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Проведено количественное определение некоторых пептидов, катехоламинов, серотони
на и ГАМК, а также чувствительности рецепторных белков в гиппокампе мозга крыс после 
обучения животных реакции активного избегания о челночной камере. Выяснено, что при 
обучении происходит увеличение концентрации А^-вазопрессина и серотонина и снижение 
дофамина, ГАМК, субстанции Р и Р-эндорфина. Кроме того, было найдено, что увеличивается 
плотность Д2 -дофаминового и ГАМК-рецепторов и уменьшается число мест связывания для 
лигандов М-холинорсцептора. Показано, что обучение животных сопровождается повышением 
активности сАМР- и Са2՜*՜ -кальмодулинзависимых протеинкиназ. Делается заключение, что 
при обучении крыс происходит усиленный обмен АХ в гиппокампе, который регулируется 
тормозящими ГАМК-, дофамин- и пептидергическими интернейронами, проецирующимися из 
септальной области мозга.

* • *

В настоящее время выяснено, что лимбические структуры мозга, и в 
особенности септо-гиппокампальная область, участвуют в различных 
поведенческих реакциях крыс [1, 2]. Морфологическими, физиологически
ми и фармакологическими исследованиями было найдено, что ингибирова
ние нейрональной активности гиппокампа или изоляция этой структры от 
септума (денервация) приводят к полной или частичной потере поведенчес
ких реакций [3]. Предполагается, что специфические изменения транс
мембранного потенциала пирамидальных клеток гиппокампа, выражающие
ся в длительной потенциации и запускающиеся афферентами из септума, 
могут лежать в основе синаптической пластичности, в записывании и 
хранении информации [4]. Показано, что в синаптических контактах 
септо-гиппокампальных нейронов принимают участие АХ [5], глутамино
вая кислота [6], дофамин [7], ГАМК [8], субстанция Р и [5-эндорфин [5]. 
В этой сложной иерархии регуляции физиологической активности гиппо
кампа ведущее значение имеют соответствующие рецепторные системы, их 
модуляция и регуляция, которые трансдуцируют синаптический сигнал и в 
конечном итоге обусловливают длительные биохимические изменения.

В настоящей работе изучены количественные сдвиги катехоламинов 
и некоторых пептидов в гиппокампе, изменение чувствительности опреде
ленных рецепторных систем, а также активностей основных протеинкиназ 
в процессе обучения и условнорефлекторной деятельности.
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Материалы и методы

Опыты проводили на растущих крысах-самцах массой 100-120 г. 
Реакцию активного избегания животных вырабатывали по методу, описан
ному Айвазашвили, Иорданишвили [9] в челночной камере с помощью 
светового сигнала и электрического раздражения. Для улучшения условно- 
рефлекторной деятельности к пище добавляли оротовую и инозиновую 
кислоты, а также витамины по методу, описанному ранее [10]. В качестве 
контрольных использовали крыс, получавших тот же рацион питания.

Синаптические мембраны выделяли по методу Whittaker [11]. Связы
вание различных лигандов с рецепторными белками определяли в среде, 
содержащей 120 мМ NaCI, 4 мМ КС1, 1,2 мМ CaCU, 1,3 мМ MgCI,. 
50 мМ трис-НС1, pH 7,4, 10 мкМ паргиллина. При определении плотности 
дофаминового рецептора инкубационная среда содержала от 0,5 до 10 нМ 
['Н] спироперидола, рецепторов ГАМК — от 0,5 до 15 нМ [3Н] мусцимола, 
мускаринового холинорецептора — от 1 до 15 нМ [3Н] квиниклидинилоен- 
зилата и [1-адренорецептора — от 0,7 до 10 нМ [3Н]дигидроальпренолола. 
Для определения неспецифического связывания использовали 10 мкМ 
сульпирида (Д2—дофаминовый рецептор), 100 мкМ ГАМК 
(ГАМК-рецептор), 10 мкМ пропранолола (p-адренорецептор) и 10 мкМ 
атропина (мускариновый холинорецептор). В опытах использовали по 0,4 
мг/мл белка. Инкубирование проводили в течение 25 мин при комнатной 
температуре, и смесь фильтровали через фильтры GF/C («Whatman», 
Англия). Фильтры промывали 20 мл буфера и радиоактивность считали 
в толуольной сцинтилляционной смеси.

