
можный суммарный вклад гликопротеиновых гор­
монов в определяемый уровень свободной АС в сы­
воротке крови 7 женщин с нефункционирующими 
опухолями гипофиза был крайне незначителен.

Таким образом, можно заключить, что наличие у 
этих больных в сыворотке крови иммунореактивной 
АС является истинным и не зависит от секреции 
гипофизом гликопротеиновых гормонов.

Выводы
1. Сконструирована радиоиммунологическая тест- 

система для количественного определения свобод­
ной АС гликопротеиновых гормонов в сыворотке 
крови человека с чувствительностью 0,15 нг/мл.

2. С помощью разработанной тест-системы уста­
новлено отсутствие прямой корреляции между уров­
нем свободной АС и содержанием гликопротеино­
вых гормонов в сыворотке крови у обследованных 
женщин с различным эндокринным статусом, что 
свидетельствует, с одной стороны, о специфичнос­
ти тест-системы, а с другой — подтверждает воз­
можность независимой секреции гипофизом свобод­
ной АС в кровь.

3. Базальное содержание свободной АС в сыво­
ротке крови практически здоровых людей находит­
ся на низком уровне: у женщин в возрасте 17-30 
лет оно составляет в среднем 0,9 нг/мл.

4. Выявлено повышение уровня секреции свобод­
ной АС в крови у значительной части больных с 
нефункционирующими опухолями гипофиза, что 
указывает на диагностическое значение определе­
ния свободной АС в качестве маркера этих опухо­
лей.
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A.A.Bulatov, A.G.Kiselyova, T.V.Gorshkova, N.B.Akopova — IM­
MUNOANALYSIS OF FREE A-SUBUNITS OF GLYCOPROTEIN 
HORMONES IN HUMAN BLOOD SERUM AND ITS RELA­
TIONSHIPS WITH THE PITUITARY GLYCOPROTEIN HOR­
MONES

S u ni m a r y. A radioimmunoassay test system has been de­
signed for measurements of free a-subunit (AS) of glycoprotein hor­
mones in human blood serum with a sensitivity of 0.15 ng/ml. This 
test system revealed the absence of a direct correlation between the 
levels of free AS and levels of glycoprotein hormones in the blood 
sera of women with various endocrine profile, this being indicative of 
the specificity of this test system, on the one hand, and, on the oth­
er, confirmming the possibility of independent secretion by the pitu­
itary of free AS into the blood. Basal blood serum level of free AS in 
normal subjects is low: 0,9 ng/ml in women aged 17 to 30. The level 
of free AS secretion in the blood of many patients with nonfunc­
tioning tumors of the pituitary was found increased, this demonsrat- 
ing the diagnostic significance of measuring free AS as a marker of 
such tumors.
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Сульфаниламидные препараты, являясь сильны­
ми гипогликемическими веществами, широко ис­
пользуются в лечении диабета II типа. Подобно глю­
козе сульфаниламиды вызывают изменения элект­
рической активности в р-клетках островков подже­
лудочной железы, конвенгируя главным образом на 
уровне АТФ-зависимых К+-каналов, не исключает­
ся их действие и на различные другие типы Са2+- 
чувствительных каналов.

Вместе с тем в последнее время на мембране р- 
клеток обнаружены и идентифицированы высокос­
пецифические рецепторы для сульфаниламидных 
препаратов. Большие возможности сульфаниламид­
ных препаратов второй генерации связываются с их 
возможностью запускать выделение инсулина в на- 
номолярных концентрациях за счет высокой степе­
ни их сродства и прочного лигандно-рецепторного 
взаимодействия с рецепторными образованиями.

Имеющиеся в литературе данные по оценке свя­
зывающих способностей сульфаниламидных пре­

паратов с р-клетками весьма ограничены [2, 12]. В 
связи с этим нами была проведена работа по ана­
лизу рецепторного связывания глибенкламида, глик- 
лазида и глипизида с Р-клетками.

