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г։.......л...с,. -сом I: песвптптпч1ч-цпх унтохоПЛПпП б-՝.՜!,: тих п ■.,1у:н:։|։:1й 
головного мозга крысы с индукторами ПОЛ (жслезо-г.скорбзтной смесью) сопро­
вождаете:։ торможением де |-:мнаипоз.чниа серотэшша (•'. б,-. т МЛО-А») мито­
хондриях. и<՛ ПС г < • ■ а с-~; • .-:: одновр- м-. и։-:н:։՛ ։ '՛: ■ • • .-'Зг-.- ■ • 
ГАМК и глк> ОЗЗМ1ПП в обеих фракциях. Окисление 2-фснп.1-»ти.1амип.-1 (ФЭА) 
(субстрат МАО-15) в этих уел- зиих значимо и.՝ измен, етс::. Пчр.чзнлол, с.чектив- 
иый ингибитор МЛО-А. зффектинно тормозил дез: мшц|ров:.ни ՛ серэтонипа. ГАМК и 

...՛•՛՛ ФЭА. Изониазид и гидразиды хиноликкарбоиовых кислот (ии- 
1:5.! »!>•• •.-.О.гф ,:- |.--;-:н>.|н:; МАО мс- ;;,. .|де|.ж лц-:: .лила..; !՛ ■■■■•■ .адц
дезаминирование ГАМК и глюхозлмнна.

Предполагается, что индуцируемое ПОЛ модифицирование каталитических свой- 
- 'сго-.А!;.и.<, .-.-.а,, г •-:,.чул|и:уи: НОЛ с::.апт.7 -/Мах । п- и.- •--.•.ог.д-
ривх больших полушарий головного ::<։ ՝г'1. Это сопровоЖЛаст-са сиажс.։ идезами­
нирования серотонина и ФЭА и увеличением дезпипрог-аина ГАМК я глюкозами- 
1.3

Предполагается, что индуцируемое ПОЛ модифинирозлии- катг.лити хехпх свой­
ств мембраносвязанных МАО может вносить существенный вклад в нарушение 
медиаторных процессов в мозгу, в частности провоцировать возникновение' приступа 
•зпилсптичсских сулоро:.

Моноаминоксидазы (К-Ф- 1.4.3.4) катализируют реакцию окисли­
тельного дезаминирования моноаминов в ЦИС и периферических 
тканях [1]. Активность МАО является одним из существенных фак­
торов, определяющих уровень ряда нейромедиаторов в головном 
мозгу, и таким образом, важным механизмом регулирования самих 
медиаторных процессов [1]. В условиях стимуляции ПОЛ в биомемб- 
ранах МАО претерпевают модифицирование—такое изменение фер­
ментативных свойств, в результате которого наряду с некоторым еннр 
жением скорости окисления биогенных моноаминов появляются ка­
чественно новые реакции дезаминирования целого ряда азотистых 
соединений, к числу которых относятся аминосахара, ди- и полиампны, 
нуклеотиды, некоторые аминокислоты, такие как лизни н ГАМК [1].

56



К настоящему времени накоплен значительный материал о качествен­
ном изменении каталитических свойств МАО при стимуляции ПОЛ 
in vivo и in vitro [1—3], однако сравнительное изучение роли ПОЛ 
в модификации синаптосомпых и митохондриальных МАО мозга до 
сих пор не было проведено.

Целью настоящей работы было изучение возможного участия 
МАО спнаптосом и митохондрий мозга в дезаминировании ГАМК и 
глюкозамина при стимуляции ПОЛ in vitro, а также во время эпилеп*- 
тиформпого судорожного припадка, развитие которого сопровождается 
интенсификацией процессов ПОЛ [4—6].

Материалы и методы

В экспериментах использовали крыс линий Wistar и Кру- 
шинского-Молодкиной с наследственной аудиогенной эпилепсией, ге­
нерализованный судорожный припадок у которых индуцировали зву­
ком электрического звонка (110—120 дБ, 90 с).

