascent proteins in rat hepatocytes is accompanied by altered distribution of the small GTP-binding protein Rab2 /  J.M. Larkin, В. Oswald, М.А. McNiven // J. Biol. Chem. - 1996. - V.98, №9. - P. 2146-2157.
Lehnert H. Extrapituitery effects of corticotroin and thyrotropin-releasing hormone / H. Lehnert  //Neuropsychobiol. - 1993. - Vol. 28. - P. 54-66.
Lheureux P. Effect of flumazenil in a model of acute alcohol intoxication in rats / P. Lheureux, J. Fontaine, R. Askenasi // Hum. Exp. Toxicol. - 1993. - V. 12, № 2. - Р. 177-180.
Leyva F. The glycolytic pathway to coronary heart disease a hypothesis / F.  Leyva // Metabolism. - 1998. - V. 47, № 6. - P. 657-662.
Liang A. Further characterization of the binding of heparin to granulocyte colony-stimulating factor: Importance of sulfate groups / A. Liang, X. Liu, Y. Du, K. Wang, B. Lin   // Electrophoresis. - 2008. - V. 149, № 2. - Р. 109-112.
Linhardt, R.J. Heparin: structure and activity / R.J. Linhardt // J. Med. Chem. – 2003. – Vol. 46. – P. 2551-2605.
Lindstedt K.A. Proteolysis of the pericellular matrix: a novel element determining cell survival and death in the pathogenesis of plaque erosion and rupture / K.A. Lindstedt, M.J. Leskinen, P.T. Kovanen // Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. – 2004. – V. 24, № 8. – Р. 1350–1358.
Lipp H.P. Die menschlichen Cytochrom-P450-Izoenzyme. Bedeutung füe die Klinische Praxis / H.P. Lipp, U. Schuler // Arzneimittel-therapie. – 1995. – V.13, № 9. - P. 272–280.
Litwiller R.W. Medical intelligence succinylcjolinehydrolisis / R.W.  Litwiller // Anesthesiology. - 1969. - V. 31. – P. 356-360.
Liu J. Strategy for the sequence analysis of heparin / J. Liu, U.R. Desai, X.J. Han, T. Toida, R.J. Linhardt //Glicobiologi. – 1995. - V.5, N.8. - P.765-774.
Lu L. Hyperthermia enhances cloning efficiency of  purified populations of hematopoetic progenitor cells from normal human bone marrow exposed to multiple cytokines in vitro / L. Lu, M. Xiao, I. Brandt // Blood. - 1991. – V. 78, N10. - P. 297.
Lushchak V.I. Influence of polyethylene glycol on lactate dehydrogenase / V.I. Lushchak // Biochem. Mol. Biol. Int. - 1998. - V. 44, № 2. - P. 425-431.
Macaya A. Apoptosis in the nervous system / A. Macaya // Rev. Neurol. – 1996. – Vol. 24. – Ms 135. – P. 1356–1360.
Mach H. Nature of the interaction of heparin with acidic fibroblast growth factor / H. Mach, D. B. Volkin, C.J. Burke //Biochemistry. – 1993. – Vol. 32, N. 20. – P. 5480-5489.
Makita T. Effects of intravenous anesthetics on phosphatidylinositol turnover in rat cerebral cortical prisms / T. Makita, O. Shibata, T. Tsujita //Anesth Analg. – 1994. – Vol. 79, N 2. – P. 252-256.
Maekawa M. Lactate dehydrogenase deficiency / M. Maekawa // Ryoihibetsu Shokogun Shirirr. - 1998. - V. 18, № 1. - P. 77-80.
Maraganore J.M. The lysine-49 phospholipase A2 from the venom of Agkistrodon piscivorus piscivorus. Relation of structure and function to other phospholipases A2  / J.M. Maraganore, R.L. Htinrikson //J. Biol. Chem. – 1986. - V. 261, N. 11. - P. 4797-4804.
Meyer U.A. Overview of enzymes of drug metabolism / U.A. Meyer // J. Pharmacokinet. Biopharm. - 1996. - V. 24, № 5. - P. 449–459.
Menez A. Comparison of  the “toxic” and antigenic regions in toxin isolated from Naja nigricollis venom / A. Menez, J.C. Boulain, G. Faure et al.  // Toxicon. - 1982. - V. 20, N. 1. - P. 95-103.
   Michael N.B. Interactions between mitochondria and cytoplasm in isolated hepatocytes /   N.B. Michael, J.W. Phillips, A.R. Grivell // Curr. Top. Cell. Regul. - 1992. - V. 33. - P. 309-330.
Mikhailov D.  NMR solution conformation of heparin-derived tetrasaccharide / D. Mikhailov, K.H. Mayo, I.R. Vlahov et al.  // Biochem. J. - 1996. - №318. - Р. 93-102. 
Mitsuhiro O. Biomedical application of snake venom neurotoxins: Acetylcholine receptor and myastenia gravis / O. Mitsuhiro, Z. Kiyoce //J. Toxicol. Toxin Rev. – 1998. – V. 17, N. 3. - P. 337-359.
Morikawa H. Desensitization and resensitization of delta-opioid receptor-mediated Ca2+ channel inhibition in NG108-15 cells / H. Morikawa, K. Fukuda, H. Mima //Br. J. Pharmacol. - 1998. - Vol.123, N 6. - P. 1111-1118.
Moseley R.H. Organic cation transport by rat liver lysosomes / R.H. Moseley, R.W. Dyke  // Amer. J. Physiol. - 1995. - V. 268, № 3. - P. 480–486.
Mosely P. Thermal stress induces epithelial permeability / P. Mosely, C. Gapen, E. Wallen // Amer. J. Physiol. - 1994. – V. 267, N 2. - P. 425-434.
Myerson R.J. Simultaneous superficial hyperthervia and external radiotherapy: report of thermal dosimetry and tolerance to treatment / R.J. Myerson  // Int. J. Hyperthermia. – 1999. – V. 15, N. 4. – P. 251-266.
Murakami, M. The trigger loss of  granulations in mastocites by phospholipase A2 / M.Murakami, N. Hara, I. Kudo, K. Inoue // J. Immunol. - 1993. -  Vol. 151, N. 10. - P. 5675-5684.