Материалы и методы

Работа проводилась на культивируемых р-клетках поджелу­
дочной железы. Выделение и культивирование р-клеток прово­
дилось ио методу 5.М1з1ег и соавт. |9). Островки р-клеток, по­
лученные после переваривания коллагеназой мелко изрезанной 
поджелудочной железы самцов крыс линии Спрей Даули, высе­
вались небольшими группами и подвергались инкубации с фер­
ментом Й1зра5е 18). Клетки, полученные таким путем, увеличи­
вали секреторную активность инсулина в 3 раза в среде, содер­
жащей 10 мМ глюкозы. В дальнейшем эти клетки размешались 
в чашки Петри и культивировались в среде, содержащей 10% 
инактивированной сыворотки телят, 0,5% пенициллина и 0,5% 
стрептомицина в смеси 5% СО2/95% воздуха, в течение 1—10 
дней при 37°С. Культивируемые клетки переносились механи­
ческим путем в среду, содержащую 140 мМ ^метилгликамид,
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Рис. I. Связывание 3Н-глибенкламида с микросомальной фрак­
цией 0-клеток в отсутствие (7) и в присутствии (2) 1 мкМ гли- 
бенкламида (А).
По оси ординат - концентрация связанного ’Н-глибенкламида (в фмолях на 1 мг 
белка); по оси абсцисс - концентрация свободного 3Н -глибенкламида (в нМ). Вверху 
график Схетчарда, подтверждающий связывание 3Н-глибенкламида. По оси ординат 
- отношение связанного 3Н-глибенкламида к свободному; по осн абсцисс - концент­
рация связанного 3Н-глибенкламида (в фмолях на 1 мг белка).

10 мМ К.С1 с добавлением буфера 20 мМ HEPES/NaOH при pH 
7,5 и 37°С. Суспензию диссоциированных клеток использовали 
для определения связывания в среде, содержащей 140 мМ N- 
метилгликамида, 1,8 мМ Са2\ 0,8 мМ MgCl,, 10 мМ КС1 в 20 
мМ HEPES/трис-буфера при pH 7,5 и 4°С.

Использовали меченный 3Н глибенкламид со специфической 
радиоактивностью 26,4 Ки/ммоль. Для определения связывания 
суспензию Р-клеток инкубировали при 4°С в растворе, содер­
жащем 3Н-глибенкламид. Инкубация длилась 60 мин, после чего 
раствор фильтровался через фильтр jF/B (Whatman) с помощью 
вакуумного насоса. Фильтр промывали 100 мМ трис-НС1-буфе- 
ром при pH 7,5 и -4°С. Неспецифическое связывание определя­
ли с помощью добавления 1 мкМ немеченого глибенкламида.

Микросомальная фракция была получена из инкубирован­
ных Р-клеток, промытых однократно на льду буфером, содер­
жащим 0,3 М сахарозы, 40 мМ HEPES/NaOH, которые затем 
были пятикратно гомогенизированы. Суспензию из этих клеток 
осаждали в течение 10 с и центрифугировали при 70 000g в те­
чение 25 мин. Готовая для работы микросомальная фракция по­
лучалась после осаждения буфером, содержащим 20 мМ HEPES/ 
NaoH при pH 7,5. Определение связывания глибенкламида с 
микросомальной фракцией было аналогично таковому с суспен­
зией Р-клеток. Связывание Н3-глибенкламида было пропорцио­
нально концентрации белка мембраны в пределах 0,2 и 1,2 мг/
мл.

Результаты и их обсуждение

Результаты наших исследований свидетельствуют 
о том, что сульфаниламидные рецепторы были био­
химически идентифицированы с помощью мечено­
го 3Н глибенкламида. Глибенкламид проявил себя 
как сильный лиганд для выявления сульфаниламид­

ных рецепторов на 0-клетках.
На рис. 1 и 2 представлены кривые, демонстри­

рующие связывание 3Н-глибенкламида с суспензией 
0-клеток, мембранами микросомальных фракций 0- 
клеток, а также блокаду этого связывания некото­
рыми гипогликемическими препаратами сульфани­
ламидного ряда. Обращают на себя внимание вы­
сокие показатели специфического связывания, тог­
да как неспецифическое связывание составляло всего 
лишь 8% (см. рис. 1). Скетчардовские кривые спе­
цифического связывания свидетельствуют о высо­
ком сродстве мест связывания с глибенкламидом 
(К,=0,3 нМ), с максимальной связывающей спо­
собностью (Втах), равной 150 фмоль на 1 мг белка 
при 4°С. Специфическое связывание 3Н-глибенкла- 
мида с микросомальной фракцией 0-клсток блоки­
ровалось высокими концентрациями немеченого 
глибенкламида, а также некоторыми другими суль­
фаниламидными препаратами. Наиболее активны­
ми из испытуемых нами гипогликемических пре­
паратов, не считая глибенкламида, были глипизид 
и гликлазид.

