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ÒÅÐÌÈ×ÅÑÊÈÕ ÎÆÎÃÎÂ
Áóõàðñêèé ãîñóäàðñòâåííûé ìåäèöèíñêèé èíñòèòóò (ã. Áóõàðà)

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ñîîòâåòñòâèè ñ ïëàíîì ÍÈÐ 
ÁóõÃîñÌÈ ïî òåìå: «Èçó÷åíèå ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ 
õèòîçàíà» (ÃÍÒÏ¹ÔÀ-À-14-Ò-043).

Âñòóïëåíèå. ÒÎ (òåðìè÷åñêèå îæîãè) - ýòî òÿ-
æåëîå ïîâðåæäåíèå êîæè, ñëèçèñòûõ îáîëî÷åê è 
òêàíåé, âûçâàííîå âîçäåéñòâèåì âûñîêîé òåìïåðà-
òóðû, õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ, ýëåêòðè÷åñòâà è äð. [3]. 
Àêòóàëüíîñòü ïðîáëåìû îñîáåííî âîçðîñëà â ñâÿçè 
ñ òåõíîãåííûìè àâàðèÿìè, ðîñòîì ïðîèçâîäñòâà è 
äð. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ëå÷åíèÿ îæîãîâûõ ðàí (ÎÐ) 
ïîêàçûâàåò, ÷òî íè îäíî èç ïðèìåíÿåìûõ ëåêàð-
ñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ íå ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíûì 
[5]. Ýòèì îáóñëîâëåí ïîèñê cðåäñòâ, óëó÷øàþùèõ 
ðåãåíåðàòîðíî-ìåòàáîëè÷åñêèå ïðîöåññû. Îäíî 
èç íàïðàâëåíèé ïîèñêà - èçó÷åíèå áèîëîãè÷åñêè 
àêòèâíûõ âåùåñòâ ïðè ëå÷åíèè ÒÎ. Ê íèì îòíîñèòñÿ 
ïðèðîäíûé áèîñòèìóëÿòîð õèòîçàí, ïîëó÷åííûé èç 
õèòèíà êóêîëîê òóòîâîãî øåëêîïðÿäà Bombyx mori â 
Èíñòèòóòå ôèçèêè è õèìèè ïîëèìåðîâ ÀÍ ÐÓç. Äàí-
íûõ î âëèÿíèè õèòîçàíà íà òå÷åíèå ðåãåíåðàòèâíûõ 
ïðîöåññîâ ñîåäèíèòåëüíîé è ýïèòåëèàëüíîé òêàíåé 
êðàéíå íåäîñòàòî÷íî [1, 6].

Öåëü ðàáîòû - èçó÷åíèå ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ 
õèòîçàíà Bombyx mori ïðè ëå÷åíèè ÒÎ.

Îáúåêò è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ. Â ðàáîòå èñ-
ïîëüçîâàëè ÄÍÊ ôàãà  äèêîãî òèïà è ðåñòðèêòàçû 
HindIII, BamHI, EcoRI («ÑèáÝíçèì», Ðîññèÿ); 4 îá-
ðàçöà õèòîçàíà Bombyx mori áûëè ïðåäîñòàâëåíû 
Èíñòèòóòîì õèìèè è ôèçèêè ïîëèìåðîâ ÀÍ ÐÓç. 
Ìîäåëü ÒÎ âîñïðîèçâîäèëè íà áåëûõ áåñïîðîäíûõ 
êðûñàõ-ñàìöàõ âåñîì 140-160 ã. Â ñîîòâåòñòâèè ñ 
òðåáîâàíèÿìè Õåëüñèíêñêîé äåêëàðàöèè ïî ãóìàí-
íîìó îáðàùåíèþ ñ æèâîòíûìè èíäóêöèþ ÒÎ ïðîâî-
äèëè ïîä ýôèðíûì íàðêîçîì. Ìîäåëèðîâàíèå ÎÐ 
ïðîâîäèëè ïîãðóæåíèåì äåïèëèðîâàííîãî ó÷àñòêà 
íèæíåé ïîâåðõíîñòè ñïèíû â êèïÿùóþ âîäó (ýêñ-
ïîçèöèÿ - 10 ñåê.). Ïðè ýòîì ðåæèìå äîñòèãàëîñü 
ïîâðåæäåíèå âñåõ ñëîåâ êîæè â çîíå îæîãà (ÒÎ III 
ñòåïåíè). Ïëîùàäü ÎÐ ñîñòàâëÿëà 18-20 êâ. ñì. Â 
êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êîæó íåîáîææåí-
íûõ êðûñ.

Âûñîêîìîëåêóëÿðíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè èç êîæè 
êðûñ ìîäèôèöèðîâàííûì ìåòîäîì ôåíîëüíîé ýêñ-
òðàêöèè [4]. Îáðàçöû êîæè èçìåëü÷àëè â ñòóïêå äî 
òîíêîãî ïîðîøêà â æèäêîì àçîòå. Ïîëó÷åííûé ïîðî-
øîê êëåòîê êîæè ãîìîãåíèçèðîâàëè â ëèçèðóþùåì 
áóôåðå (20ìÌ òðèñ-HCI, ðÍ 8,0; 10 ìÌ ÝÄÒÀ, ðÍ 8,0; 
5% òðèòîí Õ100), çàòåì èíêóáèðîâàëè â ëåäÿíîé 
áàíå 30 ìèí. Ïîñëå èíêóáàöèè ãîìîãåíàò öåíòðè-
ôóãèðîâàëè 30 ìèí. (13000 g, 40Ñ), à çàòåì ê ñóïåð-
íàòàíòó äîáàâëÿëè ÐÍÊ-àçó (110 ìêã/ìë), èíêóáèðî-
âàëè 1 ÷àñ ïðè 37°Ñ. Äàëåå äîáàâëÿëè ïðîòåèíàçó 

Ê (0,05 ìã/ìë), èíêóáèðîâàëè 4 ÷àñà ïðè 37°Ñ. ÄÍÊ 
îñàæäàëè 0,1 îáúåìîì 3Ì àöåòàòà íàòðèÿ è 2 îáú-
åìàìè ýòàíîëà. Êîíöåíòðàöèþ ÄÍÊ èçìåðÿëè íà 
ÑÔ-42 ïðè 260 íì. Ðåñòðèêöèþ ÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ 
ïîìîùüþ ðåñòðèêòàç HindIII, BamHI, EcoRI. Ðåàê-
öèîííàÿ ñìåñüñîäåðæàëà 0,2-1 ìêã ÄÍÊ â îáúåìå 
20 ìêë. Ê ðàñòâîðó ÄÍÊäîáàâëÿëè âîäó äî îáúåìà 
18 ìêë è ïåðåìåøèâàëè. Çàòåì äîáàâëÿëè 2 ìêë 
ñîîòâåòñòâóþùåãî áóôåðà 10-êðàòíîé êîíöåíòðà-
öèè, ïåðåìåøèâàëè, äîáàâëÿëè 1 Åä. ðåñòðèêòàçû, 
ïåðåìåøèâàëè. Ïîëó÷åííóþ ñìåñü èíêóáèðîâàëè 
ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 18 ÷àñîâ. Ðåàêöèþ îñòàíàâëè-
âàëè äîáàâëåíèåì 0,5 Ì ÝÄÒÀ (ðÍ 7,6) äî êîíå÷íîé 
êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ. Ýëåêòðîôîðåç ïðîäóêòîâ ãè-
äðîëèçà ÄÍÊ ïðîâîäèëè â 1,5%-íîì àãàðîçíîì ãåëå 
ïðè íàïðÿæåííîñòè 3 Â/ñì. Ðàçäåëåíèå ôðàãìåíòîâ 
ÄÍÊ êîíòðîëèðîâàëè ïîä óëüòðàôèîëåòîì. 