Nabil Z.I. Mechanism of action of honey bee venom on different types of muscles / Z.I. Nabil, A.A. Hussein, S.M. Zalat   // Hum. Exp. Toxicol. – 1998. - Vol. 17, N 3. – P. 185-190. 
Najjam S. Characterization of human recombinant interleukin 2 binding to heparin and heparan sulfate using an ELISA approach / S. Najjam, R.V. Gibbs, M. Y.Gordon, C.C. Rider // Cytokine. – 1997. - Vol. 9, N 12. – P. 1013-1022.
Nautiyal K.M. Brain mast cells link the immune system to anxiety-like behavior. / K.M. Nautiyal, A.C. Ribeiro, D.W. Pfaa, R. Silver // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. – 2008. – V.105, N.46. - 18053–18057.
Nestby P. Ethanol, like psychostimulants and morphine, causes longlasting hyperreactivity of dofamine and acetylcholine neurons of rat nucleus accumbens: possible role in begavioural sensitization / P. Nestby, L.J. Vanderschuren, T.J. De Vries et al. // Psychopharmacology. - 1997. - V. 133, N.1 - P. 69-76.
Nihei Y. Detection of surface immunoreactions on individual cells by electrophoretic mobility measurement in a micro-channel / Y. Nihei, H. Asai, T. Ukai et al.  // Sensors and actuators B. - 2008. - № 131. - P. 285-289.
Nikai T. Beta-fibrinogenase from the venom of Agkistrodon p. piscivorus / T. Nikai   //Comp. Biochem. Physiol. – 1988. - V. 89, N. 3. - P. 509-515.
Nunez C.E. Identification of the myotoxic site of the Lys-49 phospholipase A2 from Agkistrodon piscivorus piscivorus snake venom / C.E. Nunez, Y. Angulo, B. Lomonte //Toxicon. – 2001. - V. 39, N. 10. - P. 1587-1594.
Odom T. The time course in the development of  hypocalcemia and plasma lactate accumulation in mature and immature hyperthermic domerstic fowl (Gallus domesticus) / T. Odom, Y. Ono  // Comp. Biochem. and Phisiol. - 1991. – V. 98, N. 2. - P. 207-210.
Ohara H. Reduction of drug ketones by dihydrodiol dehydrogenases, carbonyl reductase and aldehyde reductase of human liver / H. Ohara, Y. Miyabe, Y. Deyashiki et al. // Biochem. Pharmacol. - 1995. - V. 50, № 2. - P. 221–227.
Okamoto T. Melittin cardiotoxicity in cultured mouse cardiac myocytes and its correlation with calcium overload / T. Okamoto, H. Isoda, N. Kubota et al.  // Toxicol. Appl. Pharmacol. – 1995. – V. 133, N. 1. – P. 150-163.
Olds M.E. Effects of chlorpromazine, chlordiazepoxide and pentobarbital on neuronalexcitability in the medial forebrain bundie during self-stimulation behavior / M.E. Olds, M. Ito  // Neuropharmacology. - 1973. - V. 12. – P. 1117-1119. 
Olschewski A. Differential block of fast and slow inactivating tetrodotoxin-sensitive sodium channels by droperidol in spinal dorsal horn neurons / A. Olschewski, M.E. Brau, G. Hempelmann //Anesthesiology. – 2000. – Vol. 92, N. 6. – P. 1667-1676.
       O'Reilly J.P. Chronic hypoxia in vivo renders neocortical neurons more vulnerable to subsequent acute hypoxic stress / J.P. O'Reilly, G.G. Haddad // Brain Res. - 1996. - Vol. 711. - P. 203-210.
Ornstein DL Activity of heparins in experimental models of malignancy: Possible explanations for anticancer effects in humans / D.L. Ornstein, L.R. Zacharski // Clin Hemorheol Microcirc. - 2002. – V. 26. – P. 33–40.
Opie, L.H. Postischemic stunning:  the two-phase model for the role of  calcium as pathogen / L.H.Opie, E.P.du Toit //J. Cardiovasc. Pharmacol. - 1992. – V.20, - P. 51-54.
  Ovadi J. Metabolic consequences of enzyme interactions / J. Ovadi, P.A. Srere // Cell Biochem. Funct. - 1996. - V. 14, № 4. - P. 249-258.
Ownby C.L. Presense of heat-stable hemorrhagic toxins in snake venoms / C.L. Ownby, T.R. Colberg, Q. Li  //Toxicon. – 1994. - V. 32, N 8. - P. 945-954.
Quinlan J.J. Anesthesia sensivity in mice that lack the beta-3 subunit of the gamma-aminobytiric acid type A receptor / J.J. Quinlan, G.E. Homanics, L.L. Firestone // Anesthesiology - 1998. - V. 88, № 3. - P. 775-780.
Paille F. Physiopatology of acute alcoholic intoxication and alcoholic withdrawal / F. Paille, C. Gillet, P. Pirollen  // Rev. Prat. - 1993. - V. 43, N. 16. - P. 2035-2041.
       Park JL Reviparin-sodium prevents complement-mediated myocardial injury in the isolated rabbit heart. /J.I. Park, E.J. Tanhehco, R.S. Kilgore //  J. Cardiovasc. Pharmacol. -1997. – N.5. – P. 658-666.
Patel H. V. Heparin and heparan sulfate bind to snake cardiotoxin. Sulfated oligosaccharides as a potential target for cardiotoxin action / H. V.Patel, A. A.Vyas, K. A. Vyas  //J. Biol. Chem. – 1997. – Vol. 272, N. 3. – P.1484-1492.
Paulis de A. Human sinovial mfst cells / de A. Paulis, I. Marino, A. Ciccarelli, G. Crescenzo // Arthritis–Rheum. – 1996. – N. 7. – P. 15-26. 
Paventi G. L-lactate metabolism in potato tuber mitochondria / G. Paventi, R. Pizzuto, G. Chieppa, S. Passarella // FEBS J. - 2007. - V. 274, № 6. - P. 1459-1469.
Pencheva N. Activity profiles of dalargin and its analogues in mu-, delta and kappa- opioid receptor selective bioassays / N. Pencheva, J. Pospisek, L. Hauzerova  // Br J. Pharmacol. - 1999. - Vol. 128, N 3. – P. 569-567.