Аналогичная последовательность по эффективнос­
ти замещения 3Н-глибенкламида отмечена и в ис­
следованиях авторов [12], которые использовали дру­
гие методы оценки действия гипогликемических 
препаратов. Применение иных препаратов, облада­
ющих гипогликемическими свойствами, но не суль­
фаниламидного ряда, показало их неспособность 
влиять на связывание 3Н-глибенкламида с микро­
сомами 0-клеток. Это касается препарата под шиф­
ром НВ699, который является фрагментом глибен­
кламида. Полученные ранее [1, 2] данные по ана­
лизу действия сульфаниламидных препаратов на К+- 
АТФ-чувствительные каналы 0-клеток подтверждены 
в настоящей работе.

В работе на суспендированных клетках при ана­
лизе степени ингибиции 3Н-глибенкламида исполь­
зованными нами препаратами были получены ана­
логичные результаты. Эти вещества по степени ак­
тивности располагались следующим образом: гли­
бенкламид - глипизид — гликлазид.

Следует обратить также внимание на то, что свя­
зывание меченого глибенкламида интактными клет­
ками было обратимо и, что очень важно, рецеп­
торные места локализованы на стороне плазменной 
мембраны, число рецепторных мест составляло 
=5,120 на клетку.

Хорошая корреляция между данными по анализу 
рецепторных мест, измеряемых с помощью 3Н-гли- 
бенкламида, и данными литературы по оценке воз­
можности глибенкламида блокировать выход руби­
дия из 0-клетки, который отражает состояние К"- 
АТФ-чувствительных каналов, свидетельствует о том, 

10 8 б

Рис. 2. Ингибирование гипогликемическими препара­
тами связывания 3Н-глибснкламида с микросомальной 
фракцией 0-клеток («) и суспензией 0-клеток (6).

1 — глибенкламид, 2 — глипизид. 3 — гликлазид. По оси ординат - 
специфическое связывание ’Н-глибенкламида (в % от максимума); по 
оси абсцисс — log концентрации препаратов.
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что сульфаниламидные рецепторы тесно связаны с 
К+-АТФ-чувствительными каналами [10, 11]. Нель­
зя исключить возможность использования 3Н-гли- 
бенкламида при анализе молекулярных свойств К+- 
АТФ-чувствительных каналов не только на Р-клет­
ках поджелудочной железы, но и на сердечной и 
скелетных мышцах.

В настоящее время, когда молекулярные и кле­
точные механизмы выделения инсулина под влия­
нием сульфаниламидных препаратов в своей осно­
ве изучены, тем не менее дискутируется вопрос о 
том, что не являются ли сульфаниламидные рецеп­
торы на р-клетках К+-АТФ-чувствительными кана­
лами. Характер действия сульфаниламидных пре­
паратов, а также глюкозы и ее метаболитов на К+- 
АТФ-чувствительные каналы позволяет предполо­
жить ведущую роль ионных каналов в передаче 
сигналов, которые несут эти вещества. В р-клетках 
насчитывается несколько типов ионных каналов: 3 
вида калиевые, кальциевые и натриевые каналы, ко­
торые каждый по-своему вносят вклад в возбуди­
мость клетки. Использование техники пэтч-кламф 
[7] в изучении функционального состояния различ­
ных ионных каналов, а также анализ степени про­
хождения сигнала через них подтверждают идею о 
том, что большая часть секретогенов инсулина, глав­
ным образом глюкоза и аминокислоты, должна ме­
таболизироваться, чтобы вызвать выделение инсу­
лина. Например, калиевые каналы закрываются под 
влиянием секретогенов инсулина, таких как глюко­
за, манноза, глицеральдегид и лейцин [13, 14]. До­
бавление ингибиторов метаболизма, которые бло­
кируют утилизацию отдельных субстратов, предот­
вращает ингибиторное действие на К+-каналы или 
вновь открывают К+-каналы, предварительно закры­
тые рядом секретогенов. К+-АТФ-чувствительные 
каналы блокируются сульфаниламидами в концент­
рациях, аналогичных тем, которые вызывают насы­
щение сульфаниламидных рецепторов. Сульфанила­
мидные препараты второй генерации, которые об­
ладают большей активностью, чем секретогены ин­
сулина, блокируют К+-АТФ-чувствительные каналы 
и запускают выделение инсулина с одновременным 
оттоком К* при низких наномолярных концентра­
циях.

