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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 612.822.1

ДЕЙСТВИЕ ПИКРОТОКСИНА И ГАМК НА ВЫСВОБОЖДЕНИЕ ®Н-НОРАДРЕНАЛИНА И “С-ГАМК ИЗ СИНАПТОССШ ?ор

БОЛЬШИХ ПОЛУШАРИИ МОЗГА КРЫС

ТОЗАЛАКЯН П. В., АРАКЕЛЯН Л. Н„ ГЕВОРКЯН Г. А.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Результаты исследований последних лет позволили предположить 
возможность преоинаптичсскои регуляции высвобождения норадрена
лина (НА) со стороны ГАЛК [1 4] н ауторегуляции высвобождения 
ГАМК [5, 6]. Однако интимные механизмы, лежащие в основе этих' про 
цсссов, во многом остаются неясными. Показано, что важную рольвдей 
ствии ГАМК па высвобождение НА и ГАМК игпяет С-Ц, „ „„ трас։ , л оно ТОП-
мозится или имитируется бикукуллином в зависимости от концентрат и 
последнего [1, 2. 6, 7]. Были получены также данные о том, что ГАМК 
влияет на транспорт К + через мембрану синаптосом [8] и для по зации ее постспмаптического действия необходим С1~ [9] В тит Я ՛" 
встречаются единичные сообщения о том, что С1 уч-и-тп^-г ՝111теРатуре

•• т-л мтл от п <<илвует и в пресина-
•птическом действий ГАЛАК [Ю]. Пикротоксин является неконку-ре ингибитором действия ГАМК [9] и в определенных концентрациях п՛^ 

тирует ее эффект па спонтанное высвобождение НА из срезов мезо ди 
энцефалыюй области мозга [2], при увеличен,ни его концентрации тор. 
мозит электрически вызванное высвобождение ГАМК из срезов го больших полушарий мозга [II]- ! ՝°Р։>1

Учитывая взаимосвязь НА- и ГАМК-ергической систем и"•՛՝•« и ВОЗМОЖНОСТЬ 
существования различных механизмов высвобождения НА и Г\ИГ 
представлялось целесообразным сравнительное изучение высвобо • ՝ ' 
этих .медиаторов в одинаковых условиях. В настоящей работ > ' ' ' С1М1Я 
чено высвобождение 3Н-НА и ''С-ГАМК из синаптосом коры' бо п ,'2 ՜ 
полушарий мозга крыс под действием 40 мМ 1\ ’ и ГАМК С ։1и"х 
блокатора хлорных каналов—пикротоксина была сдез- • ՛ "°՝,01ЦЫ0 
выяснить значение С1 в регулирующем действии ГАМГ 1ЮЛЫТКа

В работе использовали ГАМК («Кеапа!», Веиприя)
иую кислоту (АОУК). ппразпд, аскорбиновую кислоте ։)(’^«уксус- 

США), меченые Ь[^^]-иорадРепали.ьги^охлоРТ(^НА) 
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с У. А. 555 ГБк/'ммоль и 4-ами!Ю-н-[1)-|4С]-масляную кислоту 
(14С-ГАМК) с-У. А. 8,288 ГБк/ммоль («Amcrshanl Radiochemical Centre»,. 
Англия).

Сииаптосомы выделяли по методу Hajos [ L2] из коры больших по
лушарий мозга крыс массой 120—150 г. Полученную после центрифуги
рования в градиенте сахарозы сипаптосомпую фракцию (в слое 0,8 М 
сахарозы) осторожно наполовину разбавляли холодной водой, и синап- 
тосомы осаждали центрифугированном 15 мин при 15000 g. Осадок ре- 
суспендировали в 0.32 М сахарозе. Для инкубаций! и перфузии исполь
зовали Кребс-бикарбонатный буфер, pH 7,4, с составом (в мМ): NaCl— 
113; КС1—4; КН2РО<-1,2; MgSO4-l,2; NaHCO3-25; СаС12֊2,5; глюко
за—11,5. С целью предотвращения распада Н-НА в буфер добавляли 
ипразид (0,1 мг/мл) и аскорбиновую кислоту (0,2 мг/мл). В случае 40 мМ 
К ֊ в буфере часть NaCl заменяли соответствующим количеством КС1.