Ñâÿçûâàíèå õèòîçàíà ñ ðåñòðèêöèîííûìè ôðàã-
ìåíòàìè ÄÍÊ ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì: â 
ïðîáèðêè âíîñèëè ïî 1 ìêã ÄÍÊ ôàãà è ïî 5 ìêã 
ÄÍÊ êîæè - íîðìàëüíîé è ñ ÒÎ III ñòåïåíè, äîáàâëÿëè 
ïî 5 ìêë õèòîçàíà I, IIIII è IV, èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 
15 ìèí. ïðè 37°Ñ, çàòåì â êàæäóþ ïðîáèðêó äîáàâè-
ëè ïî 15 ìêë áóôåðà ðåñòðèêöèè (50 ìÌ NaCI, 10 ìÌ 
òðèñ-HCI,pH 7,5, 10ìÌMgCI2, 1 ìÌ äèòèîòðåéòîë), 
0,5 ìêë HindIII. Èíêóáèðîâàëè 1 ÷àñ ïðè 370Ñ. Ïî 
îêîí÷àíèè ðåàêöèè â êàæäóþ ïðîáó äîáàâëÿëè ïî 3 
ìêë êðàñèòåëÿ (0,25% áðîìôåíîëñèíèé) â áóôåðå 
(0,25% êñèëîëöèàíîë, 40% ñàõàðîçà â âîäå). 

Äëÿ ñâÿçûâàíèÿ õèòîçàíà ñ ÄÍÊ êëåòîê êîæèãî-
òîâèëè èíêóáàöèîííûå ñìåñè, ñîäåðæàùèå ïî 1, 3 è 
5 ìêã èññëåäóåìîé ÄÍÊ êëåòîê íîðìàëüíîé êîæè è ñ 
ÎÐ III ñòåïåíè. Îïûòíûå ïðîáû ñîäåðæàëè ñîîòâåò-
ñòâóþùèå êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ êëåòîê êîæè ñ îæîãîì 
è ñ äîáàâëåíèåì ïî 5 ìêë õèòîçàíà-1 è ÒÅ áóôåðà 
ðÍ 8,0 äî êîíå÷íîãî îáúåìà 15 ìêë. Ñìåñü èíêóáè-
ðîâàëè 1 ÷àñ ïðè 37°Ñ. Ýëåêòðîôîðåç ÄÍÊ ïðîâîäè-
ëè â 1,0% àãàðîçíîì ãåëå â òðèñàöåòàòíîì áóôåðå, 
ðÍ 8,0 ïðè íàïðÿæåíèè 60 V. Ãåëü ôîòîãðàôèðîâàëè 
÷åðåç ïðîõîäÿùèå ëó÷è ÓÔ òðàíñèëëþìèíàòîðà.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå. 
Õèòîçàí - ýòî ïîëèêàòèîí, à åãî îëèãîñàõàðèäû ñëó-
æàò óãëåâîäíûìè âåêòîðàìè äëÿ ïåðåíîñà ýêçîãåí-
íîé ÄÍÊ â öèòîïëàçìó è â ÿäðî êëåòêè. Õèòîçàí îáðà-
çóåò èîííûå êîìïëåêñû ñ ÄÍÊ, ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò 
êîìïàêòèçàöèÿ ÄÍÊ, ò.å. õèòîçàí îáëàäàåò óíèêàëü-
íûìè êîìïëåêñîîáðàçóþùèìè ñâîéñòâàìè[2]. 

Ïðè ÎÐ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè õèòîçàí ýôôåêòèâ-
íî àäñîðáèðóåò ìèêðîáíûå è òêàíåâûå òîêñèíû, 
÷òî ïðèâîäèò ê ðåãåíåðàöèè è çàæèâëåíèþ ðàíû. 
Ìû èññëåäîâàëè ñâîéñòâà õèòîçàíà, ñâÿçàííûå ñ 
êîìïàêòèçàöèåé è èçáèðàòåëüíûì ñâÿçûâàíèåì 
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ñ ó÷àñòêàìè ÄÍÊ èëè ãåíîâ. Èçó÷åíû ñâîéñòâà 4 
òèïîâ õèòîçàíà ïî ñâÿçûâàíèþ ñ ðåñòðèêöèîííûìè 
ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ ôàãà , îáðàáîòàííîé ðåñòðèê-
òàçîé HindIII. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñðàâíèâàëè ñ 
èçâåñòíîé ôèçè÷åñêîé êàðòîé ãåíîìà ÄÍÊ ôàãà 
äèêîãî òèïà.

