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ВЛИЯНИЕ СЕРОТОНИНА И ДИБУТИРИЛ-сАМР НА УРОВЕНЬ 
ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ БЕЛКОВ В СРЕЗАХ ГИППОКАМПА

АФОНИИ 10. И., ОТМАХОВ И. А.
Институт биологической физики АН СССР. г. Пущино

Действие серотонина (5Х10՜5 \п „
свинки приводит к изменению фосфорилйп-п-'Т'' г'°Щ СреЗЬ! Г!|ппокампа .морской 
хондриальной фракции) поля СА, Измг 1 ри ' сл|՝ов С||11а итогом (грубой мито- 

20 мин—снижение до 15% по сравнению с кочтпа - фосфсрнлиро™ "а 8-2%- а '< 
возвращение к контрольному уровню. О-пД' ' ՝р~висм' к ,0 м|ж 1|Р°исходиг
лироваиия вносили белки с М 67 76 кп "я," 1 |к-|(> Динамику фосфори-
течоние 2֊60 мин вызывает уве.зиченнРВозде1'1ствис Днбутирпл-сАМР в 
Различия динамики изменений указывают ОЩего >РОЗН։| фосфорилирования белков, 
веществ на процессы фосфорилирования Т* 11՝֊0л"'|“|՝с'3-՝10 ПРНР°ДУ воздействия этих 

■роващ.я и дефосфорилирования в синапсах.

Остановлено, что в процессе консолидации временных связей при­
нимают участие серотонинергические системы мозга [1]. В качестве 
возможного механизма действия серотонина (5-ОТ), как и других мо­
ноаминов, предполагается длительное следовое облегчение синапти­
ческой передачи на немоноаминергических входах нейронов [2, 3]. 
Однако в большинстве работ, проведенных на различных структурах 
мозга, описано лишь кратковременное облегчение [4—G] или сниже­
ние электрического ответа нейронов, вызванного стимуляцией несеро­
тонинергических афферентных путей, при электрофоретическом под­
ведении к исследуемой структуре 5-ОТ, а также стимуляции серото­
нинергических волокон [7]. Недавно на переживающих ։п vitro сре­
зах гиппокампа морских свинок показана возможность длительного, 
до 40 мин, следового облегчения эффективности мшистых волокон, 
оканчивающихся на пирамидных нейронах поля СА3, после введения 
в инкубационную среду 5-ОТ [8, 9]. Авторы высказывают предпо­
ложение о возможном включении под влиянием 5-ОТ каких-то ме­
таболических процессов, обеспечивающих длительное облегчение. Это 
может быть, в частности, связано с фосфорилированием и дефосфо­
рилированием белков—важным регуляторным механизмом клетки и 
одним из возможных механизмов, обеспечивающих пластичность на 
нейронном уровне [3, 10—12].
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Для проверки этого предположения была проведена данная ра­
бота, целью которой было исследование влияния 5-ОТ и дибути- 
рил-сАМР на уровень фосфорилирования белков в срезах гиппокам­
па.

Материалы и методы

Реактивы и оборудование. В работе использовали серотонин-креа- 
тинсульфат, дибутирил-сАМР, реактивы для электрофореза в ПААГ 
(«Reanal»), -у-АТР-Р22 (ВО «Изотоп»), Для создания градиентных 
гелей, гомогенизации, нанесения проб, электрофореза и денситометрии 
применяли оборудование из комплекта для микробиохимического ана­
лиза, разработанного Санталовым в нашей лаборатории и Лариным в 
СКВ БП АН СССР [13]. Авторадиографию проводили на пленке 
«Х-ray Kodak».

Приготовление проб. Поперечные срезы гиппокампа морской свин­
ки толщиной 0,5 мм получали по методу, описанному ранее [8, 9]. Ин­
кубацию каждого из трех срезов проводили в отдельной камере, пред­
ставляющей собой стеклянную пробирку, разделенную на два вер­
тикальных отсека перфорированной перегородкой из оргстекла. В 
-больший отсек на капроновую сеточку, укрепленную на расстоянии 
3 мм от дна пробирки, помещали срез. В меньшем отсеке осуществля­
ли непрерывное пропускание через инкубационный раствор смеси га­
зов (95% О2 и 5% СО2). Такое устройство камер обеспечивало постоян­
ное перемешивание инкубационного раствора и насыщение его.газовой 
средой при сохранении среза в состоянии покоя. Сразу после приготов­
ления все срезы проинкубировали в течение 1 ч в 0.98 мл среды (pH 
7,2), содержащей (в мМ): 124 NaCl; 2G NaHCO3; 5 КС1; 2,4 СаС12; 1.24 
КН2РО4; l,3MgSO4 и 10 глюкозы -при 35,5°. По истечении 1 ч в две ка­
меры добавляли по 20 мкл раствора -серотонин-креатинсульфата или 
дибутирил-сАМР в конечной концентрации 5-10*5М, приготовленного 
на бидистиллироваппой воде. В третью камору добавляли 20 мкл би- 
дистиллировапной-воды. Через 2, 5, 10, 20. 40 или 60 мин инкубации 
из срезов выделяли поле СА3 и гомогенизировали при 0°.