Peetermans W. Heat-proteins in medicine / W. Peetermans // Acta clin. belg. - 1995. – V. 50, N.3. - P. 131-136.
Pierce G. N. The role of sodium-proton exchange in ischemic/reperfusion injury in the heart. Na+-H+  exchange and ischemic heart disease / G. N.Pierce, H.Meng //Amer. J. Cardiovasc. Pathol. - 1992. - № 4. - P. 91-102.
Portner H.O. Climate change and temperature-dependent biogeography: oxygen limitation of thermal tolerance in animals / H.O.Portner //Naturwissenschaften. – 2001. – V. 88, N 4. – P. 137-146.
Portner H.O. Climate change and the physiological basis of temperature dependent biogeography: systemic to molecular hierarchy of thermal tolerance in animals / H.O. Portner  //Covp. Biochem. Physyol. and Mol. Integr. Physiol. – 2002. – V. 132, N 4. – P. 739-761.
Prachayasittikul V. NAD(H) recycling activity of an engineered bifunctional enzyme galactose dehydrogenase/lactate dehydrogenase / V. Prachayasittikul, S. Ljung, C. Isarankura-Na-Ayudhya, L. Blow // Int. J. Biol. Sci. - 2006. - V. 2, № 1. - Р. 10-16.
Prakesh S. A. Randomized, Controlled Trial of Heparin Versus Placebo Infusion to Prolong the Usability of Peripherally Placed Percutaneous Central Venous Catheters (PCVCs) in Neonates: The HIP (Heparin Infusion for PCVC) Study / S. Prakesh, A. Shah // Pediatrics – 2007. - V. 119. P. - 284-291.
Ribeiro S.P. Sodium arsenite inducts heat shock protein-72 kilodalton expression in the lungs and protects rats against sepsis / S.P. Ribeiro // Crit. Care. Med. – 1994. – V. 22. – P. 922-929. 
Rosenberg R.D. Heparan Sulfate Proteoglycans of the Cardiovascular System / R.D. Rosenberg,  N.W. Shworak, J. Liu // J. Clin. Invest. - 1997 – V. 99, № 9. -  Р. 2062-2070.
Rusnati M. Distinct role of 2-O-, N-, and 6-O-sulfate groups of heparin in the formation of the ternary complex with basic fibroblast growth factor and soluble FGF receptor-1 / M. Rusnati, D. Coltrini, P. Caccia // Biochem. Biophys. Res. Commun. - 1994. - Vol. 203, N. 1. - P. 450-458.
Santos E.A. Mast cells are present in epithelial layers of different tissues of the mollusc Anomalocardia brasiliana. In situ characterization of heparin and a correlation of heparin and histamine concentration / E.A. Santos, L.R. Rocha, N.M. Pereira et al. // Histochem. J. – 2002. – V.4, N.11–12. - P. 53–558.
Sanz M.C. Kinetic behavior of soluble and mitochondrial bound lactate dehydrogenase / M.C. Sanz, M.L. Sagrista, С. Lluis // Ital. J. Biochem. - 1990. - V. 39, № 1. - P. - 21-29.
   Sayd T. Spatial distribution of myosin heavy chain isoforms and lactate dehydrogenase M4 in the limb musculature of two crossbred lambs / Т. Sayd, Т. Mera, V. Martin // Comp. Biochem. Physiol B. Biochem. Mol. Biol. - 1998. - V. 120, № 1. - P. 153-163.
   Schindler J.F. Inhibition of human alcohol dehydrogenase by formamides / J.F. Schindler, K.B. Berst, B.V. Plapp // J.Med. Chem. - 1998. - V. 41, № 10. - P. 1696-1701.
 Schröder U. Nanoparticles, a drug carries system to pass, the blood-brain, permit central analgesic effects of i.v. dalargin injection / U.Schröder, B.A.  Sabel // Brain Res. - 1996. - Vol. 710, №2. - P. 121-124.
Schumacher B. The stimulation of neo-angiogenesis in the ischemic heart by the human growth factor FGF / B.Schumacher, B. U.von Specht, J. Haberstroh, P.Pecher // J. Cardiovasc. Surg. (Torino). – 1998. – Vol. 39, N. 4. – P. 445-453.
Seitz H.K. Alcohol metabolism and cancer risk / Н.К. Seitz, Р. Becker. // Alcohol Res. Health. - 2007. - V. 30, № 1. - Р. 38-41.
Sharma H.S. Hyperthermia induced pathophysiology of central nervous system / H.S. Sharma, P.J. Hoopes  // Int. J. Hyperthermia. – 2003. – V. 19. – P. 325-354.
Shaya D. Crystal structure of heparinase II from Pedobacter heparinus and its complex with a disaccharide product / D. Shaya, A. Tocilj // J. Biol. Chem. - 2006. - V. 281, № 22. - Р. 15525-15535.
Shmelev V.K. A study of supramolecular organization of glycogenolytic enzymes in vertebrate muscle tissne / V.K. Shmelev, T.P. Serebrenikova // Biochem. Mol. Biol. Int. - 1997. - V. 43, № 4. - P. 867-872.
   Skursky L. A new potent inhibitor of horse liver alcohol dehydrogenase: p - methylbenzyl hydroperoxide / L. Skursky, К.А. Nawaz, N.M. Saleem // Biochem. Int. - 1992. - V. 26, № 5. - P. 899-904.
Sleeman, J. P. Variant exons v6 and v7 together expand the repertoire of glycosaminoglycans bound by CD44 / J. P. Sleeman, K.Kondo, J.Moll // J. Biol. Chem. – 1997. – Vol. 272, N. 50. – P. 31837-31844.
Siigur J. Biochemical characterization of lebetase, a direct-acting fibrinolytic enzyme from Vipera lebetina snake venom / J. Siigur, M. Samel, K. Tonismagi  // Thromb. Res. – 1998. - N. 90. – P. 39-49.
Smith A. p110β and p110δ phosphatidylinositol 3-kinases up-regulate FcεRI-activated Ca2+ influx by enhancing inositol 1,4,5,-trisphosphate production / A. Smith, Z. Surviladze, E. Gaudet // J. Biol. Chem. -  2001 - Vol. 276. № 20. - P. 17213-17220.