Синаптосомы и несинаптические митохондрии из больших полу­
шарий мозга выделяли по методу Hajos [7], однократно промывали 
в 10 мМ фосфатном буфере (pH 7,4) и суспендировали в 20 мМ фос­
фатном буфере (pH 7,4). Для стимуляции ПОЛ синаптосомы и ми­
тохондрии (10—15 мг белка/мл) инкубировали с 10 мкМ Fe2+ и 
0,5 мМ аскорбатом 15 мин при 37՞ [3]. Содержание одного из вто* 
рпчных продуктов ПОЛ малонового диальдегнда (МДА) определяли 
в реакции с 2-тиобарбитуровой кислотой [8]. Для определения ак­
тивности МАО пробы (1—2 мг белка спнаптосом пли митохондрий) 
инкубировали в 1,8 мл 20 мМ фосфатного буфера (pH 7,4) в аэробных 
условиях в течение 30 мин при 37° с 5 мМ серотонином (субстрат 
МАО-А), 0,4 мМ ФЭА (субстрат МАО-Б). 10 мМ ГАЛАК или 8 мМ 
глюкозамином (субстраты модифицированных МАО). За это время 
имела место линейная зависимость между длительностью инкубации 
и количеством образующегося аммиака. Реакции останавливали до­
бавлением ТХУ (конечная концентрация 5%), осадок удаляли цент­
рифугированием, а в надосадочной жидкости определяли содержание 
освободившегося в ходе реакции аммиака методом изотермической 
микродиффузпи с последующей несслернзацией [1].

Селективный ингибитор МАО-А пнразндол [9], ингибиторы ак­
тивности диаминоксидаз гидразиды хинолнн-2- и хинолин-б-карбоно- 
вых кислот [Ю], ингибитор модифицированной активности МАО изо­
ниазид [1] добавляли в среду инкубации вместе с одним из субстра­
тов. Содержание белка определяли биуретовым методом [11] или ме­
тоду Lowry [12] с БСА в качестве стандарта.

В работе использовали серотонин креатннсульфат («rReanal». 
Венгрия), глюкозамип НС1 (cSlgma.։, США), кристаллический БСА. 
ГАМК, 2-тиобарбптуровую кислоту (rCalbiochem», США). Остальные 
реактивы были отечественного производства максимально доступной 
чистоты.



Результаты и обсуждение

Инкубация сипаптосом и несинаптических митохондрий больших 
полушарий головного мозга крыс с индукторами ПОЛ приводит к 
повышенному накоплению МДА в синаптосомах (в 1,8 раза) и в ми­
тохондриях (в 2,5 раза). Это сопровождается стимуляцией ГАМК- и 
глюкозамин-дезаминазных активностей (в 3—4 раза) в обеих фрак­
циях. Скорость дезаминирования ФЭА в синаптосомах и митохон­
дриях, серотонина в синаптосомах значимо не изменяется (р>0,3— 
0,8), в то время как скорость дезаминирования серотонина в мито­
хондриях снижается в среднем па 45% (табл. 1). Соотношения ско­
ростей дезаминирования ГАМК : серотонин и глюкозами!!: серотонин, 
отражающие взаимосвязь между индуцируемой и «классической» ак­
тивностями МАО, возрастает в условиях стимуляции ПОЛ в 3—5 раз.

Добавление селективного ингибитора МАО-А пнразидола сильно 
ингибирует дезаминирование ГАМК и полностью тормозит дезамини­
рование глюкозамипа и серотонина. Дезаминирование ФЭА при этом 
значимо не изменяется (табл. 2). Приведенные результаты полно­
стью согласуются с предыдущими данными [1, 2] о том, что деза­
минирование ГАМК и серотонина в условиях стимуляции ПОЛ, оче­
видно, катализируют именно модифицированные МАО-А.

Ранее было установлено, что активность модифицированных МАО 
чувствительна к изониазиду и другим ингибиторам диаминоксидаз 
[1]. В настоящей работе мы исследовали чувствительность ГАМК- и 
глюкозамин-дезаминазных активностей модифицированных МАО в 
условиях стимуляции ПОЛ к действию изониазида и двух новых эф­
фективных ингибиторов диаминоксидаз [10]. Результаты, приведен­
ные в табл. 3, свидетельствуют о том, что дезаминирование ГАМК 
и глюкозамипа, катализируемое синаптосомными и митохондриаль­
ными МАО, модифицированными в условиях стимуляции ПОЛ, су­
щественно ингибируются всеми исследованными соединениями.

Аудиогенный эпилептиформный судорожный припадок у крыс 
линии Крушинского-Молодкиной приводит к повышению содержания 
МДА в синаптосомах и несинаптических митохондриях больших по­
лушарий головного мозга (табл. 4), что сопровождается существен­
ным понижением скорости дезаминирования серотонина и ФЭА в 
обеих фракциях. В то же время дезаминирование ГАМК и глюко- 
замина резко возрастает (в 5 и более раз). Отношение скоростей; 
дезаминирования ГАМК: серотонин увеличивается от 0 до 2,62 в си­
наптосомах и от 0,06 до 2,1 в митохондриях. Аналогичные измене­
ния обнаружены и в соотношении скоростей дезаминирования глю- 
козамин : серотонин; в митохондриях оно повышается от 0,07 до 1,03, 
а в синаптосомах—от 0,01 до 1,08.

