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 ■ Актуальность. развитие эндометриоза сопряжено с  изменением активности антиоксидантных ферментов 
в ткани эндометрия, а также с полиморфизмами их генов. Прогестерон активирует некоторые антиоксидантные 
ферменты в эндометрии, а его аналоги эффективно предотвращают рост и обеспечивают регресс эндометрио-
идных гетеротопий. для оценки эффективности терапии эндометриоза целесообразно в дополнение к морфо-
метрической и гистологической оценке регресса гетеротопий проводить биохимический анализ гетеротопий на 
активность ферментов антиоксидантной защиты.

Цель — проанализировать активность каталазы — фермента, участвующего в детоксикации пероксида водоро-
да, — в ткани эндометриоидных имплантов в экспериментальной модели эндометриоза на лабораторных крысах.

Материалы и  методы исследования. исследование выполнено на 12 половозрелых крысах-самках линии 
вистар. всем животным проводили аутотрансплантацию фрагментов матки на брюшину. Через 35–37 дней ге-
теротопии были извлечены. Каталазную активность в ткани определяли по методу Beers & sizer с модификаци-
ями  — регистрировали расход h2O2 при длине волны 250  нм и  использовали 3-амино-1,2,4-триазол (аТ) для 
оценки специфичности. Оценивали корреляцию между каталазной активностью и массой гетеротопий.

Результаты исследования. При длине волны 250 нм не наблюдается сильной интерференции аТ с другими 
компонентами реакционной смеси, что позволяет применять специфический ингибитор каталазы для оценки 
специфичности определения ферментативной активности. активность измеряли в короткий период инкубации 
(менее минуты), при этом ее величина была пропорциональна концентрации материала гетеротопии в реакци-
онной смеси. в гетеротопиях, наиболее сильно подвергшихся регрессу и обладающих наименьшей массой, как 
правило, активность каталазы была выше (коэффициент ранговой корреляции составил –0,66 при р < 0,025).

Выводы. Был адаптирован подход определения активности каталазы к  работе с  тканью эндометриоидных 
гетеротопий. Показано, что чем выше каталазная активность в гетеротопиях, тем, как правило, меньше их масса 
(р < 0,025). исходя из полученных данных можно предположить вовлеченность каталазы в механизм регресса 
эндометриоидных очагов.
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молярного поглощения h2O2.
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 ■ Hypothesis/aims of study. There is a link between the activities (and polymorphisms of genes) of antioxidant enzymes 
and endometriosis. it is also known that progesterone induces some antioxidant enzymes in the endometrium and that 
progesterone analogs are effective for reduction of endometrial lesions. in addition to morphometric and histological 



ISSN 1684-0461 (Print) 
ISSN 1683-9366 (Online)

Журнал акушерства и женских болезней 
Journal of Obstetrics and Women’s Diseases

 Том Выпуск 2019 Volume 68 Issue 6

Оригинальные исследОвания / Original researches58

Актуальность
развитие эндометриоза сопряжено с измене-

нием активности антиоксидантных ферментов 
(и  состояния кодирующих их генов) в  ткани 
эндометрия. ранее показано, что эндометри-
оз сопровождается нарушениями циклических 
изме нений экспрессии gPx1 (классической фор-
мы глутатионпероксидазы) в  эндометрии  [1]. 
существуют данные, указывающие на активацию 
gрx3 (секретируемой формы глутатионперокси-
дазы) под действием прогестерона [2, 3] и эффек-
тивность аналогов прогестерона при терапии 
эндометриоза [4]. Каталаза — фермент, выполня-
ющий сходную с глутатионпероксидазами функ-
цию (детоксикация пероксида водорода в орга-
низме). Уровень активности данного фермента 
при эндометриозе изменяется [5, 6], а полимор-
физм промотора его гена ассоциирован с риском 
развития этого заболевания  [7]. ранее мы упо-
минали о целесообразности анализа активности 
gPx3 при оценке эффективности воздействия 
аналогов прогестерона на клетки эндометрио-
идной ткани [8], однако, судя по имеющимся 
данным, анализ на каталазную активность может 
оказаться не менее важным и  информативным 
показателем реактивности ткани эндометрия, 
в  том числе в  эндометриоидных гетеротопиях 
при эндометриозе. важно изучить возможность 
оценки регресса гетеротопий по активности 
каталазы в их ткани. данное исследование пер-
спективно для разработки новых подходов к диа-
гностике эндометриоза, а  также его терапии.