Сопоставление данных о связывании сульфани­
ламидных препаратов с рецепторами 0-клеток и по­
казателями ингибирования К+-АТФ-чувствительных 
каналов, полученными с помощью различных ме­
тодических подходов, с данными о механизме за­
пуска секреции инсулина предполагает, что сульфа­
ниламидные рецепторы являются К^-АТФ-чувстви- 
тсльными каналами. Такое предположение впервые 
было выдвинуто Ы.ЗНидов и М.АзЫогс! в 1985 г. [13].

Следует, однако, отметить, что секретогены из 
ряда сульфаниламидных препаратов, а также мета­
болиты глюкозы, блокируя К+-АТФ-чувствительные 
каналы, проявляют свое действие через различные 
локусы клетки. Если сульфаниламидные препараты 
действуют на внутреннюю сторону плазменной мем­
браны, то АТФ действует на цитоплазматическую 
поверхность мембраны [2]. Концепция рецептора 
как ионного канала не нова, так как показано, что 
№+-канал в мышцах является никотин-ацетилхоли­
новым рецептором, а дигидропиридиновый рецеп­
тор — Са2+-каналом [2]. В обоих случаях специфи­
ческие лиганды связываются с экстраклеточной час­
тью канала [2].

Следует обратить внимание также на тот факт, 
что в механизме возникновения внутриклеточного 
сигнала значительная роль отводится АТФ и АДФ. 
Возможно, они выполняют двоякую функцию - ре­
гулируют работу ионных каналов и являются доно­
рами фосфата в реакции фосфорилирования [4, 15, 
16]. Оба нуклеотида присутствуют в ß-клетках в не­
значительных количествах. Так, концентрация АТФ 
в 0-клстках составляет 3-5 мМ, необходимая же кон­
центрация для блокады К*-каналов намного выше. 
АДФ меняет чувствительность каналов к АТФ. В 
связи с этим становится ясным факт снижения эф­
фективности действия АТФ в проявлении ингиби­
торных свойств сульфаниламидных препаратов при 
блокаде К+-каналов. Глюкоза же очень быстро ме­
няет отношение АТФ/АДФ в 0-клетках в сторону 
его увеличения. Тем самым допускается идея о том, 
что энергетическое состояние 0-клеток — опреде­
ляющий фактор в механизме секреции инсулина, а 
также то, что сульфаниламидные препараты оказы­
вают свое действие на те же места в клетке, что и 
глюкоза [5, 6].

Анализ собственных и литературных данных по­
зволяет утверждать, что увеличение выделения ин­
сулина под влиянием сульфаниламидов обеспечи­
вается за счет связывания их с высокоспецифичес­
кими рецепторами на мембране плазмы клеток. Тес­
ное взаимодействие рецепторов и сульфанила­
мидных препаратов, предотвращая выход К+ и бло­
кируя тем самым К+-АТФ-чувствительные каналы, 
запускает выделение инсулина. Кроме того, можно 
утверждать, что сульфаниламидные рецепторы 0- 
клеток являются и ионными каналами, а точнее, К+- 
АТФ-чувствительными каналами.

Выводы
1. Обнаружены и охарактеризованы рецепторы 

сульфаниламидных препаратов (глибенкламида, гли- 
пизида и гликлазида) на 0-клетках поджелудочной 
железы.

2. Глибенкламид проявил себя наиболее актив­
ным из исследованных сульфаниламидных препара­
тов по показателю специфического связывания с ре­
цепторами 0-клеток.
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V.N.Babichev, I.P.Savelyeva, M.I.Balabolkin — CHARACTER­
IZATION OF PANCREATIC B-CELL RECEPTORS BINDING 
SULFANILAMIDE DRUGS

Summary. Analysis of pancreatic P-cell receptors binding the 
sulfanilamide drugs widely used in therapy of type II diabetes, such 
as glybcnclamide, glypizide, and glyclazide, showed that these drugs 
are characterized by excellent parameters of specific binding to these 
receptors. The receptors were tested for two parameters: number of 
bindings sites and dissociation constant. Glybenclamide was the most 
active of the drugs we tested, the other two agents being less active. 
Binding of these agents was reversible. The problem of identification 
of the examined receptors of sulfanilamides with K+-ATP-sensitive 
channels, similarly active conductors of the information transported 
by the sulfanilamide drugs in the mechanism of insulin secretion, is 
discussed.
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ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ У КРЫС, ПОЛУ­
ЧАВШИХ ПОВЫШЕННЫЕ КОЛИЧЕСТВА ЙОДА С ПИТЬЕВОЙ ВОДОЙ
Лаборатория экспериментальной эндокринологии (зав. — канд. биол. наук В.Г.Селятицкая) Института общей па­
тологии и экологии человека (дир. — акад. РАМН В.П.Казначеев) СО РАМН, Новосибирск

