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Д ,М. МАРТИРОСЯН С. С ЛАЛАЛЯН. И. С. БЛКУНЦ.

Г. С МХИТАРЯН. С Н АЙРАПЕТЯН

Институт *>;enepi<«e»ira.ibiioA биологии АН АрмССР. Ереван

Показано, что фосфоднпааэ А5 увеличивает внутриклеточное содержа
ние 11АМФ н цГМФ и модулирует влияние ацетилхолина на систему цик
лических нуклеотидов.

Soijg Հ տրված, որ Ա_. ( Ներրէքսւյին glklHb և ;/Գ11 'Ji
րանակր ե վէրափախում աջետյղխպֆնի տՒԿէՒԿ
հսւմ։սկսւրց1’ վրա։

Il is shown that phospholipase V increases the inrracclhilar concenlration 
of both cAMP and cGMP and modulates ihe acetylcholine influence on 
th cyclic nude tides system.

Фосфо.<улоз։т 4շ—цисличиччиг нуклеотиды— ацегн.։хо.։ин.Данные о влияния ацетилхолина на внутриклеточное содержание циклических нуклеотидов противоречивы. Так, АХ увеличивал содержание иГМФ и синаптических ганглиях быка [8]. но н нейрональных ганглиях нин«ира.1н<5Й улитки несколько снижал его |!]- Выло показано также, что АХ ингибирует аденялатцякла <у сердечной мышцы и печени [ 1(1]. одна:-; • в срезах мозгового зещеегпл ни цючечнпка бы ка он стимулировал аккумуляции цЛМФ, нс влияя на активность а.Ю' ни.1.41 циклазы [4].11и11\։1н-> что фосфолипаза Л; (ФЛ \Д •>к:։зынаг: влияние на лиугрикж‘точный уровень цГМФ [9]. а также можс։ м<>аудировать Ионную пр՛՛:։ •днмость и ХХ-чувствительносг։. нервных клеток |3, 7|
՛ .uHpamciito* Ф.'1 \ фосфпЛнпл и ПК допилено։։.։ u i.nr.։u(a
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Целью настоящей работы явилось изучение влияния ФЛ-Ла на уровень цАМФ и цГМФ в условиях действия ЛХ.
Материн.։ методика. Эксперименты проводили на изолированной централь

ной нервной системе виноградной улитки (XII.1988) Использовали физиологический 
раствор следующего состава (мМ): \аС1—84. КС—4. СаС1?—7. MgCl2—15. глюко
за—К). rpzc-HCl 10 Реактивы применяли в следующих концентрациях: АХ -10 5 М. 
фосфолипаза Д—20 мкг/мл (фирма Serva), дециленовая кислота (ДК)—1,5 мМ 
(TOKYO KASE! Со.hid.. JAPAN), кетамин 10-4 м (Parke Davis Company, London) 
Ф.’1֊А2—20 мкг/мл {подучена из яда среднеазиатской кобры Naja oxiana Eichwald к 
Инс н у те биохимии АН УзССР). Активность фермента определяли ацидиметрическим 
методом [11], что составляет условных 33.000 ел/мг.

Изменение текучести липидов пол действием ФЛ-Л2 и кетамина определяли с 
помощью флуоресцентного зонда пирена Г2]

Внутриклеточное содержание цАМФ и цГМФ измеряли следующим образом: пре- 
нарирошнные ганглии инкубировали в соответствующих растворах (с АХ—в течение 
5 минут, в фпсфорпл:-за.\ 10 мин. в кетамннС и ДК—30 минут), затем ганглии гомэ- 
1Ччнлиронали в 50 м.М трис-HCI содержащем 10 мМ ЭДТА (pH 7.4) Белки осаж- 
Шли спиртом (96%) с послед} юнг м центрифугированием при 10000 g в течение 15 ми
нут. Осадок промывали 70%-ным спиртом н вновь центрифугировали в течение 5 ми
нут. Полученные н.чдосадкн объединяли и подвергали высушиванию в вакууме. Кон
центрацию циклических пуклейгидов определял;՛ радиоиммунным методом [12]. нс- 
тюлы-уя стандартный набор pi активов радиохимического центра «.Aireisli.-i-тп (Англия).

Результаты и обсуждение. Как видно н.< рис. I. ЛХ нс влияет на внутриклеточное содержание цАМФ. В условиях предварительной инкубации ганглиев в растворе, содержащем ФЛ-А2, уровень цАМФ ПО
ТО

i
։® .

VI

л
Ри.. 1- Рис. 2.

