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Влияние кортикостероидов на проницаемость мембран клеточных струк­
тур ('), в частности лизосом, и изменение активности лизосомальных фер­
ментов в тканях глаза (2) является, возможно, одной из причин различных 
патологических состояний органа зрения. В последние годы в литературе 
стали появляться сообщения о лизосомальных ферментах в тканях глаза и 
о влиянии гормонов на их активность (2-9, 12, 14). Однако механизм гормо­
нальной регуляции активности лизосомальных ферментов субклеточных 
фракций различных тканей глаза не изучен.

Целью настоящей работы явилось изучение внутриклеточного распре­
деления активности гликозидаз в субклеточных фракциях склеры и рого­
вицы при воздействии на ткани глаза кортикостероидов (гидрокортизона и 
дезоксикортикостеронацетата — ДОКСА).

Работа была проведена на 45 кроликах-самцах породы шиншилла. Ис­
следовали общую, свободную и связанную активности ^-галактозидазы и 
^-глюкозидазы, а также активность гиалуронидазы в гомогенатах и суб­
клеточных фракциях (ядерной, митохондриальной, микросомальной и 
фракции цитозоля) склеры и роговицы. Опыты проводили in vivo и in vitro.

В опытах in vivo гормоны вводили внутрибрюшинно в дозе 10 мг/кг веса, 
а в опытах in vitro — в инкубационную смесь в дозе 0,125 мг/'мл.

Для получения гомогенатов и субклеточных фракций ткани гомогени­
зировали в 0,25 М сахарозе, приготовленной на трис-НС1-буфере с добавле­
нием 0,001 М ЭД ТА. Гомогенизацию проводили при помощи гомогениза­
тора типа Поттера с тефлоновым пестиком и микроизмельчителя тканей 
РТ-2. Гомогенат центрифугировали при 900 g в течение 15 мин. в центри­
фуге К-24. Осадок дважды промывали в сахарозе. Полученный осадок 
(ядерная фракция) регомогенизировали. Объединенные надосадочные 
фракции центрифугировали в той же центрифуге при 6000 g в течение 
25 мин. Промытый осадок (фракция митохондрий) ресуспендировали в 
сахарозе. Объединенные надосадочные фракции центрифугировали при 
105 000 g в течение одного часа в центрифуге VAK-601. Надосадочпую 
жидкость осторожно отбирали (фракция цитозоля), а промытый осадок 
(микросомальная фракция) ресуспендировали в сахарозе. Все перечислен­
ные операции проводили при 4°. Методы определения активности фермен­
тов описаны в предыдущей работе (9).

Влияние гормонов на активность гликозидаз склеры и роговицы нор­
мальных глаз кролика исследовали через 1, 4 и 24 часа после гормональ­
ного воздействия. Оказалось, что уже через 1 час после внутрибрюшинного 
введения гормона наблюдаются значительные изменения активности всех 
исследуемых ферментов. Эти сдвиги лишь незначительно увеличиваются 
через 4 часа и активность ферментов приходит к первоначальному уровню 
через 24 часа. Исходя из этого, активность гликозидаз в субклеточных 
фракциях определяли через 1 час после гормонального воздействия.

В табл. 1 приведены данные по изучению активности исследуемых 
ферментов в гомогенатах склеры и роговицы. Оказалось, что общая и сво- 
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Таблица 1

Активность лизосомальных гликозидаз в склере и роговице в норме 
и при воздействии кортикостероидов (мкмол/мин на 1 г белка)

Фермент Контроль Гидрокортизон ДОКСА

Склера

р-Галактозидаза
общая

р—Глюкозидаза
общая
свободная 
связанная 
свободная/общая, %

Гпалуроп идаза

2,4+0,03

0,98+0,01
0,3+0,005

0,65+0,04
31
11,7+0,1

1,3+0,01

0,47+0,001
0,29+0,001
0,12+0,001
56,3
26,8+1,5

1,19+0,005

0,6+0,01
0,25+0,09
0,34+0,001 
42 

20.13+10,5

Роговица

р-Галактозидаза 
общая 
свободная 
связанная 
свободная/общая, %

Р-Глюкозидаза
общая 
свободная 
связанная 
свободная/общая, %

Гиалуронидаза

0,79+0,09
0,72+0,01 
0,07+0,001
90

0,68+0,01
0,4+0,05

0,29+0,02
59
38,2+9,4

0,42+0,1
0,3+0,1

0,15+0,1
71,4

0,32+0,1
0,14+0,001 
0,18+0,01
45
16,2+0,8

0,36+0,001
0,34±0,01
0,03+0,001
94

0,36+0,001
0,22+0,001
0,12+0,002
61

16.16+0,12

II р и м е ч а ч и е. В таблице д.1.пь1 средние из результатов 6—8 опытов.

