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В СРЕЗАХ КОРЫ МОЗГА КРЫС

БАЗЯН А. С., КРУГЛИКОВ Р. И.
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Исследовали вызванное (20 мМ КС1) и спонтанное высвобождение 3Н-норадре- 
налина (НА) из срезов коры 'мозга крыс. Экзогенный НА в низких концентрациях 

((10—11—10—’. М) на фоне 20 мМ КС1 вызывает Р-ауторе-цепторную реакцию-^-усн- 
лешге высвобождения, а при более высоких (10՜8—10-7 М)—а-ауторецепторпую 
реакцию—уменьшение высвобождения 3Н-НА у 7-— 8-месячных животных. При из
менении концентрации НА в соответствующих .диапазонах скорость р-реакцип убы
вает, а а-реакции нарастает. Такая .зависимость аутоадренорецепторов от концен
трации медиатора, образует зону.стабильного высвобождения (5,5.10-’М). У 3—• 
4-месячных .животных низкие концентраты։.. НА (10-10—10-’ М) вызывают а-ауто- 
рецепторную реакцию, :при этом стабильное высвобождение наблюдается при концентра
ции НА ниже 10—10 М. Увеличение, концентрации Са2 + от 1,3 до 2,6 мМ усиливает 
высвобождение в .1,44 раза, и сдвигает зону стабильного высвобождения до 
2,4.10-։° МПА.

Экзогенный НА в концентрациях 10— ’—10՜’ М в отсутствие КС! вызывает 
усиление накопления меченого медиатора. в инкубационной среде. Анализ .зависимо
сти этого накопления от концентрации экзогенного НА указывает на процесс высо
коаффинного захвата НА срезами коры с величиной Кт1,5-10-’ М, автономно про
текающий в срезах . наряду с ауторецепторными процессами......

В течение последнего десятилетия были открыты и интенсивно ис
следованы центральные .и .периферические пресннаптцческие аутоадре
норецепторы, которые локализованы на адренергических терминалях и 
регулируют высвобождение НА. Пресинаптический, ^адренорецептор 
активируется меньшими концентрациями адреноагонистов и приводит 
к усилению высвобождения НА. Пресинаптический а-адренорецептор 
активируется высокими концентрациями адреноагонистов, при этом 
уменьшается высвобождение НА. Эти свойства пресинаптических .адре
норецепторов были учтены при разработке гипотезы, объясняющей не
которые механизмы синаптической пластичности при адренергической 
.передаче [1].

Согласно этой гипотезе, активация пресинаптических адреноре
цепторов обеспечивает синаптическую депрессию или облегчение, в
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основе которых лежат процессы постепенного уменьшения или увели
чения количества высвобождаемого медиатора-от импульса к импуль
су в серии пресинаптпческой импульсации и дальнейшая стабилиза
ция секреции на определенном уровне. Модельный математический 
анализ гипотезы [2, 3] показал, что вышеуказанные процессы воз
можны, когда функционирование пресннаптических (>- и «-адреноре
цепторов образует зону стабильного высвобождения. Эта зона соот
ветствует той концентрации НА, при которой пресинаптическпй р-ре- 
иептор уже не активируется, усиливая высвобождение при концентра
циях НА ниже концентрации зоны стабильного высвобождения, а пре- 
синаптический «-рецептор еще не активируется, но начиная с концен
трации, соответствующей зоне стабильного высвобождения, увеличи
вается тормозное действие «-рецептора при увеличении концентрации 
НА.

Целью настоящей работы было выяснение зависимости высвобож
дения 3Н-НА от концентраций экзогенного немеченого НА, активи
рующих преспнаптические адренорецепторы.

Материалы и методы
Опыты проводили на самцах белых беспородных крыс в возрасте 7—8 месяцев, 

массой 300—350 г и >в возрасте 3—4 месяцев, массой 180—,230 г. 4 или 8 тангенциаль
ных срезов теменной коры толщиной 0.3 мм инкубировали одновременно в буферной 
(1 мМ Ма+-фосфата и 15 мМ бикарбоната) среде Кребса-Рингера (pH 7.25) при 
насыщении карбогеном (95% О2+5% СО2) ,в течение 15 мин при 37°. Затем в инку
бационную среду добавляли 10 или 20 мкКи РЬ-3Н-НА («АтегвЬат», Англия) с 
удельной радиоактивностью 10 или 20 Ки/ммоль и концентрацией 2,5.10—10 2 
НА/мл и инкубировали 10 мин. Срезы одновременно промывали в течение 30 мни их 
параллельным переносом в чистые инкубационные среды. Спонтанное высвобождение 
определяли измерением радиоактивности, накопленной в течение 2-минутной инкуба
ции в 1 мл среды Кребса-Рингера. Вызванное высвобождение определяли измере
нием радиоактивности, накопленной в течение 2-минутиой инкубации срезов в 1 мл 
среды Кребса-Рингера, содержащей 20 мМ КС1. Интенсивность секреции й опре
деляли соотношением вызванного и спонтанного высвобождения, интенсивность ко
торого исследовали до 5 раз (Й1—й5) параллельно у каждого среза е интервалом 
промывки между секрециями 30 мин. У половины срезов за 15 мин до исследования 
й2—й5 промывку проводили при наличии в инкубационной среде 10—1։—10-’ М 
ША («йена», ФРГ). Спонтанное и вызванное высвобождение из этих срезов опре
деляли при тех же условиях. На основании 5-кратного исследования й вычисляли 
соотношение Йп/Йр где п—порядковый номер деполяризации, равный 2. 3. 4 и 5. 
Коэффициент регуляции высвобождения НА (С)—отношение йи/й, в присутствии 
экзогенного НА к йп/й։ в отсутствие НА—определял степень влияния различных кон
центраций НА на секрецию 3Н-НА [4].