Цель  — провести анализ активности ка-
талазы в  ткани эндометриоидных имплантов 
в экспериментальной модели эндометриоза на 
лабораторных крысах.

Материалы и методы
исследование проведено на половозрелых 

самках крыс линии вистар массой 170–220  г. 
все лабораторные животные получены из 
ФгУП «Питомник лабораторных животных 
«рапполово» и  содержались в  регламентиро-
ванных условиях вивария ФгБнУ «нии агир 
им. д.О.  Отта» при соблюдении всех правил 
содержания лабораторных животных: время 
и  порядок проведения карантина, маркиров-
ка всех особей, постоянный санитарный кон-
троль, стандартный рацион питания, свобод-
ный доступ к  воде и  пище, автоматический 
режим осве щения (день : ночь — 12 : 12 ч).

Подготовку животных к операции и выпол-
нение операции по моделированию эндометри-
оза с использованием лапаротомии проводили 
согласно описанию в работе [4]. все операции 
выполняли на стадии эструс, стандартизируя 
условия трансплантации фрагментов матки 
животных, находящихся в одинаковой стадии 
эстрального цикла. Перевязывали рог матки 
в области маточно-трубного перехода и на 1 см 
выше места бифуркации рогов. Фрагмент рога 
матки между лигатурами иссекали. Удаленный 
участок переносили в стерильную чашку Петри 
в  1 мл стерильного изотонического раствора 
хлорида натрия, вскрывали вдоль со стороны 
прикрепления маточной брыжейки и  разре-
зали на фрагменты размером 3 × 3 мм. Затем 
проводили аутотрансплантацию фрагментов 
ткани матки на участки в  брюшной полости 
животного. импланты размещали на передней 
брюшной стенке в области локализации круп-
ных сосудов, справа и слева от срединного раз-
реза таким образом, чтобы эндометрий был 

estimations of endometriosis regression, it could be useful to assess the activity of antioxidant enzymes within endome-
triotic foci. The present study is aimed at estimating the activity of catalase, a hydrogen peroxide-detoxifying enzyme, in 
surgically induced endometrial-like lesions with a variable degree of reduction.

Study design, materials and methods. The study was carried out on 12 mature female rats of Wistar strain. endometrial-
like lesions were induced by autotransplantation of uterine tissue fragments on the abdominal wall. after 35-37 days, 
the endometrial foci were extracted. catalase activity in the ectopic endometrium was determined by the Beers & sizer 
method modified as follows: recording hydrogen peroxide concentration decrease at 250 nm and using 3-amino-1,2,4-
triazole (aT) to assess specificity. The correlation between the specific catalase activity and protein amount in the ectopic 
endometrium was estimated.

Results. at the wavelength of 250 nm, a relatively weak interference of aT with other components of the reaction mixture 
was observed, which allows using the specific catalase inhibitor to indicate the enzyme activity. The activity is measured 
in a short period of incubation (less than 1 minute) and is proportional to amount of the endometrial tissue extract in 
the reaction mixture. as a rule, the most reduced endometriotic foci (with the lowest weight) possessed a higher catalase 
activity (the spearman’s rho was –0.66 with p < 0.025).

Conclusion. The method for determining catalase activity was adapted to work with endometriotic foci. With p < 0.025, 
we can accept that a low weight of endometriotic foci is linked with a relatively high catalase activity within their tissue. 
The results allow suggesting the involvement of catalase in reduction of endometrial lesions.
 ■ Keywords: endometriosis; correlation; catalase activity; enzyme; hydrogen peroxide; h2O2 molar absorption coefficient.
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ориентирован в сторону мезотелия. импланты 
фиксировали с  помощью шовного материала 
VicrYl*Plus antibacterial/resorbaarbeer (0–4) 
(Johnson&Johnson, Бельгия). всем животным во 
время операции была проведена двусторонняя 
овариоэктомия. После моделирования эндо-
метриоза всем животным назначили замести-
тельную гормональную терапию этинилэстра-
диолом. инъекции эстрогена в  дозе 50  мкг/кг 
в  масляном растворе проводили внутримы-
шечно, начиная со дня операции дважды в не-
делю до окончания эксперимента. спустя две 
недели после первой операции выполняли по-
вторную (диагностическую) лапаротомию для 
подтверждения жизнеспособности имплантов. 
Техника и  условия выполнения оперативного 
вмешательства были аналогичны первой ла-
паротомии. При условии визуализации одного 
и более имплантов животных оставляли в экс-
перименте, при отсутствии всех имплантов 
(потеря, отторжение и/или резорбция ткани) 
животных исключали из исследования. Через 
3 нед. от диагностической лапаротомии жи-
вотных выводили из эксперимента, используя 
глубокий ингаляционный наркоз. Проводили 
вскрытие, иссекали эндометриоидные очаги 
из окружающих тканей, после чего заморажи-
вали и  хранили при –85 °с до приготовления 
гомогенатов. От каждого животного для ана-
лиза актив ности каталазы брали по одному им-
планту; остальные импланты использовали для 
других исследований.