Таблица 2

Распределение лизосомальных гликозидаз в субклеточных фракциях роговицы 
и склеры в норме и при воздействии кортикостероидов 

(в % от активности фермента в гомогенате)

Франции

Роговица Склера

р-галакти- 
зидаза

р-ГЛЮКО-
зидаза

гиалуро­
нидаза

^-галактози­
даза

р-ГЛЮКОЗИ-
даза

гиалуро­
нидаза

Контроль

Ядерная 5,1 8,9 6,0 5,0 4,1 2,3
Митохондриальная 53,2 61,7 61,6 54,1 54,1 58,5
Микросомальная 26,6 20,6 25,1 25,0 26,5 25,7
Цитозоль 15,2 10,3 9,2 16,7 15,3 13,2

Гидрокортизон

Ядерная 9,5 9,4 4,0 6,2 6,3 17,9
Митохондриальная 45,9 56,2 63,6 53,9 51,1 41,8
Микросомальная 28,6 21,9 32,1 26,8 21,2 13,8
Цитозоль 11.9 9,4 7,4 23,1 19,2 41,7

ДОКСА

Ядерная 8,3 11,1 20,9 6,7 4,1 35,3
Митохондриальная 52.9 55,6 48,8 46,7 58,8 33,8
Мпкросомальпая 19,4 19,4 17,9 27,5 30,0 17,7
Цитозоль 22,2 19,4 11,7 20,4 15,0 13,9
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бодная активность ^-галактозидазы склеры имеют однозначную величину, 
поэтому в таблице приводятся значения только общей активности фермен­
та. Это может свидетельствовать либо о нахождении всего фермента в сво­
бодном, не связанном с мембранами состоянии, либо о том, что в склере 
находится изоформа ^-галактозидазы, связанная активность которой не оп­
ределяется данным методом. Из литературы известно, что этот фермент 
имеет, по одним данным, 2 изоформы (10), а по другим — 4 изоформы (“). 
Как видно из табл. 2, в которой приведены данные о распределении фер­
ментов в субклеточных фракциях исследуемых тканей глаза, основная 
часть (53—62%) активности гликозидаз в норме сосредоточена в мито­
хондриальной фракции, где соосаждается, как известно, большая часть 
клеточных лизосом; около 25% активности ферментов находится во фрак­
ции микросом. Полученные нами данные по субклеточному распределению 
активностей этих ферментов в склере и роговице весьма близки к распре­
делению их в цилиарном теле (12).

Из табл. 2 видно, что выход исследуемых ферментов в цитозоль разли­
чен, что показано и для цилиарного тела (1г). Этот факт свидетельствует 
о разной прочности связи данных ферментов с мембранами лизосом. Вве­
дение гидрокортизона (табл. 1, 2) вызывает в роговице снижение общей 
активности всех исследуемых гликозидаз, уменьшение выхода ферментов 
в цитозоль и уменьшение процента свободной активности от общей ^-га­
лактозидазы и ^-глюкозидазы, т. е. увеличение латентной, связанной с 
мембранами, формы этих ферментов. Все это свидетельствует о стабилизи­
рующем действии гидрокортизона на мембраны лизосом роговицы и о по­
вышении прочности связи фермептов с мембранами, препятствующей фер- 
мент-субстратному контакту. В склере, в отличие от роговицы, активность 
гиалуронидазы в гомогенате и ядерной фракции увеличивается (табл. 1, 2), 
возрастает выход гиалуронидазы и ^-галактозидазы в цитозоль. Увеличе­
ние выхода гиалуронидазы в цитозоль можно объяснить либо проникнове­
нием фермента из сыворотки крови, как в случае действия гидрокортизона 
на цилиарное тело (14), либо особым влиянием этого гормона на мембраны 
склеры. Известно, что ДОКСА на лизосомальную мембрану действует про­
тивоположно гидрокортизону. Действительно, в гомогенате склеры и рого­
вицы ДОКСА, как и гидрокортизон, снижает активность всех исследуемых 
фермептов, кроме гиалуронидазы склеры (табл. 1). Однако ДОКСА вы­
зывает не уменьшение выхода ферментов в цитозоль и увеличение латент­
ной формы, а, наоборот, увеличение активности ферментов в цитозоле, 
уменьшение в митохондриальной и микросомальной фракциях и некоторое 
увеличение процента свободной активности от общей как в склере, так и в 
роговице. Это свидетельствует о лабилизирующем действии ДОКСА на 
мембраны лизосом склеры и роговицы. Однако действие ДОКСА на актив­
ность гиалуронидазы как в гомогенате, так и в субклеточных фракциях 
склеры сходно с влиянием гидрокортизона, что подтверждает наше пред­
ставление об отличительной особенности склеры. Проведенные опыты in 
vitro в основном подтвердили данные, полученные в опытах in vivo.

В результате проведенного исследования установлено, что большая 
часть активности всех изученных гликозидаз находится в митохондриаль­
ной фракции склеры и роговицы, где соосаждается основная часть лизосом 
этих тканей, что подтверждает лизосомальную природу данных ферментов. 
Выявлено сходство и различие между склерой и роговицей во влиянии 
кортикостероидов на гидролитические ферменты лизосом этих тканей. 
Сравнивая полученные нами данные с известными в литературе о влиянии 
гидрокортизона на другие ткани глаза в отношении исследованных нами 
ферментов (*’, 14), можно высказать предположение об особом влиянии это­
го гормона на склеру и об особой чувствительности склеры к гормонально­
му воздействию. По-видимому, механизм изменения активности гликози­
даз лизосом в субклеточных фракциях склеры и роговицы под действием 
кортикостероидов заключается в нарушении нормальной проницаемости 



мембран лизосом и изменении прочности связи с ними этих ферментов, что 
препятствует или, наоборот, способствует фермент-субстратному взаимо­
действию. Исследование гормональной регуляции активности ферментов 
субклеточных фракций тканей глаза, по-видимому, может явиться моделью 
для изучения действия различных фармакологических веществ с целью 
нормализации нарушенного состояния мембран при различных патологиях 
органа зрения.
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