Sobel M. Characterization of platelet binding of heparins and other glycosaminoglycans / M. Sobel, B. Adelman // Thromb. Res. - 1988. - N 6. - P. 815-826.
Socci R. Positive inotropic effect of thyrotropin-releasing hormone on isolated rat hearts / R. Socci, R.C. Kolbeck, L.G. Meszaros //Gen. Physiol. Biophys. – 1996. – Vol. 15, № 4. – 309-316.
Soteriou A. Distinct immunoreactivities suggest the existence of potential tissue variants in rat lipoprotein lipase / A. Soteriou, A. Cryer //Biochem. J. – 1994. – Vol. 299. – P. 417-423. 
Sperr W.R. The human cardiac mast cell: localization, isolation, phenotype, and functional characterization / W.R. Sperr, H.C. Bankl, G. Mundigler et al. // Blood  - 1994. – V.84, №11 – P. 3876-3884.
Stapulionis R. Efficient mammalian protein synthesis requires an intact F - actin system / R. Stapulionis // J. Biol. Chem. – 1997 - V. 272, № 40. - P. 24980-24986.
Stoltz J.F. Red blood cell aggregation: measurements and clinical application / J.F. Stoltz, M. Donner // Jurk. j of med. sciences. – 1991. - V.15, №1. - P.26-32. 
Subbalakshmi C. Biological activities of C-terminal 15-residue synthetic fragment of melittin: design of an analjg with improved antidacterial activity / C. Subbalakshmi, R. Nagaraj, N. Sitaram // FEBS Lett. – 1999. – V.448, № 1. – P. 62-66.
   Szalai G. Tissue expression pattern of class II and class V genes found in the ADH complex on mouse chromosome 3 / G. Szalai, М. Veres  G Duester // Biochem Genet. - 2008. - V. 46, № 11-12. - P. 685-695.
Theroux P. Aspirin versus heparin to prevent myocardial infarction during the acute phase of unstable angina / P. Theroux, D. Waters, S. Qiu et al. // Circulation -1993. - V.88 – P. 2045-2048.
Takakuwa T. Regulation of cell membrane protein interaction: implication for red cell function / T. Takakuwa // Curr. Opion in Hematology. - 2001. - V.8 - P.80-84.
Tarnawski A. Heparyna-sibstancja o duzym biologicznym znaczeniu / A. Tarnawski, A. Wajdavicz // Posthig. Med. Dosv. - 1970. - Vol. 24, № 1. - P. 125-131.
Terlecki G. Ultracentrifugation studies of the location of the site involved in the interaction of pig heart lactate dehydrogenase with acidic phospholipids at low pH. A comparison with the muscle form of the enzyme / G. Terlecki, E. Czapiska, K. Hotowy // Cell Mol Biol Lett. - 2007. - № 3. - Р. 127-131.
Tytell M. Induction of heat-shock (stress) protein 70 and its mRNA in the normal and light-damaged rad retina atter Whole body hyperthermia / M. Tytell, M. Barbe, I. Brown // J. Neurosei Res. - 1994. -  V. 38, N 1. - P. 19-31.
Troy N.Y. Blood-Compatible Nanoscale Materials Possible Using Heparin / N.Y. Troy  // Immediate Release, - 2006. – № 4. – P. 165-168.
Trummal K.  MALDI-TOF mass spectrometry analysis of substrate specificity of lebetase, direct-acting fibrinolytic metalloproteinase  from Vipera lebetina snake venom / K. Trummal // Biochim. Biophys. Acta. – 2000. - V. 1476, № 2. - P. 331-336.
Tsao L.I. IP3 receptor antagonist heparin uncompetitively inhibits [3H](+)-SKF-10047 binding to sigma receptors / L.I. Tsao, T.P. Su  //Eur. J. Pharmacol. - 1996. - Vol. 311. № 1 - P. 28-36.
Tu Anthony T. Neurotoxins from snake venom / T. Tu Anthony  // Chimia. – 1998. – V. 52, № 1. - P. 56-62.
Turpie AG. Fondaparinux vs enoxaparin for the prevention of venous thromboembolism in major orthopedic surgery: a meta-analysis of 4 randomized double-blind studies / A.G. Turpie, K.A. Bauer, B.I. Eriksson BI  et al. // Arch Intern Med. – 2002. – V.162. – P.1833–1840.
Vendemiale G. Ethanol-induced changes of intracellular thiol compartmentatoin and protein redox status in the rat liver: effect of tauroursodeoxycholate / G. Vendemiale, I. Grattagliano,  E.Altomare // J. Hepatol. - 1998. - V. 28, № 1. - P. 46-53.
Vyas A.A. Analysis of binding of cobra cardiotoxins to heparin reveals a new beta-sheet heparin-binding structural motif / A.A.Vyas, J.J. Pan, H.V. Patel // J. Biol. Chem. -  1997. – Vol.272, № 15. – P. 9661-9670.
Vyas K.A. Glycosaminoglycans bind to homologous cardiotoxins with different specificity / K.A.Vyas, H.V.Patel, A.A.Vyas, W. Wu //Biochemistry. – 1998.  – Vol. 37, № 13. – P. 4527-4534. 
Vicant E. L, Agregation erythrocytaire / E.L. Vicant // STV: Sang. thrombose. vaissaux. - 1994. - №6. - P.181-189.
Villar J. Induction of the heat shock response reduces mortality rate and organ damage in a sepsis-induced acute lung injury model / J.Villar // Crit. Care. Med. – 1995. – V. 23, № 5. – P. 981-987.
Vives R.R. Sequence analysis of heparan sulphate and heparin oligosaccharides / R.R. Vives, D.A. Pye, M. Salmivirta et al. // Biochem. J. - 1999. - V.339, №3. - Р. 767-773.
Wachtel E. The effect of ethanol on the structure of phosphatidylserine bilayers / E. Wachtel, N. Borochov, D. Bach, I.R. Miller // Chem. Phys. Lipids. - 1998. - V. 92, № 2. - P. 127-137.
Wang J.P. Comparison of the enzymatic and edema-producing activities of two venom phospholipase A2 enzymes / J.P.Wang, C.M.Teng  // Eur. J. Pharmacol. – 1990. – Vol. 190, № 3. – P. 347-354. 
