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на 33% повысилась активность ГПО; на исходном уровне осталась активность 
ГSТ. Предварительное введение животным флаволигнанов расторопши в со-
ставе самоэмульгирующейся композиции предотвратило изменение активно-
сти изучаемых ферментов, их уровень статистически не отличался от кон-
трольных значений. Действие флаволигнанов расторопши пятнистой в виде 
крахмальной суспензии характеризовалось меньшей эффективностью: из изу-
чаемых показателей лишь активность ГSТ соответствовала таковой в кон-
трольной группе. Мы полагаем, что нормализующее действие флаволигнанов 
расторопши в определенной степени может быть опосредовано действием си-
лимарина на активность ферментов, генерирующих НАДФН, необходимого 
для функционирования ГР/ГП системы. Так, в случае введения эксперимен-
тальным животным флаволигнанов расторопши в составе самоэмульгирую-
щей композиции активность Г6ФДГ была на уровне контроля и на 49% пре-
вышала ее значения в группе, получавшей только CCl4. Более выраженный 
эффект флаволигнанов расторопши в составе самоэмульгирующейся компози-
ции по сравнению с их применением в виде крахмальной суспензии, вероятно, 
связан с их большей биодоступностью.
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Эндоплазматический ретикулум (ЭПР) является местом синтеза и моди-
фикации белков. Процессы фолдинга белков находятся под контролем шапе-
ронов (Ni and Lee, 2007). Изменения конформации белков – это основная 
причина нарушения клеточного гомеостаза (Schroder and Kaufman, 2005). 
Если ЭПР подвергается воздействию стрессовых факторов (гипоксии, измене-
нию уровня глюкозы, кальция и другие), срабатывает адаптивный механизм, 
получивший название – реакция несвернутых белков (РНБ), работа которого 
направлена на поддержание клеточного гомеостаза. Основными регуляторами 
РНБ являются шапероны. Наиболее изучены в настоящее время белки 
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grp (glucose regulated proteins), которые регулируют фолдинг и деградацию 
белков. Последние исследования показали, что эти белки могут перемещаться 
на поверхность клетки, где принимают участие в трансдукции сигнала, 
регуляции пролиферации, апоптоза и иммунного ответа клетки.

Цель исследования – изучить in vitro уровень экспрессии белков тепло-
вого шока grp78 и grp94 в эндотелиальных клетках микроциркуляторного 
русла плаценты человека в условиях гипоксии и повышенного уровня глю-
козы в среде культивирования. 

Материалы и методы. Работа выполнена на эндотелиальных клетках 
плаценты человека. Культивирование проводили в среде, приготовленной на 
основе базовой среды для эндотелиальных клеток (Promo Cell, Германия) с до-
бавлением 15 % телячьей сыворотки, 100 МЕ/мл пенициллина 100 мкг/мл 
стрептомицина, 3нг/мл bFGF, 0.02 % Na-Hep. Клетки контроля растили 
в 6-луночных планшетах в СО2-инкубаторе в стандартных условиях (37ºС, 5% 
СО2, 95% воздух). В условиях гипоксии клетки растили в условиях понижен-
ного содержания кислорода (37ºС, 5% СО2, ≤1% О2), для моделирования 
гипергликемии в среду культивирования добавляли глюкозу до конечной 
концентрации 15 ммоль/л.

Лизис клеток выполняли с использованием RIPA-буфера с добавлением 
ингибиторов протеаз. Концентрацию белков определяли с помощью коммер-
ческого набора Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) согласно 
инструкции.

Белки разделяли при помощи электрофореза в полиакриламидном геле 
в присутствии додецилсульфата натрия по Лэммли. Перенос белков с геля на 
мембрану, изготовленную из нитроцеллюлозы, осуществляли с помощью 
электроблоттинга. Неспецифические связывания блокировали добавлением 
раствора бычьего сывороточного альбумина. В работе использовали первич-
ные поликлональные кроличьи антитела к белкам grp78, grp94, ERK1/2 и вто-
ричные анти-кроличьи антитела, коньюгированные с пероксидазой хрена 
(Santa Cruize, Германия). 