Каждый извлеченный имплант промывали 
в изотоническом растворе натрия хлорида и го-
могенизировали в стеклянном гомогенизаторе 
в 40 мкл охлажденного 0,05 М K-na-фосфатного 
буфера (рн 7,8) в течение 60 с. гомогенизатор 
промывали дополнительной порцией буфера 
(40 мкл); таким образом, общий объем рас-
твора для приготовления гомогената в каждом 
случае составил 80 мкл. гомогенаты центрифу-
гировали 6 мин при 4 °c, 1000 g. для последую-
щей проверки ингибирования ферментативной 
активности специфичным ингибитором ката-
лазы, 3-амино-1,2,4-триазолом (аТ), аликвоты 
супернатанта смешивали с  0,5 М водным рас-
твором аТ вдвое меньшего объема и  инкуби-
ровали 1 ч при 4 °c.

Каталазную активность в супернатанте опре-
деляли по изменению поглощения раствора 
в ультрафиолетовой части спектра, отражающе-
му изменение концентрации пероксида водоро-
да под действием фермента [9]. в соответствии 
с  законом Бера – ламберта оптическая плот-

ность раствора пероксида водорода линейно 
зависит от концентрации пероксида водорода, 
и при различных длинах волн ультрафиолето-
вого диапазона можно высчитать коэффициент 
молярного поглощения пероксида водорода при 
известных концентрациях последнего. длина 
волны, широко используемая для измерения 
концентрации пероксида водорода, состав-
ляет 240 нм, соответствующий коэффициент 
молярного поглощения для водного раствора 
h2O2 равен 43,6 M–1см–1 (проверен нами ранее 
при работе с глутатионпероксидазами) [10, 11]. 
спектр поглощения пероксида водорода не 
имеет пика при длине волны 240 нм, поглоще-
ние раствора h2O2 постепенно увеличивается 
при уменьшении длины волны и снижается при 
ее увеличении (не линейно) [9]. При низких на-
чальных концентрациях белка в супернатанте, 
содержащем каталазу, и,  соответственно, при 
необходимости внесения в реакционную смесь 
больших количеств супернатанта, смешан-
ного с  раствором аТ, была выявлена сильная 
интер ференция аТ с пероксидом водорода при 
длине волны 240  нм, что не позволяло точно 
регистрировать возможные изменения концен-
трации h2O2 в  присутствии ингибитора ката-
лазы. По этой причине был рассчитан коэффи-
циент молярного поглощения h2O2 для другой 
длины волны, 250 нм, с использованием соот-
ношения между величинами поглощения при 
240 и  250  нм (a240/a250) на основании спек-
тров поглощения растворов h2O2 в дистилли-
рованной воде (а также в K-na-фосфатном бу-
фере с рн 7,8, рис. 1). спектры регистрировали 
на четырех UV/Vis-спектрометрах: lambda 25 
(Perkin elmer, сШа), clariOstar (BMg lab-
tech, германия), nanoDrop One (Thermo scien-
tific, сШа) и  DU-65 (Beckman coulter, сШа). 
Коэффициент молярного поглощения при 
250  нм (ε250) был рассчитан для каждой спек-
трограммы по формуле

ε250 = 43,6/(a240/a250).

Затем вычисляли среднее значение ε250 
(в M–1см–1) для каждого спектрометра. для четы-
рех спектрометров среднее значение ε250 для пе-
роксида водорода составило 26,444 M–1см–1 (ме-
диана — 26,439, размах min–max — 26,08–26,82). 
средние значения для водного и  забуферен-
ного растворов оказались идентичными, по-
этому ε250 = 26,4 M–1см–1 был использован для 
оценки убыли концентрации пероксида водо-
рода при определении активности каталазы. 
Коэффициенты молярного поглощения h2O2 
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для других длин волн также были определены на 
основе записанных спектрограмм (таблица), что 
может быть использовано в дальнейшей работе.