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1. Õèòîçàí 1 
(ñóëüôàïàðèí) ñíèæàåò ñîäåðæàíèå âûñîêîìîëåêó-
ëÿðíîé ôðàêöèè ÄÍÊ ðàçìåðîì 23,1 ò.ï.í. íà 90%;
íà 50% - ôðàêöèè ðàçìåðîì 9,4 ò.ï.í. ãåíà ori, îò-
âåòñòâåííîãî çà ñèíòåç ÄÍÊ; íà 95% - ôðàêöèè ðàç-
ìåðîì 4,3 ò.ï.í. ãåíîâint è xis, îòâåòñòâåííûõ çà âû-
ðåçàíèå è èíòåãðàöèþ. Õèòîçàí 2 (ñóëüôàïàðèí-í) 
ïîëíîñòüþ êîìïàêòèçèðóåò ðåñòðèêöèîííûå ôðàã-
ìåíòû ñ íèçêîé ìîë. ìàñ., çà èñêëþ÷åíèåì âûñî-
êîìîëåêóëÿðíîé ôðàêöèè ÄÍÊ ðàçìåðîì 23 ò.ï.í., 
êîíöåíòðàöèÿ êîòîðîé ñîõðàíåíà íà 95-100% (äî-
ðîæêà 2). Ñâîéñòâà õèòîçàíà 3 (àñêîðáàò õèòîçàíà) 
è 4 (í-àñêîðáàò õèòîçàíà) Íñâÿçûâàòü ñ ÄÍÊ ïî÷òè 
èäåíòè÷íû, íî õèòîçàí 3 ïðèìåðíî íà 15-20% ýô-
ôåêòèâíåå êîìïàêòèçèðóåò ðåñòðèêöèîííûå ôðàê-
öèè ÄÍÊ (äîðîæêè 3, 4).

ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç êëåòîê êîæè êðûñ ñ îæîãîì III 
ñòåïåíè. Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ýëåê-
òðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè â àãàðîçíîì ãåëå 
êàê èíòàêòíîé ÄÍÊ, òàê è ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç êëåòîê 
êîæè êðûñ ñ îæîãîì III ñòåïåíè, îáðàáîòàííîé õèòî-
çàíîì 1 (ñóëüôàïàðèí). 

Àíàëèç äàííûõ ðèñ. 2 ïîêàçûâàåò, ÷òî ïðè îæîãå 
III ñòåïåíè íàáëþäàåòñÿ çàìåòíàÿ ðàçíèöà ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè èíòàêòíîé ÄÍÊ è óðîâ-
íÿ åå ôðàãìåíòàöèè (äîðîæêè 2, 3, 4). Ïðè îáðà-
áîòêå ÄÍÊ õèòîçàíîì 1 ïðîèñõîäèò êîìïàêòèçàöèÿ 
õèòîçàíà ñ ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ (äîðîæêè 5, 6, 
7). Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî 
õèòîçàí îáëàäàåò âûðàæåííîé ñïîñîáíîñòüþ ïî-
ãëîùàòü ôðàãìåíòèðîâàííûå ìîëåêóëû ÄÍÊ. Ñïî-
ñîáíîñòü õèòîçàíà ê êîìïàêòèçàöèè ñ ÄÍÊ êëåòîê 
ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ðåïàðàòèâíûõ ïðîöåññîâ, 
ïðîèñõîäÿùèõ â ÿäåðíîì àïïàðàòå êëåòêè, à òàêæå 
ê ðåãåíåðàöèè îáîææåííûõ êëåòîê [5]. Íà îñíîâà-
íèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î 
òîì, ÷òî õèòîçàí 1 ïðèìåðíî íà 50-70% êîìïàêòèçè-
ðóåò ìåëêèå ôðàãìåíòû ÄÍÊ.

Ðèñ 1. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ïðîäóêòîâ 
ãèäðîëèçà ÄÍÊ áàêòåðèîôàãà  ðåñòðèêòàçîé Hind III 
â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ òèïîâ õèòîçàíà: Ì - ìàðêåð 
/Hind III; 1 - õèòîçàí 1;2 - õèòîçàí 2; 3 - õèòîçàí 3; 

4 - õèòîçàí 4.

