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По современным представлениям, в основе «истинной» сосуди­
стой ТН лежат патологические процессы на клеточном уровне с увели­
чением чувствительности артерий к вазоконстрикции при повышенной 
продукции в сосудистой стенке супероксида. Вазомоторная функция 
сосудов зависит как от эндотелия, так и от сохранности миогенной гуа­
нилатциклазы. Нарушение процессов вазодилатации в ответ на экзоген­
но введенный оксид азота происходит при повреждении гуанилатцик- 
лазного механизма в гладкомышечных клетках сосудистой стенки. По 
литературным данным, при изучении биологических аспектов сосуди­
стой толерантности к нитратам была обнаружена тесная корреляция 
между накоплением цГМФ в гладкомышечных клетках коронарных ар­
терий и уровнем NO при биотрансформации экзогенных нитратов (2). 
Вышесказанное согласуется с полученными в настоящем исследовании 
данными. Для состояния ТН у больных ИБС помимо других механизмов 
характерна и интенсификация процессов ПОЛ на фоне снижения актив­
ности антиоксидантной защиты крови. В результате этого нарушается 
процесс биотрансформации оксида азота. В исследовании показано, что 
в конечном итоге при ТН происходит нарушение гуанилатциклазного 
механизма в гладкомышечных клетках, следствием чего является вазо­
моторная недостаточность.
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Действие ряда вазоактивных веществ, синтезируемых и секрети- 
руемых эндотелием, опосредовано через систему циклических нуклео­
тидов, в частности, 3’,5’-циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ,
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1). Это позволяет предполагать, что определение содержания данного 
соединения в плазме и форменных элементах крови, а также соотноше­
ние цАМФ/цГМФ может оказаться эффективным показателем оценки 
функционального состояния эндотелия при гемодинамических рас­
стройствах у больных гепатологического профиля, в частности, при 
циррозе печени. Методы определения уровня 3 ’,5’-цГМФ, основанные 
на непосредственной активации циклическим ГМФ фосфорилазы [1] и 
методы, основанные на активации цГМФ-зависимых протеинкиназ [2], 
метод сатурационного анализа имеют невысокую чувствительность, 
достаточно трудоемки и малотехнологичны. Наиболее удобный метод 
определения 3’,5’- цГМФ в биологических объектах - радиоиммуноло- 
гический анализ, позволяющий детектировать данные соединения во 
внутриклеточных концентрациях (10‘8-1 0 12 М).

Материалы и методы исследований
Нами разработана система радиоиммунологического анализа для 

определения 3’,5’-цГМФ с использованием иммуногенного (3) и радио­
активно меченого (4) конъюгатов на основе 2’-0-сукцинил-цГМФ (2). 
Синтез данных соединений описан ранее [3].

Антисыворотку к цГМФ получают путем иммунизации животных 
(взрослых особей кроликов породы Шиншилла весом 2,0-2,5 кг). Жи­
вотным вводят подкожно в 5-6 точек спины эмульсию, состоящую из
0,25 мл полного адъюванта Фрейнда, 0,25 мл физиологического раство­
ра и 0,25 мг конъюгата 3 (в расчете на одного тсролика). Повторное вве­
дение эмульсии того же состава проводят 6 раз с интервалом в 2 недели, 
а затем - через месяц до получения антисывороток с высокими титрами. 
Процесс иммунизации продолжают 6 месяцев. Кокгроль за динамикой 
выработки антител позволяет отобрать животных, у которых титр анти­
сыворотки превышал 1:15000. Выделение антител проводят по методи­
ке, описанной ранее [3].

Результаты и их обсуждение
Специфичность определения цГМФ является одним из ключевых 

параметров антисыворотки, так как в аналитической пробе, как правило, 
содержатся близкие по структуре соединения в концентрациях, значи­
тельно превышающих уровень цГМФ.

Специфичность антисывороток оценивали посредством измере­
ния степени перекрестной реакции различных кроссреактантов относи­
тельно цГМФ. В экспериментах сравнивали количество вещества, инги­
бирующего связывание антисыворотками радиоактивномеченого анало­
га цГМФ на 50% с количеством немеченого соединения, которое оказы­
вает такой же эффект. Количественной оценкой эффективности связы­
вания аналога с антителами служила величина ГО50(рис. 1).



Рис. 1. Гистограмма взаимодействия антисывороток А-1 и А-2 с цГМФ 
и родственными соединениями.

А - 3 \5 ’- цГМФ; Б - 3’,5’ -цАМФ; В - 2 \3 ’ - цГМФ; Г - 5’ - ГМФ; 
Д - ГДФ; Е - ГТФ; Ж - теофиллин.

При выборе веществ для оценки специфичности антисывороток 
мы ориентировались на данные, приведенные в оригинальных публика­
циях. Коэффициент вариации результатов определений (п=10) концен­
трации цГМФ в образцах плазмы крови и мочи с низким, средним и вы­
соким содержанием цГМФ с использованием тест-системы не превыша­
ет 10%.

Используя разработанную тест-систему РИА 1251-цГМФ и РИА 
|251-цАМФ, было определено содержание циклических нуклеотидов у 54
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больных циррозом печени различной этиологии и 30 доноров. Класс 
тяжести цирроза (по Child-Pugh) у 5 - А, 27 - В, 22 - С. Асцит имел ме­
сто у 45 больных. Содержание цАМФ у больных циррозом печени дос­
товерно не отличалось от показателей доноров, хотя у отдельных паци­
ентов зарегистрированы низкие его значения (рис.2). Уровень цГМФ у 
больных циррозом был достоверно выше по сравнению с донорами 
(2,25±0,47)пмоль/мл - как в группе без асцита (5,03±1,12, Р<0,05), так и 
с асцитом (3,93±0,70, Р<0,05).

Рис 2. Содержание циклических нуклеотидов в плазме больных 
циррозом печени с асцитом (А), без асцита (Б) и в контрольной группе (С).

Полученные данные позволяют сделать предположение об уча­
стии цГМФ в формировании гемодинамических расстройств, которые, 
по современным представлениям, лежат в основе механизмов развития 
и поддержания асцита, а также гепато-ренального синдрома у больных 
циррозом печени.
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