супернатант гомогената инкубировали с пе-
роксидом водорода в кварцевой кювете с дли-
ной оптического пути 1 см. в тестовую кювету 
вносили 1,100 мл 0,05 М K-na-фосфатного бу-
фера (рн 7,8), 0,030 мл водного раствора h2O2 
(0,97 М — пергидроль, предварительно разбав-
ленный в 10 раз дистиллированной водой) и за-
тем дистиллированную воду и супернатант го-
могената до общего объема реакционной смеси, 
равного 1,230 мл. Поскольку инкубацию про-
водили при температуре внутри спектрометра 
(25–27 °c), в  кювету вносили в  охлажденном 
виде только дистиллированную воду с  супер-
натантом гомогената. в кювету сравнения вме-
сто супернатанта гомогената вносили охлаж-
денный буфер. в  полностью сформированной 
реакционной смеси начальная концентрация 
пероксида водорода составляла 23,66 мМ, оста-
валась стабильной в  кювете сравнения и  бы-
стро снижалась в тестовой кювете. Оптическую 
плотность при длине волны 250 нм первый раз 
измеряли через 20 с от момента внесения супер-
натанта гомогената и после тщательного пере-
мешивания реакционной смеси. Последующие 
измерения выполняли с  повторными переме-
шиваниями и  удалением газовых везикул, ра-
стущих на стенках кюветы при образовании O2 
в ферментативном разложении h2O2. При вне-
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Рис. 1. спектр поглощения пероксида водорода 
(23,7 мM) в 0,05 M K-na-фосфатном буфере (ph 7,8) 
в ультрафиолетовом диапазоне длин волн 240–260 нм
Fig. 1. absorption spectrum of 23.7 mM hydrogen per-

oxide in 0.05 M K-na-phosphate buffer (ph 7.8) in the 
ultraviolet wavelength range of 240–260 nm

Таблица 1 / Table 1

Коэффициенты молярного поглощения пероксида водорода, рассчитанные для длин волн ультрафиолетового 
диапазона 241–270 нм
Hydrogen peroxide molar absorption coefficients calculated for the ultraviolet wavelength range of 241–270 nm

Длина волны, нм
(λ, nm)

Коэффициент 
молярного 

поглощения H2O2, 
M–1см–1 (ε, M–1cm–1)

Длина волны, нм
(λ, nm)

Коэффициент 
молярного 

поглощения H2O2, 
M–1см–1 (ε, M–1cm–1)

Длина волны, нм
(λ, nm)

Коэффициент 
молярного 

поглощения H2O2, 
M–1см–1 (ε, M–1cm–1)

241 41,3 251 24,9 261 14,4

242 39,3 252 23,5 262 13,7

243 37,6 253 22,3 263 13,0

244 36,0 254 21,2 264 12,2

245 34,2 255 20,1 265 11,4

246 32,2 256 19,0 266 10,8

247 30,3 257 18,0 267 10,2

248 29.0 258 16,9 268 9,6

249 27,8 259 16,0 269 9,1

250 26,4 260 15,1 270 8,5

П р и м е ч а н и е. За основу для расчетов коэффициентов молярного поглощения h2O2 при длинах волн 
241–270  нм взяты коэффициент молярного поглощения h2O2 при 240 нм, равный 43,6 M–1см–1, и  соотноше-
ние между поглощением при 240 нм и при длине волны, указанной в таблице.
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сении в реакционную смесь супернатанта гомо-
гената, содержащего аТ, оптическая плотность 
оставалась в  диапазоне точных измерений 
спектрометра.

Концентрацию белка в  супернатанте гомо-
генатов определяли путем упрощенной тур-
бидиметрической процедуры, как описано 
в  работе  [12], с  использованием нескольких 
различающихся разведений одного и  того же 
биоматериала. данные по концентрации белка 
использовали как для расчета удельной актив-
ности каталазы, так и  для оценки массы гете-
ротопий (с учетом того, что гетеротопии гомо-
генизировали идентичным образом независимо 
от их размера).

в качестве стандартных образцов со ста-
бильной каталазной активностью, по которым 
контролировали воспроизводимость результа-
тов, применяли ферментные препараты Culex 
torrentium.

