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Показано, что через 1 ч после субокципитального введения крысам антител к 
Дофямниф-монооксигсназс (не менее 1,2 мкг на 1 кг массы животного) происходят 
понижение уровня норадреналина и повышение уровня дофамина в ткани головного 
мозга. Наблюдаемый эффект стабилен в течение 6—12 ч. Как показано несколькими 
независимыми методами, действие антител является специфичным и не обусловлено 
их цитотоксическим воздействием на клетки мозга Полученные данные свидетель­
ствуют в пользу того, что наблюдаемый при шизофрении дисбаланс между уровнями 
норадреналина и дофамина в ЦНС может являться результатом понижения актив­
ности дофамин р-моноокгпгеназы Обсуждается возможность использования антител к 
лофамин-р монооксигеназе для моделирования шизофрении.

Одним из основных факторов, индуцирующих шизофрению и раз­
личные формы психозов, является резкое возрастание концентрации 
дофамина (ДА) в пресинаптнческнх окончаниях мозга, приводящее 
к стойкой блокаде соответствующих рецепторов, вызванное наруше­
нием в ЦНС баланса между норадреналином (НА) и ДА в пользу 
второго [1—4]. Биосинтез НА из ДА катализирует фермент дофамин- 
Р-монооксигеназа (ДБМ) (КФ 1.14.17.1), локализованный в мозгу в 
нейросекреторных гранулах окончаний адренергических нейронов; при 
стимуляции выделения ДБМ вместе с катехоламинами через лимфу 
высвобождаются в СМЖ и кровь [5]. За последнее время накопился 
довольно обширный клинический материал [6—8], свидетельствую­
щий о значительном понижении в крови и СМЖ уровней активности 
ДБМ при указанной патологии, что рассматривается как одна из воз­
можных причин избыточного образования ДА. Является ли понижен­
ный уровень ДБМ у больных шизофренией генетически обусловлен­
ным либо это результат развития наблюдаемых при данной патологии 
аутоиммунных процессов [9. 10], эти вопросы до настоящего времени 
не выяснены. К сожалению, прямых экспериментальных доказательств 
повышения уровня ДА в ЦНС как следствия снижения активности 
ДБМ пока не представлено. й -а



•. В . настоящем исследовании нам удалось воспроизвести наблю­
даемый при шизофрении дисбаланс между НА и ДА посредством бло­
кады ДБМ специфическими к ферменту антителами (АТ).

Материалы и методы

Б опытах использовали белых крыс-самцов массой 150—200 г и 
кроликов породы шиншилла массой 1,5—2 кг. Электрофоретически 
гомогенные препараты ДБМ из мозгового слоя надпочечников быка 
получали по методу Ljones и соавт. [11]. Иммунизацию кроликов бы­
чьей ДБМ проводили в два этапа (с интервалом 30 дней) введением 
в подколенный лимфатический узел раствора фермента в 20 мМ ка­
лий-фосфатном буфере, pH 6,5 (4 мг в 1 мл), из расчета 0,8 мг 
белка/1 кг массы животного. Электрофоретически гомогенную фрак­
цию АТ к ДБМ (фракция иммуноглобулинов G, 150 кД) получали 
из кроличьей антисыворотки посредством осаждения белков сульфа­
том аммония (40%) и ионнообменной хроматографии на ДЭАЭ-ц 
(ДЕ-32, «Sigma», США) [12]. Специфичность кроличьей антисыворот­
ки и фракций, содержащих АТ к ДБМ, определяли двойной иммуно­
диффузией на агаре («Difco», США) [13]. Концентрацию белка оп­
ределяли методом Lowry и соавт. [14], используя БСА в качестве 
стандарта. Концентрирование препаратов ДБМ и АТ проводили «су­
хим» диализом, используя полиэтиленгликоль с величиной М,. 35 кД 
(»FIuka* Швейцария). Раствор АТ (2 мг в 1 мл) в 10 мМ натрий­
фосфатном буфере, pH 7,5, вводили крысам субокципитально. Ранее 
было показано, что АТ к бычьей ДБМ кросс-реактивны по отношению 
к ферменту, выделенному из мозга крыс [15]. Контрольным животным 
вводили либо буфер без АТ, либо АТ, инактивированные термообра­
боткой (60°, 20 мин); предварительно было установлено, что обрабо­
танные таким образом АТ нс способны к взаимодействию с ДБМ. 
Концентрацию НА и ДА определяли методом флуоресцентного ана­
лиза [16], предварительно отмыв мозг от крови физиологическим ра­
створом. Получение меченных пиридоксальфосфатом АТ (ковалент­
ная сшивка по 8-аминогруппам остатков лизина) проводили следу­
ющим образом: АТ (4 мг в I мл) инкубировали с 10-кратным мо­
лярным избытком пиридоксальфосфата при pH 8,5 в 10 мМ NajHPOj 
в течение 1 ч в темноте, после чего добавляли насыщенный раствор 
боргидрита натрия и доводили pH инкубационной смеси до 7,5 1 М 
NaHjPOt. Избыток пиридоксальфосфата удаляли гель-фильтрацией 
на сефадексе G-50 («Pharmacia», Швеция), уравновешенном 10 мМ 
натрий-фосфатным буфером pH 7,5. Подобная обработка приводит 
к потере около 30% АТ (вследствие денатурации), что находится в 
пределах допущений данного метода. Концентрацию включившегося 
в состав АТ пиридоксальфосфата рассчитывали, исходя из значения 
коэффициента молярной экстинкции полосы при 334 нм, характерной 
для пиридоксальфосфата (Езз-ыи — 9700 М'Хсм ')■ 15 результате 