Дефицит йода в биосфере является причиной раз­
вития различных форм дисфункций щитовидной же­
лезы, одна из которых — эндемический зоб. Про­
филактические мероприятия, проводимые путем 
применения йодированной соли, резко снижают 
частоту проявления эндемического зоба, но имеют 
ряд сложностей [2]. В последние годы широкое рас­
пространение приобретает применение йодирован­
ного масла, после введения которого в первые не­
дели экскреция йода с мочой резко повышается [3]. 
Эти данные, а также результаты длительного при­
менения йодсодержаших фармакологических пре­
паратов (амиодарона и др.) [8] ставят вопрос о функ­
ционировании щитовидной железы в условиях из­
быточного поступления этого микроэлемента в ор­
ганизм.

Особую актуальность в этом случае приобретают 
экспериментальные исследования по изучению чув­
ствительности организма животных к различным 
концентрациям йода, однако подобного рода рабо­
ты проводятся преимущественно за рубежом [14,15]. 
В настоящей работе изучали функциональное со­
стояние щитовидной железы и коры надпочечни­
ков у крыс, получавших повышенные количества 
йода с питьевой водой.

Материалы и методы

Использовали крыс-самцов линии Вистар. Животных содер­
жали в индивидуальных клетках на стандартном рационе вива­
рия (30 г сухой массы корма в день, вода без ограничения).

Крыс разделили на 3 группы: 1-я, контрольная, группа — 
животные получали для питья водопроводную воду, остальным 
крысам в питьевую воду добавляли йодид калия из расчета 8 мг 
йода на 1 л воды (2-я группа) и 80 мг/л (3-я группа).

В 1 серии экспериментов животных декапитировали через 50 
дней после начала эксперимента. Щитовидную железу гомоге­
низировали в 0,01 М фосфатном буфере pH 7,4; центрифугиро­
вали 20 мин при 2000g, в супернатантах определяли содержание 
тироксина (Т4), трийодтиронина (Т,) и тиреоглобулина (ТГ). 
Надпочечники гомогенизировали в 0,1 М фосфатном буфере pH 

7,4, центрифугировали 15 мин при 2000g , в супернатантах оп­
ределяли содержание кортикостерона (В). В крови измеряли со­
держание ТрТ, и В. При определении содержания гормонов ис­
пользовали отечественные коммерческие наборы для радиоим- 
мунологического анализа.

Во II серии экспериментов была введена дополнительная 
группа (4-я) животных, получавших питьевую воду с добавками 
йодида калия из расчета 800 мг на I л воды. В первые дни и 
через 12 нед после начала эксперимента у животных собирали 
суточную мочу, в которой определяли содержание йода и нсме- 
таболизированного В. Животных забивали через 90 дней, изме­
ряли те же параметры, что и в I серии экспериментов. Содер­
жание йода в корме, в питьевой воде и моче крыс определяли 
кинетическим методом, в основу которого положена реакция 
восстановления четырсхвалснтного церия трехвалентным мышья­
ком, катализируемая неорганическим йодом (реакция Sandell — 
Kolthoff). На основе этого метода разработано несколько ана­
литических подходов, различающихся в основном способом под­
готовки проб к анализу на содержание йода [1]. Мы использо­
вали подход, описанный в работе [5], в котором подобраны ус­
ловия для озоления проб воды, кормов и т.д.

Результаты и их обсуждение

Определение содержания йода в корме, который 
получали животные всех групп, показало, что его 
поступление в сутки составило 2,4 мкг на живот­
ное. Содержание йода в водопроводной воде рав­
нялось 5,12 нг/мл. Среднее потребление воды (около 
10 мл в сутки) у животных всех групп не менялось 
в ходе эксперимента, отсюда потребление йода в 
сутки контрольными крысами составило около 2,45 
мкг на животное. У животных экспериментальных 
групп поступление йода в организм определялось в 
основном добавками этого микроэлемента в питье­
вую воду и составило у крыс 2-й группы около 80 
мкг, 3-й группы — 800 мкг и 4-й группы — 8000 
мкг на животное в сутки. Экскреция неорганичес­
кого йода с мочой у контрольных животных была 
1,74+0,45 мкг/сут, у животных 2-й группы — 46,09± 
7,22 мкг/сут, 3-й группы — 424,94±95,03 мкг/сут,
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