Ранее было установлено [1, 2], что стимуляция ПОЛ in vitro и 
in vivo в митохондриях мозга и других тканей приводит к изменению 
каталитических свойств МАО-А. Это изменение характеризуется по­
явлением качественно новых реакций дезаминирования азотистых
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Влияние хтимуляинн ПОЛ на содержание малонового диальдегида (МДА) и 
дезаминирование азотистых соединений в митохондриях и 

синаптосомах головного мозга

Таблица I

Примечание. Содержание МДА выражено в нмоль/мг белка. Скорость дезаминиро­
вания азотистых соединений выражена в нмрль МН3/мин на 1 мг белка, н. д.— 
различия статистически недостоверны (р>0,05). В каждой серии но 3—8 опытов.

Условия опыта Содержание
Дезаминирование Соотношение скоростей 

дезаминирования
МДА

серотонина 2-фенпл- 
этнламнна ГАМК глюкозаиина ГАМК: серо­

тонин
тюко?амнн: 
серотонин

Синаптосомы

Контроль 
ПОЛ 
Р

3,4±0.6
6.О-НО.7 
<(МЮ1

3.6+о,4
3,4+0,6

II. д.

2,2+0.4
1.7+0.4 

и. д.

0,5+0,3 
1,6+0.3 
<0,01

0.7+- ,2
2,9+0,6

0,14
0,47

0.19
0,85

Митохондрии

КОНТрОЛЬ 
ПОЛ 
Р

2,3+0,1
5,7+0,8
<0,001

8.93'1,0 
4.9+0.9 
<0.02

3.2+0,5
3,2+0,6 

н. д

1.1+0,4
4,0+0.7
<0,001

1,3+0,4
4.7+0.8 

<0,01

0,12
0,82

С.15 
0,96



соединений, которые обычно не являются субстратами МАО. Обпару 
жена существенная тканевая вариабельность модифицированных ак­
тивностей МАО, измеренных с различными азотистыми соединениями 
в качестве субстратов [1, 2]. При этом оказалось, что глюкозами!! 
является одним из лучших субстратов модифицированных МАО [1, 
13]. Известно, что суммарная митохондриальная фракция мозга

2
Влияние виразидьла на дезаминирование азотистых соединений в си .темах г 

проинкубированными в присутствии индукторов ПОЛ несинаптическими 
митохондриями из больших полушарий мозга крыс

ГИ’Л-. . V--.--. V-. ,-т-.

Субстрат Контроль I мМ п.?ра- 
зн дол

нм эль МНз/мнн на 1 мгбелка

Серотонин 
'’-фснилэтгламнп 
ГАМК
Гл оксзамин

4.9+0,9
3.2+0,б
4,0+0.7
4.7+0,8

0
2.5+0.6 
0,5+0.2

0

Примечание. Митохондрии проинкубировали с индукторами ПОЛ (Ее։+ и аскор­
батом), после чего измеряли скорость дезаминирования азотистых соединений в 
присутствии I мМ пиразидола или без него. В каждой серии по 3—7 опытов. Ана­
логичные результаты были получены и в опытах с сйнаптосомами.

Тай.ища :) 
Влияние ингибиторов модифицированных МАО и диаминокендаз на дезаминирование 
ГАМК и глюкозамина в систем»։ с фракциями еннаптосом или несинаптнческих 
митохондрий больших полушарий головного мозга крыс в условиях стимуляции ПОЛ

,’обавки (1 м\\) в среду 
изм.рения

ГАМК Глюкоза мин

Синаптосомы Митохондрии Синаптосомы Мито­
хондрии

1л з добавок
Изониазид
Гидразид хинолип-?-кар- 

боновой кислоты
Гидр зид хинолин-6.кар­

боновой кислоты

1.6+0,4
0.1

0

0

нмоль .хН|/м

3.9+1,2 
0,2

°

0

| на 1 мг б.՝лка

2.8+0,8
0.5+0.3

0

0.2

4.5+0,6
1.4+0,5

0

0.2

Примечание: Митохондрии и синаптосомы преиикубировалн с индукторами ПОЛ 
(Ге2+ и аскорбаом), после чего определяли ГАМК- и глюкозаминдезампназные 
активности в присутствии указанных ингибиторов. В каждой серии по 3—7 опытов.