Результаты исследования
Результаты, полученные при исследовании влияния экзогенного 

НА разной концентрации на высвобождение 3Н-НА у 7՝—8-месячных 
животных, представлены на рис. 1. Обнаружено, что НА в низких кон
центрациях (Ю՜31 —10՜° М) усиливает высвобождение 3Н-НА, 
при этом эффект уменьшается с увеличением концентрации НА- Более 
высокие концентрации (10՜6—10՜’ М) уменьшают высвобождение 
232



гН-ИА. Данный эффект усиливается при увеличении концентрации 
НА. На рис. 1 представлена гипотетическая кривая зависимости 
коэффициента регуляции высвобождения НА (С) пресинаптическими. 
аутоадренорецепторами от концентрации НА [2, 3, 5]. Видно доста
точное соответствие между гипотетической и экспериментальной кри
выми. Зона стабильного высвобождения (точка пересечения кривой с 
осью абсцисс) у 7—8-месячных животных равна 5,5-10՜9 М НА.

С от концентрации экзогенного НА у 7—8-месячных животных. 1 экс
периментальная кривая; 2—гипотетическая кривая; *р<С0,05; **р<0,01 по 

сравнению с С=1
Рис. 2. График зависимости коэффициента регуляции высвобождения С 
от концентрации экзогенного НА у 3—^-месячных крыс. I—1,3 мМ Са2+, 

2—2։6 мМ Са2-*՜ . Остальные обозначения те же, что и на рис. 1.

Результаты, полученные при исследовании 3—4-месячных живот
ных при двух концентрациях Са2+ в инкубационной среде,—1,3 мМ 
(кривая 1) и 2,6 мМ (кривая 2)—представлены на рис. 2. Все иссле
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дованные концентрации экзогенного немеченого НА (10՜10—10՜9 М) 
вызывают уменьшение высвобождения 3Н-НА_при концентрации 

■Са24՜ 1,3 мМ (кривая 1). Увеличение вдвое концентрации Са-+ не 
приводит к достоверным изменениям величины С в каждой точке, но 
повышает зону стабильного высвобождения. При сравнении рис. 1 и 2 
видно, что кривая активности пресинаптической регуляции высво
бождения НА у более молодых животных сдвинута в сторону низ
ких концентраций НА, при этом зона стабильного высвобждения 
<2,4-10-10М НА.

Средние величины интенсивности высвобождения 3Н-НА у раз
личных групп животных представлены в табл. 1. Интенсивность выс
вобождения у 3—4-и 7—8-месячных животных при 1,3 мМ Са2 + прак
тически одинакова, увеличение концентрации Са2 *■ до 2,6 мМ. усили
вает её в 1,44 раза.

՝ Таблица 1
Интенсивность высвобождения ЗН-НА из срезов коры мозга крыс

Группа животных 8

3—4-месячиыс живот- 3,14+0,26
ные, 2.6 мМ Са2+ («>

•3—4-месячные живот- 2,13-1-0,11
ные, 1,3 мМ Са2 ։- (») 

р,--0,01
7 — 8-.месяч 11 ыс ж։।вот- 2,19+0,09

ные, 1,3 мМ Са3՜5՜ ( 3)
р(<о,оо1

Примечание. р—критерий Стьюдента по сравнению с группой 1. В скобках .ка
зано количество животных.