Рис. 1. Высвобождение ЗЦ-НА (/) » 
14С-ГАМК (2) из снпаптосом коры 
больших полушарий. По осн абсцисс— 
время суперфузии; по осп ординат— 
величина высвобождения ЗН-НА и 
14С-ГАМК. Представлены средине 

данные 6 опытов

Буфер постоянно насыщался смесью О2/’СО2 (95 : 5). Суспензию вводили в 
- 'ben (примерно 1 м.г бсл.ка/мл) и инкубировали 5 мин, после чегодобав- 

* I |4С-ГАМК и’Н-НА (в'конечной концентрации 10 ' М). Ин- 
ЛЯб пню продолжали еще 10 мин. Затем по 1 мл инкубационной 
К^0Я1 пвотили в суперфузионную камеру на MF-миллипоровые фильтры 
СМеС1* пом пор 0,65 мкм («Millipore 1пс», США), промывали 0,15 М ра- 
с диаметр . бавЛЯЛ11 буфер и суперфузию проводили со скоростью 
створом > это было необходимо, среда содержала ГАМК 
ПО-ГмГпикро ’токсин (10"՝ М) и АОУК (10 з и ш , М) Пробы от- 

. посте 10-й мин, когда устанавливалась относительно по- бирали по мл аЫСВОбождения радиоактивности. Затем перфузаты и 
стоянная скорое ’ этаШ)Ла и Ю мл сцинтиллятора Брея и считали 
фильтр заливали ।п0 программе двойной метки на жидкостном 
радиоактивность 0MeTpe «Intertechnique SL-4221», Франция,
сцинтилляционном - рассчитывали по отношению радиоактив-
Величину высвобожд мдаент к ее количеству в этот же момент в 
ности в перфузате в Д Бечок определяли по Lowry и соавт. [13]. 
спнаптосомахш на фильтр • ֊ „зуЧено высвобождение 3Н-НА и

В первой серии опытов е гдмк высвобождалась зпа.
14С-ГАМК. Как видно из рис. I, в >
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чителыю большая часть захваченного медиатора, чем в случае 3Н-НА. 
Возможно, что это различие—следствие неодинакового ответа мембран 
НА- и ГЛМК-сргичсских синаптоеом на действие К+ или же обусловлено 
наличием в инкубационной среде ингибитора МАО-ипразида.

Рис. 2. Действие пикротоксина и ГАМК на высвобождение ЗН-НАП и 
ИС-ГАМКЯ а—эффект пикротоксина на спонтанное высвобождение; б— 
эффект пикротоксина н ГАМК на высвобождение, вызванное 40 мМ К*-, 
/—контроль; 2—пикротоксин; 3--ГАМК; 4—пикротоксин+ГАМК.

• р<0,05 но сравнению с контролем; ♦* р<0.05 по сравнению со смежным 
столбцом в данной паре; * ’ р<0,05 по сравнению с ГАМК. Представлены 

средние данные 4—8 опытов

Привлекает внимание то обстоятельство, что макочмем депия '“С-ГАМК выявлялся позже, чем у 3Н-НЛ Сот • выовооож- 
ным данным [14], высвобождение биогенных амилов °1ЛаСНо л'Ите,Ратур- 
ний происходит из везикул, возможно, путем экзоцигоза Пе₽ВМЫх око,н‘'а- 
покислоты высвобождаются из цитоплазмы, сохраняя ՛ Т°РДЗ КЭ'К ЭМН՜ 
чество везикулярного медиатора. Различие набзю.т * П0СТ0ЯННЫл։ коли- 
го процесса для 3Н-НА и ''-С-ГАМК, согласуется ” скорости это՜ 
различных механизмах их высвобождения Следе пРедпол'ОЖением о 
(10 3 и !>' М) в наших экспериментах вракХ “ГГ1’^’ЧТ° А°УК 
вобожденпе "С-ГАА1К, что указывает на то И Не измеаяЛ|а выс- 

что ПР" стимуляции, в ос
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новном, высвобождается ГАМК, а не се метаболиты. В литературе встре
чаются данные о том, что некоторые карбонильные агенты могут влиять 
па высвобождение катехол аминов [15]. Однако АОУ К в примененных на
ми концентрациях не влияла на выход ®П-НА.