Фракционирование. Центрифугированием гомогената 5 мин при 
900 g осаждали ядра, супернатант отделяли и центрифугировали 
45 мин при 12000 g. Полученный осадок содержал преимущественно 
синаптосомы и митохондрии.

Фосфорилирование. Осадок (~2 мкг белка) разводили в 10 мкл 
среды, содержащей 50 мМ CH3COONa и 10 мМ Mg С12 (pH 6,5), преин­
кубировали 5 мин при 30° и инкубировали 2 ,мин у-АТР-Рг2 (конеч­
ная концентрация 5 мкМ). Реакцию останавливали добавлением 9 мкл 
солюбилизирующей жидкости следующего состава: 10%-ный раствор 
додецилсульфата натрия, 14 М р-меркаптоэтанола, 30%-ный раствор 
сахарозы, 1 М ipiic-HCl (pH 6,8), 001 % бромфеполового синего. Про­
бы выдерживали 2 мин при 100°.
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Электрофорез и авторадиография. Электрофорез проводили в гра­
диентном ПААГ (7—15% акриламида) [15], длит։ разгонки 5 см, в 
ячейку наносили все 20 мкл пробы. Белки окрашивали 0.125%-ным 
Кумасси R—250, избыток красителя удаляли электрофоретически. Сни­
мали денситограмму спектра белков. Для определения Мг использова­
ли в качестве маркеров нитохром с (Мг 12,4 кД), миоглобин (Мг 
18,8 кД), яичный альбумин (Мг 45 кД), человеческий альбумин (Мг 

69 кД), фосфорилазу А (Мг94 кД).
Гель сушили на целлофановой подложке и экспонировали 2 неде­

ли на рентгеновской пленке; проявленные автографы денситометриро- 
вали. Площади пиков денситограмм определяли при помощи цифро­
вого интегратора И—02, согласованного с выходными характеристика­
ми денситометра. Зависимые совокупности сравнивали и вычисляли 
средние разности по всем парам вариант контроль-опыт [16].

Результаты и обсуждение
При помощи электрофореза в ПААГ белки грубой митохондриаль­

ной фракции, выделенной из поля СА3 гиппокампа морских свинок, 
были разделены на 30 групп. Па рис. 1 представлены денситограмма 
белкового спектра и авторадиография включения Р32 одной и той же 
электрофореграммы белков контрольного препарата. Расчет проводили 
как по суммарному количеству включенной метки, так и по группам 
белков. В таблице указаны белки, фосфорилирующиеся экзогенным 
у-АТР-Р32, и группы, в которые они объединены для удобства расче­
тов.

Таблица 
Белки грубой митохондриальной фракции, фосфорилирующиеся экзогенным м-АТР-Р32-՜

Группа белков Белки, фосфорилирующиеся
с Мг ( кД ) -,-А 1 Р-Р32, с Мг ( кД )

240 — 140 200. 180, 150
140-88 98
84—54 86. 80, 76, (>7, 57
54-35 54, 51, 47, 41
35-27 35, 33
27-2) —
20-15 19, 16
15-6 12
менее б —

Показано, что белковый спектр и величины Мг фосфорилирующихся 
белков морских свинок примерно совпадают с аналогичными данными 
для крыс,՜ описанными в литературе [14, 17—19].

Основные полученные результаты приведены на рис. 2. Группы, 
белков с Мг 35—27, 27—20. 15—6 и меньше 6 кД на рисунке не пока­
заны. поскольку у них не обнаружено различий между опытом и кон­
тролем.

При воздействии 5-0 Г наблюдалось увеличение общего уровня фос­
форилирования синаптосомных и митохондриальных белков пирамидных 
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нейронов поля СА3 гиппокампа примерно до 10 мин (максимально до 8,2% 
к контролю). При более продолжительном воздействии 5-ОТ (20 мин) 
общий уровень фосфорилирования белков понижался па 15% по срав­
нению с контролем и возвращался к норме к 60 мин. Основной вклад в 
изменение общей картины вносила группа белков с Мг 88—54 кД: че­
рез 10 мни после введения в среду 5-ОТ в ней наблюдалось .макси­
мальное увеличение фосфорилирования (до 10%), а через 20 мин— 
■снижение (—20%); эти белки включали около 10% всей связавшейся

Рис. 1. Депсптограмма (контроль) белкового спектра грубой митохон­
дриальной фракции, выделенной из клеток ноля СА3 гиппокампа морской 
свинки (а) и авторадиография включения у-ДТР-Р32 (б). Цифры над пи­

ками—Мг белков (кД), по оси ординат—оптическая плотность (ед.)

