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Резюме:  В работе показано, что аполипопротеин A-I (апоА-I) образует комплекс с

женским половым гормоном – эстроном. Рассчитана константа связывания (Кс) апоА-I с

гормоном.  На  культуре  гепатоцитов  крыс  показано,  что  комплекс  апоА-I –  эстрон

усиливает пролиферацию гепатоцитов крыс по отношению к гормону без переносчика.

Предполагается,  что  полученный   эффект  реализуется  посредством  рецептор-

опосредованного эндоцитоза. 
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Abstract:  The paper  shows that  apolipoprotein  AI (apoA-I) forms  a complex with a

female sex hormone - estrone. Calculated binding constant for complecses apoA-I-hormone. In

the  culture  of  rat  hepatocytes  demonstrated  that  complex  apoA-I-estrone  enhances  the

proliferation of rat hepatocytes against the simple hormone without a carrier. It is assumed that

the resulting effect is realized by means of receptor-mediated endocytosis.
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Введение:  Многие ткани организма являются мишенями для половых гормонов.

Эстрогены  оказывают  прямое  воздействие  на  воспроизводство  и  развитие  вторичных

половых признаков, пролиферацию хрящей, синтез и кальцификацию костной матрицы,
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морфогенез костей. Показано, что эстрогены влияют на сердечно-сосудистую систему и ее

функции [1, 2].  

В организме  эстрогены транспортируются  с  глобулином,  связывающим половые

гормоны (ГСПГ) [3]. Биологическая активация эстрогенов  происходит преимущественно

посредством  связывания  с  внутриклеточными  рецепторами  [4].  Ранее,  в  работах  НИИ

биохимии было показано, что стероидные гормоны способны образовывать устойчивые

комплексы  с  липопротеинами  плазмы  крови.  Наиболее  высокое  сродство  к  стероидам

обнаружено для липопротеинов высокой плотности.  Эти результаты позволяют сделать

предположение  о  способности  стероидных  гормонов  проникать  в  клетку  в  составе

липопротеиновых комплексов  [5, 6]. 

Целью данного исследования явилось изучение способности апоА-I образовывать

комплекс с эстроном и оценить влияние апоА-I  в комплексе с гормоном на биосинтез

ДНК в культуре гепатоцитов крыс. 

Материалы  и  методы  исследования: Для  эксперимента  использовали  крыс-

самцов  линии  Wistar,  массой  180-  200 г.  Содержание,  питание,  уход  за  животными и

выведение  их  из  эксперимента  осуществляли  в  соответствии  с  требованиями  «Правил

проведения  работ  с  использованием  экспериментальных  животных»  (Приложение  к

приказу МЗ СССР от 12.08.1977 г № 755)

Первичные гепатоциты  изолировали  с  помощью 2-х  стадийной  ферментативной

перфузии печени, как описано в работе Papeleu P. et al. [7].

Липопротеины  выделяли  из  плазмы  крови  методом  изоплотностного

ультрацентрифугирования  в  растворах  KBr  в  присутствии  3  мМ  ЭДТА-Na2  [8]  на

центрифуге  «Optima  L-90K,  Beckman-Coulter»  (Австрия).  Полученную  фракцию

липопротеинов  высокой  плотности  (ЛПВП,  1,063<d<1,21  г/мл)  делипидировали

охлажденной смесью хлороформ-метанол (1:1) с последующей  многократной  отмывкой

эфиром.   Для выделения апоА-I  суммарные белки ЛПВП   наносили на колонку (1,6 х

100  см)  с  Сефарозой  6В-CL  "Pharmacia"   (Швеция)  и  элюировали  0,01  М  Трис-НСl

буфером,   рН  8,6,  содержащим  6  М  мочевину,  0,01%  азид  натрия  и  1  мМ

фенилметансульфонилфторид.  Проверку  чистоты  апоА-I  осуществляли  методом  диск-

электрофореза в полиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия [9] (рис.1).
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Рис. 1. Электрофореграмма хроматографической очистки апоА-I

1  –  низкомолекулярные белки-стандарты;
2  –  суммарные белки ЛПВП;
3-6 – стадии очистки апоА-I.