При перфузии синаптосом буфером, содержащим пикротоксин 
(10 3 М), наблюдалось статистически достоверное торможение спонтан
ного высвобождения 3Н-НА (рис. 2, а). Это действие имело, по всей ве
роятности, избирательный характер, так как выход НС-ГАМК при этом 
не изменялся.

Высвобождение ГАМК, вызванное 40 мМ К+, также не изменялось 
под действием пикротоксина (рис. 2, б). Однако «гомогенный обмен» 
(11опто.ехс11ап£е) ГАМК в присутствии пикротоксина тормозился При 
«гомогенном обмене» захват экзогенной ГАМК сопровождался вытесне
нием эндогенной. Поскольку пикротоксин в наших опытах не влиял на 
высвобождение '>С ГАМК, можно сделать вывод о том, что он тор
мозит захват ГАМК, тем более известно, что С1 вместе с №* играет оп
ределенную роль в транспорте ГАМК [1(>], возможно, в качестве конт,,,- 
исма [17].

Притекают внимание данные о действии пикротоксина и ГАМК на 
высвооожденне 3Н-НА. Вызванное 40 мМ К = высвобождение ’Н-НА из 
синаптосом не изменялось под действием ГАМК (10 3 М) „ пикроток
сина (10 3 М) (рис. 2, б). Совместное добавление ГАМК и пи.крЛкеи- 
на в первые 4 мин уменьшало выхот мп.Г1.„ .1 , 7 метки, затем вместо ожидаемогопонижения и ооразовамия плато на к֊.-,..-1 3,т цд п кривой иаолюдалось перманентноеувеличение выхода 3Н-НА. Важно чт«1-лмт- то в это же время величина высво-оождения ИС-ГАМК уменьшалась чтг, ,' 1ГО указывает на специфичность действия пикротоксина и ГАМК в откошен.... пл., , , ошсппи НА-ергическпх синаптосомДля объяснения механизма оо.наружен1илгм „ж.1 - |՝е||иою эффекта необходимо детальное исследование действия иикротоксп..-, .. АЧЖ1.,, „ к(-ииа на транспорт С . В качестве
рабочей гипотезы для дальнейших исглл-.™,' _ "^следовании можно предположитьследующий возможный механизм. Ранее (м.п„ „'се оыло показано, что в суспензии 
деполяризованных синаптосом корь, больших полушарий ГАМК приво
дит к усилению входа К [10]. Если предположить, что вход К - в этом 
случае сопровождается и входом С1 , то, Е03мож„0 блок„ровад)1С 
кротокои.юм его каналов может привести к перераспределению ионов 
и изменению д.шам-икн высвобождения НА. Это один из возможных ме
ханизмов, опровергнуть или подтвердить который помогут лишь дальней
шие эксперименты. Однако литературные данные о специфичности дей
ствия пикротоксина па каналы С1 ֊11] „ результаты представленной 
работы позволяют утверждать, что С1 играет важную роль в преспиап- 
тическом действии ГАМК на НА- и ГАМК-ергические окончания.
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EFFEC1S OF PICROTOXIN AND GABA'ON THE RELFASF or 
H-NORADRENALINE AND "C-CABA FROM RAT BRA!N 

CORTICAL SYNAPTOSOMES

FOZALAKIAN P. V., ARAKELIAN L. N., GEVORKIAN G A 
Instate of Biochemistry, Academy of Sciences of Armenian SSR, Yerevan

The release of ’H-noradrenaline (3H-NA) and "C-GABA from n,r 
tical synaptosomes has been studied. The maximum of nnfaer evoked “C-GABA release was reached later than that of ’H NA₽K+՜ 1'П՛ 
ked increase of fractional rate constant was much more pronouncedX 
the case of GABA than in the case of NA. These data are in aa . ՝ J ' 
with finding that mechanisms of release of monoamine and"aiXT'S 

transmitters are different. Picrotoxin (10֊’M) inhibited spontaneous ₽ffi„v 
of ’H-NA without effect on that of "C-GABA. Picrotoxin itself did t change the К -evoked release of GABA, but decreased “homoexchan"<° 
of this transmitter possibly by the inhibition of GABA uptake Th & 
tassium evoked release of ’H-NA was not affected neither' bv GABA 
(10֊3M) nor by picrotoxin, but Joint addition of these substances sio-nl 
ficantly changed the profile of the release. Data obtained show that CI- 
ions can play an important role in the presynaptic effect of GABA.
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