обычно содержит синаптосомы (осмотически активные, частицы нерв­
ных окончаний), в «которых сохранены все главные структурные 
особенности нервных окончаний» [14]. Поэтому оставался открытым 
вопрос: где локализована ГАМК-дезаминазная активность модифици­
рованных МАО мозга (в синаптосомах, в митохондриях или в обеих
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'пб/ичл •/
Дезаминирование азотистых соединений >: содержание малонового дкалидсгпда 
(МДА) в синаптосомах и митохондриях мозга крыс линии Крушинского-Молодкиной 

при эпилептиформном судорожном припадке

IIримеча/шг. Содержание МДА

Условия опыта 
(группа животных)

Содержание 
МДА

Дезаминирование Соотношение скоро тей 
■ езаминнровання

серотонина 2-фенил- 
этидамлна ГАМК ГЛЮКОЗ- 

амина

ГАМК: [, 
серотонин |

’люко амин: 
серотонин

Синаптосомы
Контроль (коысы линии 
\Vlstar) 1,80+0.04 7,0+0,5 4.5±1.0 0 0,1+8,1 0 0,01

Эпилептиформный припа­
док (крысы линии Кру- 
шинского-Молодкиной)

Р
2,6+0.1
<0,001

1,30+0.03
<0,001

0,6+0,2 
<0,05

3,4+0,2
<0,001

1.4+0,1
<0.091

2,62 1,08

Митохондрии
Контроль (крысы линии

Эпилептн Ьормный припа­
док (крысы линии Кру- 
шинского-Молодкиной)

Р

1.30+0,04

3,6+0.1 
<0,001

8.2+0,9

3.1+11,2
<0,01

1

4,7+0,9

1,2+0,3
<0,05

0.5+0,2

6,5+0.1
<0,001

0,6+0.3

3.2+0,2
<11,001

0.06

2,10

0.(7

1.03

выражено в нмоль/мг белка. Скорость дезаминиро­
вания аминов—в имоль/мин на 1 мг белка. В каждой серии по 3—8 опытов.



фракциях)? Результаты настоящей работы показывают, что ПОЛ 
стимулирует в 3—4 раза ГАМК- и глюкозамии-дезвминазные актив­
ности как в синаптосомах, так и в несинаптических митохондриях. 
Реакции ферментативного дезаминирования ГАМК и глюкозамина в 
обеих фракциях характеризуются высокой чувствительностью как к 
селективному ингибитору МАО-А пиразидолу, так и к ингибиторам 
модифицированных МАО (изониазиду и гидразидам хннолнн-карбо- 
новых кислот). На это указывает сопоставление результатов, приве­
денных в табл. 1 и 4, согласно которым активность МАО А (суб­
страт серотонин) и МАО Б (субстрат ФЭА) подавляется при инду­
цировании ПОЛ в синаптосомах, но не в митохондриях. Кроме того, 
в синаптосомах, в отличие от митохондрий, при отсутствии эффекта 
индуцирования ПОЛ практически не наблюдалось дезаминирования 
ГАМК и глюкозамина.

Недавно было установлено, что инкубация липоксигеназы рети­
кулоцитов с митохондриями печени крысы вызывает качественное мо­
дифицирование мембраносвязанных МАО, сопровождающееся появ­
лением диаминоксндазоподобпой активности (субстрат: путресцин) 
[15]. Этот подход, пока неиспользованный в наших экспериментах, 
представляет значительный интерес для установления механизмов 
модифицирования каталитических свойств МАО in vivo. Можно пред­
положить, что в инициировании модификации каталитических свойств 
мембраносвязанных МАО при некоторых физиологических и пато­
физиологических состояниях участвует фермент, выполняющий сход­
ные с липоксигеназой функции.