Протеинкиназную активность определяли по методу Johnson и соавт. 
(12]. В соответствующих опытах добавляли либо 10 мкМ сАМР (сАМР-за- 
висимая протеинкиназа), либо 10 мкМ СаС12 и 25 мкг/мл кальмодулина 
(Са2+ -кальмодулинзависимая протеинкиназа). Количество биогенных мо
ноаминов (серотонин, дофамин, норадреналин) и ГАМК определяли с 
помощью дансил-дериватизации и ТСХ по методу, описанному ранее [10].

Определение пептидов проводили с помощью хроматографа высокого 
Давления фирмы «Millipore-Waters» (США). Образцы ткани кипятили в 5 
объемах воды в течение 3 мин, гомогенизировали и добавляли равный 
объем 0,1%-ной трифторуксусной кислоты (ТФУ). Смесь инкубировали 
° течение часа при 37°, центрифугировали при 20000 g 40 мин и надосадоч- 
ную жидкость пропускали через колонку Sep-Pak («Millipore-Waters», 
США). Пептиды элюировали 60%-ным раствором ацетонитрила, содержа
щим 0,05% ТФУ. Элюаты выпаривали досуха на приборе Pico-Tag 
(«Millipore-Waters», США), разводили в 21)0 мкл 0,05% ТФУ и вводили 
в систему ВЭЖХ (50—100 мкл). Использовали колонку Nova Рас CIS 
(RP) (3,9 X 150 мм; «Millipore-Waters», США). Элюирование проводили 
линейным градиентом ацетонитрила от О до 42 /о со скоростью 0,5 мл в мин. 
Пептиды детектировали на спектрофотометре 441 («Millipore-Waters», 
США) при длине волны 214нм. Количественную обработку хроматограмм 
проводили на интеграторе Chromatopac C-R2AX («Shimadzu», Япония). 
Стандартизацию колонки проводили следующими пептидами: Arg-вазопрес- 
син, Leu- и Met-энкефалины, окситоцин, брадикинин, ангиотензин II, 

353



нейротензин, холецистокинин (сульфатированный), субстанция Р, соматос
татин, вазоактивный интестинальный пептид, АКТГ,_3,. 0-эндорфин.

Результаты и обсуждение

Исследованиями, проводившимися ранее в нашей лаборатории [13), 
было выяснено, что условнорефлекторная деятельность животных, способ- 
ноть к обучению, стимулируется определенными метаболитами и зависит 
от дополнительных факторов питания. Поэтому для усиления поведенчес
кой активности животных в рацион питания как контрольных, так и 
подопытных животных дополнительно вводили различные коферменты, 
а также предшественники нуклеиновых кислот в виде оротовой и инозино
вой кислот [10].

В настоящее время выяснено, что моноамины мозга (норадреналин, 
дофамин, серотонин) принимают участие в процессах обучения, консолида- 
ци и воспроизводства информации. Показано, что изменения метаболизма 
этих нейропередатчиков касаются не основных катехоламин- или серотони
нергических структур мозга, а происходят на уровне определенных нейро
нальных путей, способствующих усилению процессов запоминания [14]. 
Предполагается, что эти пути регулируются некоторыми нейропептидами 
[15], усиливающими обмен моноаминов и модулирующими рецепторные 
системы указанных нейропередатчиков.

Количественное определение катехоламинов и серотонина в гиппокам
пе показало, что у обученных животных происходило снижение содержа
ния дофамина, а количество норадреналина и серотонина оставалось на 
одном уровне (табл. 1). Эти изменения были характерны для септо-гиппо
кампальной области и не происходили в других исследуемых нами структу
рах мозга: кора гемисфер, мозжечок, продолговатый мозг (непредставлен
ные данные). Аналогичная картина наблюдалась и в отношении ГАМК, 
уровень которой снижался у животных в гиппокампе после обучения.