метки. Группы белков с М 140—88, 54—35, 20—15 кД в общем повторя­
ли эту картину, по изменения их фосфорилирования не были столь зна­
чительны. Только белки с большей величиной Мг (240—140 кД) прак­
тически не изменяли уровень фосфорилирования.

При воздействии дибутирил-сАМР общее увеличение уровня фос­
форилирования белков достигало максимума (4-10,3%) к 20 мин, после 
чего он монотонно снижался, возвращаясь к норме. Достоверных из­
менений уровня фосфорилирования под действием дибутирил-сАМР в 
отдельных группах обнаружено не было.

Таким образом, воздействие 5-ОТ на переживающие срезы гип­
покампа вызывает двухфазное изменение общего уровня фосфорилиро­
вания синаптссомных и митохондриальных белков поля СА3, что хоро-
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шо коррелирует с электрофизиологическими данными, полученными с 
использованием этого препарата [8, 9]. В этих исследованиях установ­
лено, что введение 5-ОТ в инкубационную среду вызывает у части 
пирамидных нейронов поля СА3 гиппокампа в начальной фазе (до 
10 мин) торможение фоновых электрических разрядов и ответных раз­
рядов клетки на стимуляцию несеротонинергических афферентных во­
локон (мшистых волокон). При продолжении введения 5-ОТ в среду 
начальная фаза торможения сменяется длительным возрастанием фо-

Рис. 2. Изменение уровня фосфорилирования белков в клетке после введе­
ния: а—серотонина: б—дибутирил-сАМР. Изменение общего уровня фос­
форилирования (/) и фосфорилирования в группах белков с М г: 210— 
140 кД (2), 140—88 кД (3). 88—54 кД (-1), 51—33 кД (5). 20—15 кД (б): 
по оси ординат—% отклонения от контроля (*р<0,05; **р<0,01), по 

оси абсцисс—время в мин.

новой активности и облегчением вызванного ответа, превосходящем 
контрольный уровень. Торможение активности 'клеток гиппокампа при 
воздействии 5-ОТ вызывается увеличением проводимости калиевых 
каналов [20, 21]. Возможно, что наблюдаемая первая фаза возраста- 
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пия уровня фосфорилирования белков частично отражает фосфорили­
рование ։! вследствие этого открытие К4՜ -каналов. В таком случае в 
течение второй фазы сильного и длительного дефосфорилирования мо­
жет происходить дефосфорилирование 5-ОТ-активируемых калиевых 
каналов, и вследствие этого длительная деполяризация мембраны ней­
рона, а значит, возрастание его фоновой активности и облегчение выз­
ванного ответа нейрона.

Воздействие на срезы гиппокампа днбутирил-сАМР вызывает од­
нофазное увеличение общего уровня фосфорилирования белков в клет­
ке, достигающего максимума к 20 мин и постепенно возвращающегося 
к норме (60 мин). Таким образом, первая фаза действия 5-ОТ—воз­
растание уровня фосфорилирования белков—может быть следствием 
увеличения уровня сАМР в синапсе. Вторая фаза—длительное дефос­
форилирование—обеспечивается, 'по-видимому, какими-то механизмами, 
не опосредуемыми возрастанием уровня сАМР. Следует отметить, что. 
поскольку измерялась интенсивность фосфорилирования по фракциям, 
отдельные входящие в них белки могли иметь реальные уровни от ну­
левого до весьма высоких. Кроме того, даже незначительное, на 10— 
15%, изменение фосфорилирования белков, критических для функции 
синапсов (рецепторы, ферменты синтеза или гидролиза медиатора), 
может существенно изменять проводимость синапса, например, за счет 
встраивания дополнительных рецепторов в•постсинаптическую мембра­
ну.

EFFECT OF SEROTONIN AND DIBUTIRYL-c-AMP UPON 
THE LEVEL OF PROTEIN PHOSPHORYLATION IN 

HIPPOCAMPAL SLICES

APHONIN Yu- N., OTMAKHOV N, A.

Institute of Biological Physics, USSR Academy of Sciences, Poustchino

Superfusion of hippocampal slices of guinea pig with serotonin 
<5X10 5 M) exerts a biphasic effect upon phosphorylation of synaptoso­
mal proteins In the field CA3 (crude mitochondrial fraction). During the 
first 10 min of superfusion the level of phosphorylation increased for 
8.2%, after 20 min it decreased to 15% of control level, coming back to con 
t.'ol level in one hour. Proteins with molecular weight 86, 80, 76 and 67 
KDa contribute to such a dynamics of phosphorylation. Dibutiryl-c-AMP, 
applied for 2—60 min, increased the level of phosphorylation. Different 
dynamics of changes point to a different nature of serotonin and c-AMP 
•effects on phosphorylation and dephosphorylation processes in synapses.
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