По современным представлениям, интенсификация ПОЛ в голов­
ном мозгу способствует формированию такого патогенетически важ­
ного механизма, как качественное изменение ферментативной инак­
тивации нейромедиаторов; при этом существенное значение должна 
иметь модификация каталитической активности МАО [16]. Если до­
пустить,-что МАО сипаптосом и несинаптических митохондрий имеют 
соответственно ире- и постсинаптическую локализацию, обнаружен­
ные в наших опытах in vivo и in vitro, изменения активности этих 
ферментов позволяют рассмотреть следующий механизм ПОЛ-инду- 
цироваиного, МАО-зависимого нарушения инактивации медиаторов в 
головном мозгу. Снижение дезаминирования моиоамипов в мозгу 
должно способствовать пресипаптическому накоплению аминов и ин­
гибированию процессов их постсииаптнческой инактивации. Повы­
шение ГАМК-дезамипазнон активности должно, по-видпмому, вызы­
вать снижение пресииаптического содержания ГАМК. Все это может 
привести к нарушению сопряжения процессов торможения и воз­
буждения в ЦНС с очевидным преобладанием последних. Рассмот­
ренный механизм хорошо согласуется с данными, полученными в на­
стоящей и других работах па примере экспериментальной модели 
эпилепсии у животных: 1. Развитие эпилептической активности соп­
ровождается интенсификацией процессов ПОЛ [4, 16] (табл. 4); 2. 
Крысы линии Крушинского-Молодкниой характеризуются повыше- 
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пнем содержания ряда моноаминов в головном мозгу [17]; 3. При 
эпилептическом судорожном прижадке имеет место качественное из­
менение каталитических свойств МАО синаптосом и несипаптических 
митохондрий, сопровождающееся появлением ГАМК-дезаминазиой ак­
тивности (табл. 4) и снижением содержания ГАМК в головном 
мозгу [18, 19]. Аналогичные изменения (стимуляция ПОЛ, модифи­
кация МАО с появлением ГАМК-дезаминазиой активности г, мито­
хондриальной фракции мозга, снижение уровня ГАМК) были обна­
ружены в головном мозгу крыс с судорожным синдромом, вызван­
ным токсическим действием кислорода во время гипербарической ок­
сигенации [20].

Принято считать, что в норме содержание ГАМК в головном 
мозгу контролируется активностью двух ферментов [19]: глутамат­
декарбоксилазы, катализирующей образование ГАМК из глутамата, 
и ГАМК-трансамипазы, катализирующей перенос аминогруппы между 
ГАМК и 2-оксоглута ратом. Согласно нашим данным, индуцируемая 
ПОЛ модификация каталитических свойств МАО с появлением 
ГАМК-дезаминазиой активности может определять возможность уча­
стия модифицированных МАО в катаболизме ГАМК как в синапто- 
сомах, так и в несинаптических митохондриях мозга. Это, очевидно, 
приводит к вовлечению МАО в формирование патологически функ­
ционирующих регуляторных систем, которым придается важное зна­
чение в возникновении различных патологических состояний в ЦНС 
[5, 16].

MODIFICATION OF CATALYTIC PROPERTIES OF BRAIN 
MEMBRANE-BOUND MONOAMINE OXIDASES DURING 

LIPID PEROXIDATION

MEDVEDEV A. E., RAIGORODSKAYA D. I.. GORKIN V. Z.. 'FEDOTOVA I B 
•SE.MIOKHINA A. F.

Institute of Blolog'cil and Medical Chemistry, Academy of Medical Sciences 
of the USSR. Moscow

•Moscow Slate University

Effects of lipid peroxidation (LPO) on the catalytic properties of 
membrane-bound monoamine oxidases (MAO) were studied In brain sy- 
naptosomes and nonsynaptlc mitochondria. The incubation of both frac­
tions with LPO Inducers (t-a- ' ascorbate) wa shown, to be accompanied 
by a marked Increase In glucosamine- and -{-amino butyric acid (GABA) 
deamination, sensitive to inhibitors of modified MAO activity (isoniazid, 
hydrazides of quinoline carbonic acids). Simultaneously, deamination of 
serotonin (MAO-A substrate) was markedly decreased in mitochondria, 
but not in synaptosomes, while deamination of 2-phenyl-cthylamine 
(PEA; substrate of MAO- t) was Insignificantly changed In both frac­
tions. PyrazidoL a selective inhibitor of MAO-A, decreased the deami­
nation of serotonin, GABA and glucosamine, but not PEA.
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Audiogenic eplleptifonnic seizures in Krushinskli-AAolodklna strain 
rats intensified i.PO In brain, whi'h was accomp infer! by activation of 
GABA- and glucosamine deamination with simultaneous inhibition of 
serotonin and PEA deamination.

The data obtained suggest that i.PO-induced alienation in catalytic 
properties of MAO may make a valuable contnbulion in impnirement of 
neurotransmitter processes in brain under different neuropaO.ologica! 
disorders, characterired by intensive I.P .
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