линейный характер зависимости скорости 
реакции от содержания биоматериала оцени-
вали с  использованием коэффициента детер-
минации  (r2), для оценки корреляции между 
удельной каталазной активностью и  массой 
биоматериала применяли ранговый коэффи-
циент корреляции спирмена (rho). расчеты 
выполняли в  программной среде r (вер-
сия 3.4.0) [13].

Результаты и обсуждение
При использовании длины волны 250 нм не 

наблюдалось сильной интерференции аТ с дру-
гими компонентами реакционной смеси, что 
позволило применить специфический ингиби-
тор каталазы для проверки принадлежности 
определяемой активности ферменту каталазе. 
во всех случаях после преинкубации материала 
эндометриоидных гетеротопий с  аТ разложе-
ние пероксида водорода блокировалось полно-
стью и в течение 1–3 мин инку бации оптическая 
плотность раствора не снижалась. Это позво-
лило идентифицировать h2O2-разрушающую 
активность материала эндометриоидных ге-
теротопий как каталазную активность. в про-
бах без аТ максимальная скорость убыли кон-
центрации пероксида водорода под действием 
фермента зарегистрирована в первые несколь-
ко десятков секунд после внесения биоматери-
ала в реакционную смесь (менее минуты); при 
этом скорость была пропорциональна концен-
трации материала гетеротопии в реакционной 
смеси (r2 составил 0,9934–0,9967 для разных 
гетеротопий; проверено до концентрации бел-

ка в  реакционной смеси, равной 0,037 мг/мл). 
При дальнейшей инкубации скорость фер-
ментативного разложения пероксида водорода 
снижалась. Таким образом, для дальнейшего 
расчета каталазной активности целесообразно 
использовать результаты измерений в течение 
первых десятков секунд инкубации. линейная 
зависимость скорости ферментативной реак-
ции от содержания материала эндометриоид-
ных гетеротопий означает, что в  соответству-
ющем диапазоне концентраций биоматериала 
приемлемо проводить сравнительные исследо-
вания удельной ферментативной активности 
в  образцах с  отличающимися разведениями 
(и, соответственно, с  разными концентрация-
ми белка).

рассчитанная удельная активность каталазы 
в  смоделированных эндометриоидных гетеро-
топиях у  12 самок крыс составила в  среднем 
88,41 мкмолей h2O2/мин на миллиграмм белка 
(медиана — 81,43, интерквартильный размах — 
78,64–94,41). Между удельной актив ностью ка-
талазы в  гетеротопиях и  массой гетеротопий 
(оцененной по количеству содержащегося в них 
растворимого белка) выявлена статистически 
значимая обратная корреляция: rho = –0,66, 
p = 0,02398 (рис. 2). Поскольку при моделиро-
вании гетеротопий размер имплантируемой 
ткани был приблизительно одинаковым для 
всех крыс, можно говорить о  существовании 
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Рис. 2. связь (обратная корреляция) между удельной 
активностью каталазы в гетеротопиях и их массой
Fig. 2. a negative link (reciprocal correlation) between 

the specific activity of catalase in endometriotic foci and 
the weight of endometrial biomaterial (estimated by total 
soluble protein that released into the supernatant during 
homogenization). hence, the link between the regression 
of endometrial lesion and the specific activity of catalase 
is positive
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положительной связи между степенью регрес-
са гетеротопии (который происходит как само-
произвольно, так и  под действием обработки 
половыми стероидами) и активностью катала-
зы в  ткани гетеротопии. иными словами, ге-
теротопии, наиболее сильно подвергающиеся 
регрессу, как правило, обладают более высокой 
активностью каталазы, и, наоборот, при слабом 
регрессе, его отсутствии или даже росте эндо-
метриоидной гетеротопии каталазная актив-
ность в основном низкая (с р < 0,025).

Полученные данные согласуются с  выво-
дом, сделанным ранее другими авторами [5, 6], 
о вовлеченности окислительного стресса в ме-
ханизм прогрессирования эндометриоза. на 
осно вании настоящего исследования справед-
ливо будет предположить, что усиление актив-
ности каталазы в  эндометриоидных гетерото-
пиях может привести к  их регрессу. в  связи 
с  этим целесообразны поиск нетоксичных 
изби рательных индукторов экспрессии ката-
лазы в эндометриоидной ткани и проверка их 
эффек тивности для терапии эндометриоза.
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