12 ‘ --



вышеописанной обработки на 1 молекулу АТ приходилось 5 молекул 
пиридоксальфосфата. Исследование наличия у АТ к ДБМ возмож­
ного цитотоксического воздействия проводили на культуре клеток ней­
робластомы (субклон N-2a опухоли С-1300). Клетки культивировали 
на среде Игла с 10%-ной сывороткой крови зародыша крупного рога­
того скота (коровы) в присутствии АТ (0,01 мл (2,6 мг/мл) на 1 мл 
среды). Перед добавлением в среду АТ стерилизовали под воздействи­
ем рентгеновских лучей (100 рентген, 15 мин) на установке «РУМБ-26» 
отечественного производства. Обработанные подобным образом АТ не 
терпли способность к взаимодействию с ДБМ. В контрольных экспе­
риментах использовали ту же среду без АТ. Эффективность клониро­
вания (Экл) определяли по критерию образования колоний согласно 
формуле.

Эк„ = -------колоний-----------------Х wo% [17]
число посеянных клеток

В качестве красителя использовали крист т < ческнй виолетовый. 
Динамику размножения клеток или пролиферативную активность ис­
следовали методом посева равного количества клеток во флаконы 
Карреля с последующим (через каждые 24 ч) подсчетом их в камере 
Фукса-Розенталя. Представленные ниже результаты являются сред­
ними трех независимых экспериментов (три посева), каждый из ко­
торых включал от 15 до 20 параллелей.

Оптические измерения ' проводили на спектрофотометре «Spe- 
kord М-40» (Германия), спектрофлуориметрах rPerkln-Elmer MPF-44A* 
(Швеция) и «Farand Optical СО“ (США) в кюветах с длиной опти­
ческого пути 1 см при комнатной температуре.

Результаты и обсуждение

Как следует из данных, представленных в табл. 1, через 1 ч 
после субокципитального введения крысам АТ к ДБМ (2,6 мкг АТ/ 
1 г массы животного) происходит резкое снижение в мозговой ткани 
концентрации НА (практически до нуля) и повышение концентрации 
ДА (приблизительно в три раза) по сравнению с исходными уров­
нями этих соединений у контрольных животных. Отмеченное воздей­
ствие проявляется при введении не менее 1,2 мкг АТ/ 1 г массы жи­
вотного. Максимальный эффект наблюдался при введении 3 мкг АТ/ 

1 г массы животного: более высокие количества АТ не приводили к 
дальнейшему изменению уровней катехоламинов в мозговой ткани 
(эффект насыщения). Как следует из данных, представленны.-; на 
рис. 1. воздействие АТ к ДБМ на уровни НА и ДА стабильно в те­
чение 6—12 ч. Эксперименты с использованием меченных пиридок­
сальфосфатом АТ к ДБМ показали, что АТ, субокципитально вве­
денные крысам, доходят до ткани мозга. В этих экспериментах через 

1 ч после введения АТ крыс дека цитировали, мозг промывали фи­
зиологическим раствором для удаления крови и гомогенизировали 
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в 10 мМ натрий-фосфатном буфере, pH 7,5,-содержащем 0,1%-ный 
тритон Х-100 и 1%-ный №С1 (2 мл буфера/100 мг ткани мозга) в 
гомогенизаторе Поттера. Гомогенат центрифугировали при 15000 § 
в течение 30 мин и осадок вновь подвергали вышеописанной проце­
дуре. Суммарный надосадочный раствор диализовали против того же 
буфера без тритона, а затем против того же буфера без Н’аО. Далее 
раствор концентрировали до 3 мл и подвегали гель-фильтрации 
на колонке с сефарозой 6В (1,8x25 см), уравновешенной 10 мМ бу­
фером. В элюируемых с колонки фракциях регистрировали характер­
ное для пиридоксальфосфата оптическое поглощение при 334 нм и 
интенсивность флуоресценции при 405 нм =334 нм). Полу­
ченные данные показали, что через 1 ч после субокципитального 
введения меченные пиридоксальфосфатом АТ к ДБМ обнаруживались 
в белковых экстрактах мозга крыс.