Wang W. Cobra (Naja naja atra) membrane toxin isoforms: structure and functions / W. Wang, Q. Lu, Y. Zhang  // J. Toxicol. Toxin Rev. – 1998. – V. 17, N. 4. - P. 525-532.
Weisz P.B. A basic compositional requirement of agents having heparin-like cell-modulating activities / P.B. Weisz, M.M. Joullie, C.M. Hunter // Biochem. Pharmacol. – 1997. – Vol. 54,  №1. – P. 149-157.
Weiler, J. M. Heparin and modified heparin inhibit complement activation in vivo / J. M. Weiler, R.E. Edens, R.J. Linhardt, D.P. Kapelanski //J. Immunol. – 1992. – Vol. 148, № 10. – P. 3210-3215.
Winicov I. Receptor density determines secretory response patterns mediate by inositol lipid-derived second messengers. Comparison of thyrotropin-releasing hormone and carbamylcholine actions in thyroid-stimulating hormone-secreting mouse pituitary tumor cells / I. Winicov, M.Gershengorn //J. Biol. Chem. – 1989. – Vl. 264, № 16. – P. 9438-9443.
Wyon N. Vecuronium-induced of phrenic nerve activity during hypoxia in the rabbit / N. Wyon //Anesth. Analg. - 1996. - Vol. 82. - № 6. - P. 1252-1256.
Xu K.Y. Ultrastructural localization of glycolytic enzymes on sarcoplasmic reticulum vesicle / K.Y. Xu // J. Histochem. Cytochem. - 1998. - V. 46, № 4. - P. 419-427.
Yayon A. Cell surface, heparin-like molecules are required for binding of basic fibroblast growth factor to its high affinity receptor / A.Yayon, M.Klagsbrun, J. D.Esko, P.Leder, D. M.Ornitz // Cell. - 1991. - Vol. 64, № 4. - P. 841-848.
Yamakura T. Sensitivity of the N-methyl-D-aspartate receptor channel to butyrophenones is dependent on the epsilon 2 subunit / T. Yamakura, Sakimura K., Mashina M. // Neuropharmacology. - 1998. - Vol. 37, № 6. - P. 738-745.
Yamazaki H. Roles of human cytochrome P450 enzymes involved in drug metabolism and toxicological studies / H. Yamazaki // Yakugaku Zasshi. - 2000. - V. 120, № 12. - P. 1347–1357.
Yang S. The effect of hyperthermic  treatment on electroencephalografic recovery after interrup tion in rats / S. Yang // Exp. Brain. res. - 1994. – V. 99, № 3. - P. 431-434.
Yang Y.L. Heat shock protein expression protecs against cerebral ischemia and monoamine overload in rat heatstroke / Y.L. Yang, M.T. Lin // J.Physiol. -1999. – V. 276. - P. 1961-1967.
Yoon S.H. Delta-opioid-induced liberation of Gbettagamma mobilizes Ca2+ stores in NG108-15 cells / S.H. Yoon, T.M. Lo, H.Y. Loh   // Mol. Pharmacol. - 1999. - Vol. 56, № 5. - P. 902-908.
   Yoshimoto M. Liposomal encapsulation of yeast alcohol dehydrogenase with cofactor for stabilization of the enzyme structure and activity / М. Yoshimoto, М. Sato, N.Yoshimoto, К. Nakao // Biotechnol Prog. - 2008. - V.24, № 3. - Р. 576-582.
Young J.B. Reduction of ischemic events with angiotensin-converting enzyme inhibitors / J.B. Young // Cardiovasc. Drugs. Ther. - 1995. - Vol. 9, №1. - P. 89-102.
Yu P. Cholecystokinin-coupled intracellular signaling in human gallbladder muscle / P. Yu, G. De Petris, P. Biancani // Gastroenterology. – 1994. - Vol.106, № 3. – P. 763-770. 
Yu P. Signal transduction pathways mediating CCK-induced gallbladder muscle contraction / P. Yu, Q. Chen, Z. Xiao // Am. J. Physiol. – 1998. – V. 275 – P. 203-211.
Yun J.K. Cellular adaptive responses to low oxygen tension: apoptosis and resistance / J.K. Yun, T.S. McCormick, R. Judware, E.G. Lapetina // Neurochem. Res. - 1997. - Vol. 22, № 4. - P. 517-521.
     Zakhari S. Overview: how is alcohol metabolized by the body / S. Zakhari  // Alcohol Res. Health. - 2006. - V. 29, № 4. Р. - 245-254.
Zheng D. Cardiovascular mechanisms of thyrotropin-releasing hormone against experimental hemorragic shock / D. Zheng, H.S. Chen, D.Y. Hu // Circ. Shock. – 1992. - Vol. 36,  № 3. – P. 169-173.
Zhuang G.S. Microchip-based capillary electrophoresis for determination of lactate dehydrogenase isoenzymes / G.S. Zhuang, J. Liu, C.P. Jia // J. Sep. Sci. - 2007. - V. 30, № 9. - Р. 1350-1356.
Zhu C.B. Binding sites of mu receptor increased when acupucture analgesia was enhanced by droperidol: an autoradiographic study / C.B. Zhu, X.Y. Li, Y.H. Zhu, S.F. Xu // Zhongguo Yao Li Xue Bao. – 1995. - Vol. 16, № 4. – P. 311-314.
Zhu C.B. Preproopiomelanocortn and preprodynorphin mRNA expressions in rat brain after electroacupucture + droperidol / C.B. Zhu,  X.Y. Li, Y.H. Zhu, S.F. Xu // Zhongguo Yao Li Xue Bao. – 1997. - Vol. 18, № 1. – P. 53-58.
Zlokovic B.V. Permebility of the blood-cerebrospinal fluid and blood-brein barries to thyrotropin-releasing hormone / B.V. Zlokovic, M.B. Segal, D.J. Begley  // Brain Res. - 1985. - Vol. 358. - P. 191-199.
Zucker M.B. Heparin and platelet function / M.B. Zucker //Fed. Proc. – 1977. - V.36, №1. - P.47-49.
Zupko I. Alfa-adrenergic blockade:a possible mechanism of tocolytic action of certain benzodiazepines in a postpartum rat model in vivo / I. Zupko,  K. Janossy, K. Maul //Life Sci. - 2003. - V. 72, № 10 - P. 1093-1102.