Изменение содержания биогенных моноаминов и ГАМК (мкг/г ткани) в гиппокампе мозга 
крыс после обучения условно-оборонительной реакции

Таблица I

Условия опыта Норадреналин Дофамин Серотонин ГАМК
Контроль 0.33 ±0.03 1.22±0.04 0.94 ±0.04 5.56 ± 0.87

После обучения 0.21 ±0.04 0.58 4 0.03 1.23±0,12 1.92 ±0.14

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3 и 4 приведены средние данные из 6 опытов (р<0.05).

Соответственно изменялась лигандсвязывающая способность рецеп- 
торных систем дофамина и ГАМК (табл. 2). На фоне уменьшения 
количеств этих нейропередатчиков происходило повышение числа мест 
связывания соответствующих лигандов, что свидетельствовало о включении 
регуляторных механизмов рецепторных систем в ответ на уменьшение 
содержания агонистов. Повышение плотности дофаминовых и 
ГАМК-рецепторов свидетельствует о вовлечении этих рецепторов гиппокам
па и соответствующих нейропередатчиков в формировании и закреплении 
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следов памяти. Кроме этого было обнаружено, что при обучении происхо
дит уменьшение плотности мускариновых холинорецепторов, обусловленно
го, по-видимому, увеличением количества АХ в гиппокампе.

Изменение лигандсвязывающей способности ( в фмоль/мг и К<1. в нМ) 0-адреио-. 
М-холино-. Д.--дофаминового и ГЛМК-рецепторов гиппокампа крыс после обучения животных 
условнооборонительной реакции

Таблица 2

Условия 

опыта
П-адрснорецентор

в..,., К,1

Д -дофаминовый ре
цептор 

Кй

ГАМК-рецептор

К<1

М-холинорецсптор

Контроль ’>9.4 1.72 35.4 0.82 51.7 1.18 104 4.4
После обучения 101.1 1.27 64.8 1.27 161.9 1.28 25 3.2

Следует отметить, что усиление обмена АХ в гиппокампе является 
основным коррелятом условнорефлекторной деятельности крыс [5]. Пока
зано, что метаболизм АХ в клетках гиппокампа находится под контролем 
нервных путей, проецирующихся из септума через опиатные, ГАМК- 
и дофаминергические интернейроны, а также нейроны, использующие 
в качестве нейропередатчика субстанцию Р [8]. ГАМК-содержащие интер
нейроны оказывают тормозящее действие и снижают интенсивность обме
на АХ в вентральной части гиппокампа. Со своей стороны эти интернейро
ны активируются дофаминергическими путями из септума и в конечном 
итоге также вызывают ингибирование обмена АХ в гиппокампе, а также 
снижение условнорефлекторной активности (16]. Полученные нами дан
ные указывают на то, что при обучении условно-оборонительной реакции 
У крыс происходит снижение активности дофаминовых, а соответственно 
и ГАМК-содержащих интернейронов, что приводит к снятию тормозящего 
Действия последних на обмен АХ в гиппокампе.

Другими важнейшими соединениями, регулирующими активность 
гиппокампа, являются пептиды. Показано, что широкий спектр этих 
соединений вовлечен в процесс обучения и памяти [17]. Изменения 
Условнорефлекторной деятельности животных под действием некоторых 
пептидов в основном затрагивают лимбические структуры мозга и тесно 
связаны с метаболизмом биогенных моноаминов. Предполагается, что 
одним из анатомических субстратов поведенческих нейрохимических 
эффектов вазопрессина, АКТГ и его фрагментов, субстанции Р и р-эндор- 
фина может быть гиппокамп (18)

И вменение содержания некоторых нсир<>1и.,|Г1, 1<։1, (нмоль г ткани) н пшнокаХ111с крыс после 
««учения животных условно-оборонительной реакции

Таблица 3

Условия опыта |1-.>п.торфнн субстанция Р .•\rg-na зопрессин

Контрол։»
Поели обучения

3.3 . 0.4
1.3 . 0.2

0.6 ♦-0.08
0.08?-0.01

1.8-1).’
’.4*0.3

оличественный анализ некоторых нейропептидов в гиппокампе с 
мощью ВЖЭХ показал, что при закреплении условно-оборонительной 

реаакции происходит снижение содержания субстанции Р и р-эндорфина 
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и повышение А^-вазопрессина (табл. 3). Концентрации остальных опреде
ленных нами пептидов либо не изменялись (АКТГ,_38, соматостатин), 
либо не детектировались вообще (брадикинин, нейротензин, 
холецистокинин, _8).