Рис. I. Зависимость уровней ДА (а) и НА (б) в головном мозгу крыс 
от времени. прошедшего после введения АТ к ДБМ. I—контроль. 
2—опыт. Каждая точка является средним десяти экспериментов. Кон­
центрация введенных АТ составляет 2.6 мкг на I г массы животного. 
По оси ординат концентрация норадреналина и дофамина в мкг/г 

ткани мозга.

Ранее в экспериментах in vitro при использовании суспензии хро­
маффинных клеток нами было показано, что АТ к ДБМ способны 



проникать через плазматическую мембрану и мембрану нейросекре­
торных гранул, доходя таким образом до места локализации фер­
мента и блокируя последний [18]. Аналогичные данные были полу­
чены при использовании синаптосом из коры головного мозга быка 
и кроличьей антисыворотки [19], а также при использовании цель­
ного мозга крыс и АТ к бычьей ДБМ [20]. Таким образом, на осно­
вании полученных нами и другими авторами данных можно с доста­
точной степенью достоверности утверждать, что при субокципиталь­
ном введении АТ к ДБМ проходят через ГЭБ в мозговую ткань и до­
ходяг до .места локализации фермента.

Рис. 2. Динамика размножения клеток нейробластомы в присутствии 
(Д—А) и без (®—•) АТ к ДБМ. По оси ординат число клеток 

• 10’, о логарифмическом масштабе

с другой стороны, нами была исключена возможность неспеци- 
фического воздействия АТ на уровни ДА и НА в мозговой ткани, по­
скольку никаких различий между содержанием этих соединений у 
контрольных животных в зависимости от того, вводили им буфер без 
АТ, либо АТ, инактивированные термообработкой, не было выявлено. 
О специфичности воздействия АТ свидетельствовало также отсутст­
вие линейной зависимости между количеством вводимых АТ и уров­
нями НА и ДА (эффект насыщения). Кроме того, эксперименты на 
культуре клеток нейробластомы свидетельствовали об отсутствии у 
АТ к ДБМ цитотоксической активности, что является еще одним не­
зависимым критерием специфичности воздействия АТ. Согласно ре­
зультатам отмеченных экспериментов Эк-., клеток нейробластомы, ин­
кубированных в среде с АТ, практически не отличалась от Э,., конт­
рольных клеток и составляла соответственно 63 и 61%. На рис. 2 
показана зависимость роста числа клеток нейробластомы от времени 
их культивирования в присутствии и без АТ к ДБМ. Как следует из 
представленных данных, АТ не оказывают существенного влияния на 
пролиферативную активность клеток.
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Таблица
Воздействие АТ к ДБМ на уровни НА и ДА 

в головном мозгу крыс

Концентрация катехоламинов, 
мкг г ткани мозга

контроль опыт

НА» 0,35 0,01

ДА” 0,40 1,10

Примечание. *— р<0.001, **—р<0.01.
Концентрация введенных АТ составляет 2.6 мкг 

на I г массы животного.

Данные, представленные в настоящем исследовании, свидетель­
ствуют в пользу того, что наблюдаемый при шизофрении дисбаланс 
между уровнями НА и ДА в ЦНС может быть результатом понижения 
активности ДБМ. С другой стороны, следует отметить, что в настоя­
щее время большинство экспериментальных моделей шизофрении ос­
новано на использовании агонистов дофамина (амфетаминовые пси­
хозы и т. п.), которые не воспроизводят, в той или иной степени, ни 
одну из стадий нарушения метаболизма, имеющего место при данной 
патологии, а лишь отражают ее конечный результат [21]. В этом 
аспекте, применение АТ к ДБМ для моделирования шизофрении у 
животных представляется, на наш взгляд, весьма перспективным.

ABOUT THE POSSIBILITY OF MODELING THE PROCESSES 
RESULT IN THE DISORDER IN CATECHOLAMINE METABOLISM 

ON THE STATE OF NORADRENALINE BIOSYNTHESIS
UNDER THE SCHIZOPHRENIA

BOYAJYAN A. S„ MANUKYAN K. L.. AIVAZYAN V. A.. POGOSYAN A. S.. 
KAZARYAN N. P„ KARAGEUZYAN K. G.

Institute of Molecular Biology. Nall. Acad. Sci.,of Rep. Armenia, Yerevan

In one hour after the suboccipital Injection of anilbodies to dopa- 
mlne-p-monooxygenase into rats (not less than 1,6 pg/g of body weight) 
the decrease of noradrenaline and the increase of dopamine have been 
observed. This effect was stable at a period of 6—12 hours. By the use 
of several Independent procedures It has been shovn that the influence 
ofc antibodies Is specific and not connected with cytotoxic effect. The 
data obtained suggest that a disbalance between dopamine and noradre­
naline observed under schizophrenia may be the result of a decrease In 
dopamine-S-monooxygenase levels. The possibility is dlscused about 
the use of antibodies to dopamine-fl-monooxygenase to modeling the 
schizophrenia.
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