                                                                      




































Список
принятых сокращений
ААЦ – аденилатциклаза
АВР - артерио-венозная разница по кислороду
АД – артериальное давление	
АДГ - алкогольдегидрогеназа
АДГ – антидиуретический гормон
АДГ -  комплекс адреналин-гепарин
АлДГ – альдегиддегидрогеназа
АДФ – аденозиндифосфат
εАКК – эпсилон-аминокапроновая кислота
АКТГ – адренокортикотропный гормон  
АЛТ - аланинаминотрансфераза
АМФ – аденозинмонофосфат    
АОЗ – антиоксидантная защита
АСС – антисвёртывающая система
АСТ - аспартатаминотрансфераза
АТ – антитромбин
АТШ – антитромбин Ш
АТ – ангиотензин
АТФ –  аденозинтрифосфорная кислота
АХ – ацетилхолин
АЦ – аденилатциклаза
АЧТВ - активированное частичное тромбопластиновое время 
АЯ – аркуатное ядро
 БАВ – биологически активные вещества
БД - бенздиазепинами
БДГ – быстрые движения глазных яблок
БДГ-сон – быстрый или парадоксальный сон, при котором отмечается БДГ
БР – безусловная реакция
БС – безусловный стимул
БТШ - белки теплового шока
ВИП - вазоактивный интестинальный пептид
ВМС – высокомолекулярные соединения
ВМЯ – вентромедиальное ядро
ВНД – высшая нервная деятельность
ВНС – вегетативная нервная система
ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения
ВП – возбуждающий потенциал
ВП – вазопрессин
ВПС – вторая противосвёртывающая система
ВПСП – возбуждающий постсинаптический потенциал
ВСР – вариабельность сердечного ритма
ВТ – вазотоцин
ВШСГ – верхний шейный симпатический ганглий
ГАГ - глюкозаминогликаны
ГАМК – гамма-аминомасляная кислота
ГА-ГАМК – гамма-ацетилен-ГАМК (ингибитор ГАМК-Т) 
ГАМК-Т – ГАМК-трансаминаза (фермент деградации ГАМК)
ГГНК – гапиталамо-гипофизарный нейросекреторный комплекс
ГГНС – гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковая система
ГДК - глутаматдекарбоксилаза
ГИУК – гидроксииндолуксусная кислота
ГОМК – гамма-оксимасляная кислота
ГСПГ - гепарансульфатсодержащие протеогликаны
ГЭБ – гемато-энцефалический барьер
ДА – дофамин
ДАГ – диацилглицерол
ДАД – диастолическое артериальное давление
ДАТ – деменция альцгеймеровского типа
ДВС-синдром - диссеминированное внутрисосудистое свёртывание крови 
ДМПП - диметилфенилпиперазин
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
ДОФА – диоксифенилаланин
ЖЕЛ – жизненная емкость лёгких
ЖКТ – желудочно-кишечный тракт
ЗДГ – задняя доля гипофиза
ЗНГ – задний нейрогипофиз
ИБС – ишемическая болезнь сердца
ИВЛ – искусственная вентиляция лёгких
И3Ф - инозитол1,4,5-трифосфат 
ИК – искусственное кровообращение
ИРИ – иммунореактивный инсулин
ИФГ – инозитолфосфогликан
ИЭТ – изолектрическая точка
КА – катехоламины
кД – килодальтон
КДД - конечное диастолическое давление
КзП II - кальмодулин-зависимая протеинкиназа II
КИГ – кардиоинтервалография
КНС – каудальная нейросекреторная система 
КОМТ – катехоламин-О-трансфераза
КПЛ – крестообразный приподнятый лабиринт
КРГ – кортиколиберин
КС – корсакковский синдром
КТ-сканирование – копьютерная томография
ЛГ – лютеинизирующий гормон
ЛГ-РГ – люлиберин
ЛДГ – лактатдегидрогеназа
ЛПЛ - липопротеид липаза 
ЛП РОЛ – латентный период реакции облизывания лап
ЛП РОХ – латентный период реакции отведения хвоста
МА – моноамины
МА-НСК – моноаминергические нейросекреторные клетки
МАО – моноаминоксидаза
МАП – мембраноактивные полипептиды
МДА – малоновый диальдегид
МГФГ - 3-метокси-4-гидрокси-фенилгликоль
МИФ – меланотропинингибирующий фактор
МКГ – меланинконцентрирующий гормон
МОК – минутный объём крови
МОЛВ - минутный объем легочной вентиляции (л/мин)
МОС – минутный объем сердца
мРНК – матричная РНК
МСГ – меланоцитстимулирующий гормон
МТ – масса тела
МТ – мезотоцин
МЭОС – микросомальная этанол-окисляющая система
НА – норадреналин
НАД – никотинамидадениндинуклеотид
НАДГ – комплекс норадреналин-гепарин 
НАДФ - никотинамидадениндинуклеотидфосфат 
НГ - нейрогормоны
НГ – нефракционированный гепарин
НДПА – Н-дипропилацетат ( конкурент. ингибитор ГАМК-трансаминазы) 
НЖК – ненасыщенные жирные кислоты
НМГ – низкомолекулярный гепарин
НМП - низкомолекулярный протамин
НМП – нервно-мышечная передача
НП – нонапептиды
НСК – нейросекреторные клетки
НП-НСК – нонапептидергические нейросекреторные клетки
НТ – серотонин