Учитывая, что [5-эндорфин также, как и дофамин, действует через 
ингибиторные ГАМК-ергические интернейроны, а субстанция Р непосредст
венно снижает обмен АХ в дорзальной части гиппокампа (16), можно 
заключить, что уменьшение количества этих пептидов, наряду с понижени
ем содержания дофамина и ГАМК, вызывает снятие действия тормозных 
механизмов гиппокампа при обучении.

Сдвиги в содержании указанных выше нейропередатчиков и чувстви
тельности рецепторных белков должны приводить к изменению систем 
внутриклеточной регуляции, к активации ряда ключевых ферментов, участ
вующих в посттрансляционной модификации. Определение сАМР-зависи- 
мой и Са՜ ’ -кальмодулинзависимой протеинкиназ в гиппокампе показало, 
что в процессе обучения происходит выраженное изменение активности 
кальмодулинзависимого фермента (табл. 4). Активность же сАМР-зависи- 
мой потеинкиназы изменяется лишь в незначительной степени.

И{менение активностей сА.МР* и Са -СаМ• ։аписи мой протеинкиназ (нмоль Р м։ мин) 
и । ипнокампе крыс после обучения животных условно-оборонительной реакции

Тао.тцч 4

Условия опыта с А М Р- зависимая нротеинки- 
наза

Са -Са.М-зависимая протеин* 
киназа

Контроль
После обучения

2ХЧХ
4025

1177
5445

Са2+ -кальмодулинзависимая протеинкиназа является ключевым 
ферментом, регулирующим обмен кальция в нервной ткани. Региональное 
и количественное распределение этого фермента в мозгу, особенности его 
регуляции позволяют предположить, что Са2+ -кальмодулинзависимая 
протеинкиназа может участвовать в фиксировании информации на молеку
лярном уровне и обусловливать функциональные изменения, связанные 
с синаптической пластичностью [19,20]. Учитывая тот факт, что ионы 
кальция опосредуют основные физиологические феномены гиппокама, в 
том числе и длительную потенциацию[4], можно предположить, что 
увеличение активности Са2+ -кальмодулинзависимой протеинкиназы сопря
жено с усилением метаболической активности этой структуры и коррелиру
ет с повышением способности запоминания.

Таким образом, полученные нами данные свидетельствуют о том, что 
обучение крыс условнорефлекторному поведению сопровождается повыше
нием метаболической активности гиппокампа через дофамин-ГАМК-холин 
и пептидергические системы, которые в конечном итоге приводят к 
усилению Са2+ -зависимых процессов, возможно, лежащих в основе 
восприятия информации и закрепления следов памяти.
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SOME NEUROCHEMICAL CORRELATES OF CONDITIONED
REFLEX REACTION ACTIVITY IN RAT 

BRAIN HIPPOCAMPUS

Chogovadze I. S., Mikeladze D. G.
Beritashvili Institute of Physiology, Academy of Sciences the

Georgian SSR, Tbilisi

Determination of some active peptides, biogenic amines, GABA as well, as 
the sensitivity of some receptors in rat brain hippocampus was carried out after 
active avoidance paradigm in shuttle-box. It was obtained that training evokes 
arg-vasopressin and serotonin concentrations enhancement. In contrast to that 
the amount of dopamine, GABA, substance P and P-endorphin decreases after 
the training. Besides, Do-dopamine and GABA receptor density rise and amount 
of binding sites fall for M-cholinoreceptor ligands was observed. It was shown 
that training of animals was accompanied by cAMP- and 
Ca-calmodulin-dependent protein kinase activity amplification. It is proposed, 
that training induces the intensification of acetylcholin metabolism, regulated by 
inhibitory GABA-, dopamine- and peptidergic interneurons projecting from 
septal regions of brain.
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