Результаты иммуноблоттинга обрабатывали с использованием про-
граммы «ImageJ». Экспрессию изучаемого белка (целевого) нормировали по 
экспрессии контрольных белков (ERK1/2). 

Статистическую обработку полученных результатов проводили с помо-
щью программного комплекса Microsoft XP. Результаты представлены как 
среднее значение ± стандартная ошибка среднего. Чтобы выявить достовер-
ность различий между экспериментальной и контрольной группами, исполь-
зовали Т-тест Стюдента. Различия считали достоверными при р<0,05. 

Результаты и их обсуждение. Через 24 ч культивирования показано 
снижение уровня экспрессии grp78 (по сравнению с контролем) как в клетках, 
которые росли в условиях гипоксии, так и в клетках, которые культивировали 
в среде с повышенным содержанием глюкозы. В условиях гипоксии наблю-
дали увеличение экспрессии grp78 через 48 ч в 3 раза (р≤0,05), а через 72 ч 
в 5 раз (р≤0,05) по сравнению с соответствующим контролем (48 ч и 72 ч). 
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В условиях повышенного содержания глюкозы в среде культивирования 
повышение экспрессии шаперона grp78 обнаружили через 72 ч (р≤0,05). 

Снижение экспрессии шаперона grp94 в 1,7 раз (р≤0,05) выявлено через 
24 ч культивирования клеток в условиях повышенного содержания глюкозы, 
а в условиях гипоксии через 48 ч культивирования наблюдали увеличение экс-
прессии в 9 раз (р≤0,05). 

Все больше появляется данных о том, что плацента участвует в феталь-
ном программировании (Myatt L, 2006). Адекватное развитие плаценты и ее 
адаптивные возможности определяют нормальное развитие плода. Известно, 
что белки семейства Hsp70, к которому принадлежат шапероны grp78 и grp94, 
являются высоко консервативными, их основная функция у разных организ-
мов – адаптация клетки к условиям стресса за счет восстановления нарушен-
ной структуры белков. Накопление белков с нарушенной структурой запус-
кает реакцию несвернутых белков, основными сенсорами которого являются 
IRE1 (inositol requiring protein-1), PERK (protein kinase RNA-like ER kinase) и 
ATF6 (activating transcription factor-6. В результате запускаются несколько ме-
ханизмов, способствующих снижению стрессовой нагрузки на клетку: 1) ин-
гибирование трансляции, что снижает уровень белков в эндоплазматическом 
ретикулуме, 2) активация белков-шаперонов, которые способствуют восста-
новлению белковой структуры.

Выводы. В условиях гипоксии эндотелиальные клетки плаценты 
реагируют увеличением экспрессии шаперонов grp78 (через 48 ч и 72 ч) и 
grp94 (через 48 ч) по сравнению с клетками контроля. В условиях повышен-
ного содержания глюкозы в среде культивирования (15 ммоль/л) уровень
экспрессии grp78 по сравнению с контролем (через 24 ч) снизился, а через 
72 ч вырос. Экспрессия grp94 была ниже контроля через 24 часа.

КИСЛОРОДТРАНСПОРТНАЯ ФУНКЦИЯ КРОВИ 
ПРИ ХИРУРГИЧЕСКОМ ЛЕЧЕНИИ СПОНТАННОГО 
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Значимая проблема в торакальной хирургии – совершенствование мето-
дов лечения спонтанного пневмоторакса [2]. В последнее время возможности 
диагностики и лечения пневмоторакса существенно улучшились благодаря ис-
пользованию видеоторакоскопии [2]. Однако при выборе варианта операции 
при спонтанном пневмотораксе необходимо учитывать закономерности тече-
ния дистрофических и адаптационно-восстановительных процессов в колла-
бированном и расправленном лёгком.
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