НФА – неферментативная фибринолитическая активность
ОГБГ - острая гипобарическая гипоксия 
ОПА - общая протеолитическая активность
ОР – опиатные рецепторы
ОСА – общий адаптационный синдром
ОТ – окситоцин
ПВЯ – паравентрикулярное ядро
ПГ – комплекс плазмин-гепарин 
ПГГ – комплекс плазминоген-гепарин 
ПД – пульсовое давление
ПД – продинорфин
ПДГ – передняя доля гипофиза
ПДС - пептид дельта-сна
ПКП – потенциал концевой пластинки 
ПКП – перикапиллярное пространство 
ПНГ – передний нейрогипофиз
ПОЛ – перекисное окисление липидов
ПОМК – проопиомеланокортин
ПОЯ – постоптическое ядро
ППС – первая пртивосвёртывающая система
ПрДГ промежуточная доля гипофиза
ПТП - посттетаническая потенциация
ПЦ – пинеалоциты
ПЭ-А - проэнкефалин А 
ПЭТ – позитронная эмиссионная томография
ПЯ – преоптическое ядро
РНК – рибонуклеиновая кислота
РП – регуляторные пептиды
РФ – ретикулярная формация
РЭГ – реоэнцефалография
РЭС – ретикулоэндотелиальная система
САД – систолическое артериальное давление
СВ – срединное возвышение
СГ – стандартный гепарин
СДГ - сукцинатдегидрогеназа
СКО – субкомиссуральный орган
СМЖ – спинномозговая жидкость
СНФА - суммарная неферментативная фибринолитическая активность 
СО – симпатический отдел
СОКП – сосудистый орган концевой пластинки
СОЭ – скорость оседания эритроцитов
СОЯ – супраоптическое ядро
СрАД – среднее артериальное давление 
СРГ – соматолиберин
ССВО – синдром системного воспалительного ответа
ССС – сердечно-сосудистая система
СТ – серотонин
СТГ – соматотропный гормон
СФА – суммарная фибринолитическая активность
СФО – субфорникальный орган
СХЯ – супрахиазменное ядро
ТГ – комплекс тромбин-гепарин 
ТГВ – тромбоз глубоких вен
ТГР – тетраполярная грудная реография
ТГС – тромбогеморрагический синдром
ТИГХ – тетраизогидрохолин
ТирГ -  комплекс тироксин-гепарин
ТПСП – тормозной постсинаптический потенциал
ТРГ - тиролиберин 
ТТГ – тиреотропный гормон
ТТХ - тетродотоксин
ТЭ – тромбоэмболия
ТЭА - тетраэтиламмоний
ТЭГ – тромбоэластограмма
ТЭЛА – тромбоэмболия лёгочной артерии
УОК – ударный объём крови
УР – условный рефлекс
УС – условный стимул
ФАС - фактор активации свёртывания крови  
ФАСС - феномен адаптационной стабилизации структур 
ФБС – фаза быстрого сна
ФГ - комплекс фибриноген-гепарин 
ФДП – фиксированный двигательный паттерн)
ФМДК - ферментоы метаболизма и детоксикации ксенобиотиков 
ФМС – фаза медленного сна
ФНО - фактор некроза опухолей 
ФР –фактор роста
ФСГ – фолликулстимулирующий гормон
ФСК - фактор стволовых клеток
ХЦК-8 - холецистокинина-8 
цАМФ – циклический аденозинмонофосфат
цГМФ – циклический гуанозинмонофосфат
ЦГ – центральная гемодинамика
ЦНС – центральная нервная система
ЦСВ – центральное серое вещество среднего мозга
ЦСОВ - центральное серое околоводопроводное вещество
ЧДД – частота дыхательных движений
ЧСС – частота сердечных сокращений
ЭДТА - этилендиаминтетраацетат 
ЭИТ – изоэлектрическая точка
ЭКГ - электрокардиограмма
ЭКР – электрокожное раздражение
ЭМГ - электромиограмма
ЭОГ – электроокулограмма
ЭОС – эндогенная опиоидная система
ЭП – эпифиз (пинеальная, шишковидная железа)
ЭПР – эндоплазматический ретикулум
ЭФП – электрофоретическая подвижность
ЭФПЭ – электрофоретическая подвижность эритроцитов
ЭЭГ - электроэнцефалограмма	
ЯМР-сканирование – ядерно-магнитная резонансная томография 
AVP – вазопрессин
ССК – холецистокинин
DBI - пептид-ингибитор связывания диазепама 
EDRF - Endothelium Dependent Relaxing Factor 
FMd – правое фронтально-мастоидальное отведение
FMs – левое фронтально-мастоидальное отведение
GPCR - G-protein coupled receptors
GSН - глутатион восстановленный
GSSG - глутатион окисленный 
Hn Y - нейропептид Y 
IP3 – инозитол трифосфат
IQ (intelligence quotient) – показатель умственного развития
ODN – октадеканейропептид
OMd – правое окципито-мастоидальное отведение
OMs – левое окципито-мастоидальное отведение 
NK – нейрокининовые рецепторы
NMDA - N-methil-D-aspartate 
РСТ - прокальцитонин
PHI – гистидин-изолейциновый пептид
Remot – безусловная реакция
Sd - драйв
SP – вещество Р
TNF - фактор некроза опухолей 
VIP – вазоактивный интестинальный пептид
5-ГИУК- 5-гидроксииндолуксусная кислота
5-ГТ- 5-гидрокситриптамин
5-НТ – серотонин
5,6-ОНТА – 5,6-диокситриптамин