Àíàëèç äàííûõ ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî âñå 4 
òèïà õèòîçàíà çàìåòíî îòëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé 
ïî ñïîñîáíîñòè ñîåäèíÿòüñÿ ñ ÄÍÊ, à òàêæå èçáè-
ðàòåëüíî êîìïàêòèçîâàòüñÿ ñ ôðàãìåíòàìè ÄÍÊ 
ôàãà , ðåñòðèêòèðîâàííîé Hind III. Ñóììèðóÿ ïî-
ëó÷åííûå äàííûå, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî 
õèòîçàí 1 (ñóëüôàïàðèí) ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè 
òèïàìè ýôôåêòèâíåå ñâÿçûâàåòñÿ ñ ÄÍÊ.

Â ñëåäóþùåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ïðîâåäåíû 
èññëåäîâàíèÿ ïî èçó÷åíèþ ñâÿçûâàíèÿ õèòîçàíà 1 ñ 

Ðèñ 2. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ñâÿçûâàíèÿ õèòîçàíà-1 ñ 
ÄÍÊ êëåòîê êîæè áåëûõ áåñïîðîäíûõ êðûñ. Ïðèìå÷à-
íèå: äîðîæêè  Ì - ìàðêåð 1ìêã ÄÍÊ ôàãà /20 ÅÄ Hind 

III; 1 - 1 ìêã ÄÍÊ  èç êëåòîê íîðìàëüíîé êîæè; 2, 3, 4 
- 1, 3 è 5 ìêã ÄÍÊ êëåòîê êîæè ñ îæîãîì III ñòåïåíè;  5, 
6, 7 - 1, 3 è 5ìêã ÄÍÊ êëåòîê êîæè ñ îæîãîì III ñòåïåíè 

ñ ïðèìåíåíèåì ïî 5 ìêë õèòîçàíà-1.

Èòàê, ïðèìåíåíèå õèòîçàíà 1 ïðè ëå÷åíèè ÒÎ 
III ñòåïåíè, âåðîÿòíî, ïðèâîäèò ê âîññòàíîâëåíèþ 
ïðîöåññîâ ðåïëèêàöèè è òðàíñêðèïöèè ÄÍÊ. 

Âûâîäû. Õèòîçàí-1 (ñóëüôàïàðèí) îáëàäàåò 
ñïîñîáíîñòüþ ê êîìïàêòèçàöèè ñ ìîëåêóëîé ÄÍÊ 
ôàãà , ðàñùåïëåííîé ðåñòðèêòàçîé Hind III. Õè-
òîçàí 1 (ñóëüôàïàðèí) îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ ê 
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èçáèðàòåëüíîìó ñâÿçûâàíèþ ñ ó÷àñòêàìè ÄÍÊ ôàãà 
ori-, int- è xis-, êîòîðûå îòâå÷àþòñîîòâåòñòâåííî 
çà ñèíòåç ÄÍÊ, âûðåçàíèå è èíòåãðàöèþ. Ïîêàçà-
íî, ÷òî îáðàáîòêà ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç êëåòîê òêàíè 
îæîãà III ñòåïåíè, õèòîçàíîì 1 (ñóëüôàïàðèí) ïðè-
âîäèò ê àêòèâàöèè ïðîöåññîâ ðåïàðàöèè è ðåãåíå-
ðàöèè îáîææåííûõ êëåòîê.

Ïåðñïåêòèâû äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé. 
Ðàáîòû â ýòîì íàïðàâëåíèè áóäóò ïðîäîëæåíû.Íà-
ìå÷àåòñÿ èñïîëüçîâàíèå õèòîçàíà ïðè óâåëè÷åíèè 
îáúåìîâ îæîãà êîæè. Áóäóò äåòàëüíî èññëåäîâàíû 
ìîëåêóëÿðíî-áèîõèìè÷åñêèå ñâîéñòâà õèòîçàíà, åãî 
ïàòîôèçèîëîãè÷åñêîå âëèÿíèå íà ïðîöåññû ðåïàðà-
öèè è ðåãåíåðàöèè ó æèâîòíûõ ñ III ñòåïåíüþ îæîãà.
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