Рис. I 11.змет чщ՛ внутриклеточного содержания цАМФ в различных 
условиях инкубации (и=10)

Рис. ? И-.мещ-мщ кбличестна цГМФ । 'Д н различных условиях инку
бации (к- 10).пытается иг: 40% В этих же условиях :юд влиянием АХ он снижается почти в два раза. Аналогичное воздействие наблюдается я при изучении влияния ЛХ и ФЛ-А? на внутриклеточное содержание цГМФ (рис. 2). При этом ФЛ-Аг увеличивает содержание цГМФ на 35%. Из рисунка видно также, что фосфолипаза Д не влияет на содержание циклических нуклеотидов в клетке.Представленные данные подтверждают результаты, полученные ранее другими авторами [9], показавшими, что ФЛ-А5 стимулирует активность циклазных систем. 563



Известно, что активность мембранных ферментов зависит как от липидного состава, га?; я от текучести липидного слоя мембраны. Исследование .влияния ФЛ-А2 на текучесть липидного слоя грубых микросом ал 1ных фракций мембраны нейронов виноградной улитки выя вило снижение текучести мембраны на 8%. Для выяснения роли текучести липидов в процессе стимуляции уровня цАМФ и цГМФ фосфолипазой А2. ганглии предварительно обрабатывались веществами модулирующих текучесть липидов (кетамин и ДК). Было показано, что как ДК (ненасыщенная жирная кислота с 10 атомами углерода в уг- л йв՛..՛ до род ной цепи), повышающая текучесть [13], так и кетамин (2 орто-хлорофилл-2-метиламине-циклогексанона гидрохлорид, диссоциа- ативный анестетик), уменьшающий текучесть клеточных мембран [5]. не оказывают влияния на количество цАМФ (табл.). Однако прояви֊
Изменение уровня циклических нуклеотидов в
<ЛР.ИСН.МОС1И от гскучести мембраны. % п р.

Уело • •я ։;>вн к АМ <• ьГ'АФ

Норма 10»±5 1М-5
Ф. । А 140-5-7’ !3.',+бг
ДК 100-9 124;֊՝
ДК-1-ФЛ V. 133+15
Кет.тм.-н ‘20. ±7 163 ±9'
Кетамин+Ф Л 116+К 233-Ю’статистически лостоасрное «ттнлоцение (Р<0.05) ригельная инкубация ганглиев в среде, содержащей кетамин, резко повышает содержание цГМФ в клетках. При этом сохраняется стимулирующее влияние ФЛ-Л» на уровень цГМФ, происходи։ суммация эффектов кетамина и ФЛ-А2.Как видно из таблицы, ДК также увеличивает содержание цГМФ, хотя и з меньшей степени по сравнению с кетамином.Таким образом, и при увеличении, и при уменьшении текучести мембраны не меняется уровень цАМФ и увеличивается уровень цГМФ. а ФЛ-А:. в обоих случаях сохраняет стимулирующее влияние на содержание циклических нуклеотидов. Это позволяет предположить. ио модуляция [у.ветвительиости циклазных систем ФЛ-Д2 но зависит от изменения текучести липидов.Икмсстио, что под ••• ՛ ՛֊• ФЛ-Аз цроисход1п ббразоаДние свободных жирных кислот Наряду <• этим показано, что свободные жирные кислоты могут оказывать влияние на уровень цАМФ г. цГМФ в клетке [б]. Полученные нами экспериментальные данные можно ин- терпретнрокагь следующим образом: под денстзпем ФЛ-А2 происходит о:'газование свободных жирных кислот, которые путем прямого взаи- мо։ейс~вия с циклазными системами активируют их. что в свою очередь приводит к повышению внутриклеточного уровня цАМФ и цГМФ. Го։ факт, что изменение текучести мембран։.! нс влияет На эффекты Ф-Л А?. также спи ։е։ельеткует к пользу нашего предположения.5б‘!



На основании вышесказанного можно полагать, что чувствительность никла ных систем нейрональных мембран к \К может зависеть от степени активности фосфолипаз. Противоречивость результатов исследований. полученных при изучении влияния XX на урозен։. -иче- ских нуклеотидов, может объясняться тем. что сезонные изменения (особенно выраженные у пойкнлотермяых животных) могут приводит- к изменению фосфолипазной активности, что. в свою очередь, может влиять на чувствительность цАМФ в цГ'МФ к АХ.Авторы выражают благодарность сотрудникам лаб. биофизики Института фотобиологии АП БССР за предоставленную возможность и помощь при измерении текучести мембрзных фракций. Авторы благодарят также сотрудника Инстд.ут.ч биохимии АН АрмССР Ананян А. за помощь три определении активности ФЛ-Аг
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