Методом  тушения  триптофановой  флуоресценции  оценивали  взаимодействие

апоА-I с эстроном на спектрофлуориметре MPF-4 «Хитачи» (Япония) при длине волны

возбуждения 285 нм и эмиссии в диапазоне от 300 до 450 нм [10]. В работе использовали

раствор  эстрона  (Serva,  ФРГ)  (5,5  х  10-3М)  в  96%  этаноле.  Титрование  проводили

добавлением аликвот стероидного гормона (1мкл) к 2 мл раствора апоА-I. Концентрация

этанола  в  конечном  объеме  не  превышала  0,5%.  Расчет  константы  и  число  мест

связывания осуществляли по методу Аттала и Лата [11]. 

Скорость  биосинтеза  ДНК  в  культуре  гепатоцитов  определяли  по  включению

радиоактивной метки («Amersham», Англия) в количестве 2 μКи/мл среды, используя 3Н-

тимидин  –  за  21  ч.  Реакцию  останавливали  добавлением  0,2н  раствора  NaOH.

Радиоактивность образцов измеряли на жидкостном сцинтилляционном счетчике  («Mark-

III», США) и выражали в имп/мин на 1 мг белка [12]. Количественное определение белка

проводили по методу Варбурга и Кристиана, как описано в работе Suzuki Т. [13].

Статистическую значимость полученных результатов оценивали с помощью t-

критерия Стьюдента при уровне значимости p<0,05.

Результаты. Методом  тушения  триптофановой  флуоресценции  показано

взаимодействие  апоА-I  с  эстроном.  Снижение  флуоресценции   составило  38%.  На

основании  кривых  тушения  флуоресценции  рассчитана  константа  ассоциации  при
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взаимодействии апоА-I c эстроном, которая составила 0,7 х 106 М-1. Полученные данные

говорят об образовании достаточно стабильного комплекса апоА-I-эстрон. 

На  культуре  гепатоцитов  крыс  показано,  что   комплекс  апоА-I-эстрон  при

добавлении в среду инкубации увеличивает скорость биосинтеза ДНК, определяемую по

включению 3Н-тимидина, в 4,4 раза по отношению к контрольной группе (рис. 2). 

Рис.2.  Изменение  скорости  биосинтеза  ДНК  в  гепатоцитах  крыс  под  влиянием

комплекс апоА-I-эстрон. 

* - достоверное различие по сравнению с контролем (р < 0,001)

# - достоверное различие по сравнению с эстроном  (р < 0,05)

В  группе,  где  присутствовал  только  эстрон,  также  наблюдалось  увеличение

скорости биосинтеза ДНК в 1,6 раза по сравнению с контролем. Добавление «чистого»

апоА-I оставляло скорость биосинтеза ДНК на уровне контрольных значений. Отличие

эффектов  в  группе  эстрон  и  апоА-I-эстрон  можно объяснить  тем,  что  на  поверхности

гепатоцитов  присутствуют  рецепторы  к  апоА-I,  таким  образом,  комплекс  апоА-I с

эстроном попадает  в  клетку путем  рецептор-опосредованного  эндоцитоза,  что,  в  свою

очередь,  является  более  эффективным  в  реализации  биологического  эффекта  эстрона.

Ранее  было  показано,  что  апоА-I образует  комплексы  с  другим  женским  половым
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гормоном  эстриолом  и  эффективно  влияет  на  пролиферацию  гепатоцитов  крыс  [14].

Таким  образом,  можно  сделать  вывод,  что  данный  механизм  регуляции  является

универсальным и может играть важную роль в процессах внутриклеточной регенерации и

пролиферации.  
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