Кодовые обозначения аминокислот
	
	
	Сокращение

	№
п/п
	Аминокислоты
	русское
	английское
	Однобуквенный код

	1.
	Аланин
	Ала
	Ala
	A

	2.
	Аргинин
	Арг
	Arg
	R

	3.
	Аспарагиновая кислота
	Асп
	Asp
	D

	4.
	Аспарагин
	Асн
	Asn
	N

	5.
	Валин
	Вал
	Val
	V

	6.
	Гистидин
	Гис
	His
	H

	7.
	Глицин
	Гли
	Gly
	G

	8.
	Глутамин
	Глн
	Gln
	Q

	9.
	Глутаминовая кислота
	Глу
	Glu
	E

	10.
	Изолейцин
	Изолейцин
	Ile
	I

	11.
	Лейцин
	Лей
	Leu
	L

	12.
	Лизин
	Лиз
	Lys
	K

	13.
	Метионин
	Мет
	Met
	M

	14.
	Пироглутаминовая кислота
	пироГлу
	Glp
	pE

	15.
	Пролин
	Про
	Pro
	P

	16.
	Серин
	Сер
	Ser
	S

	17.
	Тирозин
	Тир
	Tyr
	Y

	18.
	Треонин
	Тре
	Thr
	T

	19.
	Триптофан
	Трп
	Trp
	W

	20.
	Фенилаланин
	Фен
	Phe
	F

	21.
	Цистеин
	Цис
	Cys
	C
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Рис. 2. Торможение гепарином токсического действия диэтилового эфира.
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