Для определения влияния экзогенного НА отдельно на спонтан
ное и вызванное высвобождение 3Н֊НА из срезов вычисляли процент
ное отношение последующего спонтанного высвобождения (СВП, где 
п = 2..,5) к СВ । и последующего вызванного высвобождения (ВВП, 
где п = 2-..5) к ВВ|֊ Те же отношения вычисляли в присутствии экзо
генного НА. Как видно из табл. 2, экзогенный немеченый НА в кон
центрациях 10-и—1С1՜9 М не приводит к достоверным изменениям 
спонтанного высвобождения 3Н-НА, в то время как концентрации 
10՜8—10՜7 М значительно усиливают этот процесс. Условия прово
димых экспериментов таковы, что спонтанно выделившийся '։Н-НА 
может вновь активно захватываться терминалями и глиальными 
клетками срезов коры. Немеченый НА, добавляемый в среду инкуба
ции, конкурирует со спонтанно выделившимся 3Н-НА, уменьшая долю 
его захвата. Для построения зависимости накопления 3Н-НА в инку
бационной среде от концентрации НА использовали только достовер
ные результаты из табл. 2 и рассчитывали эффект воздействия экзо
генного НА, приравнивая начало координат отсчета к нулю. Первым 
способом пересчитывали величину отношения 11/1. Эффект соответ

ствующей концентрации НА составлял [(11/1)—I]: 10 ~8 М НА=1,20—
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Влияние экзогенного НА на спонтанное и вызванное высвобождения ЗН-НА и: 
срезов коры мозга крыс в инкубационную среду

Таблица 2

Группа 
животных

Концентра
ция

НА, М

СВп
СВ? -°

1

СВ,,(НА) „

Р П/1

ВВп „ 
вв։

III

ВВ.,(НА)
ВВ, 

IV Р 1У/1П

Количес тв 
жнвотны X

‘ СВ, % 

11

7 ֊8-месячные 10֊” 58.7+5,1 55,2+4.9 0,89+0,08 53,1+4,7 58,2+2,3 1,14+0,11 
1,19+0,09 
1,08+0,11 
0,97+0,1
1,29+0.1

животные, 
1,3 мМ СаС12

10֊։°
10֊»

37.9+3,9
36,2+2,8

37,9+4,2 
37֊,3+2.5

1.00+0,1
1,06+0,04

42.8+4,1
47,2+7,1

50,0+5,1
47,3+7,5

6
] 110֊’ 28.8+4,4 34,6+6.2 Рг<0,01 1,20+0.05 54,9+7,3 51,0+6,2 ] 110-’ 48,4+6,9 104,8+10,9 р։ <0,001 2,24+0,13 39,9+7.3 48,3+5,4 Рг <0,0 1 10

3—4-месячныс Ю-ю 51,0±5,5 52,0+5.7 1,03+0,02 52,5+2,7 0,94+0,08 
0,94+0,06 
1,01+0,08

5животные, 
1,3 мМ СаС12

10-’
10՜։

32 »6+3,5
22,5+1 »6

30,9+4,9
28,1 + 1,2 р։ <0,05

1,05+0,1
1,27+0,08

35,3+4,0
24.2+2,8

33.6+5,2
24,7+3,8

6
6

3 - 4-месячные 
животные, 
2,6 мМ СаС1,

1О-։о
10-։
10-։

44,4+1,2
29.0+1,3
21,9+0,9

43,3+2,0
31,2+1,4
27,6+1,4

,1 , 

|Ч <0,01

0,98+0,05 
1,08+0,04 
1,29+0,09

54,3+5,2
31,1+3,5
21,8+2,8

48,0+4,7
26,1+3,0
19,6+2,8

Рг<0,05
0,92+0,09 
0,85+0,05 
0,91+0,06

8
8
8

Примеча нас: рг—критерий Вилкоксона для сопряженных пар, р։—критерий Стьюдента.



1=0,20; 10-’М НА = 2,24—1 = 1,24. Вторым способом приравнивали 
отношение I к 50% и пересчитывали эффект соответствующей концен
трации НА для отношения 11:10-’М НА = (50/28,2)-34,6—50=10,1; 
10՜ ’ М НА= (50/48,8) • 104,8—50 = 58,3. Используя систему двойных 
обратных координат, получили линейный график высокоаффипиого 
захвата НА срезами коры мозга крыс с К„, =1,5-10՜’ М НА (рис. 3). 
По литературным данным, Кп1 высокоаффпнного захвата НА срезами 
пли сииаптосомами мозга животных составляет 2—4-10~’М НА [6].

Рис. 3. График анализа зависимости на
копления 3Н-НА в инкубационной среде 
и от концентрации экзогенного НА. 
и=[(П/1)—1] пии масштабе делений 1...5, 
и - [50/ (СВ„ ,-СВ|) • (СВ„ (НА) СВ|)| - 50 
при масштабе делений 0,02... 0,1. Д<анпы>’ 
рассчитаны из достовореых значений 

табл. 2.

Анализ, результатов по влиянию экзогенного немеченого НА на 
вызванное высвобождение 3Н-НА (табл. 2) показывает, что измене
ния, в основном, недостоверны, но они сохраняют ту же тенденцию 
(за исключением НА в концентрациях 10՜’ и 10՜® М), которая наб
людается при исследовании влияния экзогенного НА на интенсивность 
высвобождения 3Н-НА (рис. 1 и 2).

Обсуждение результатов

Таким образом, проведенные исследования показали, что у 7— 
•8-месячных животных НА в низких концентрациях вызывает усиле
ние высвобождения, а при более высоких концентрациях—уменьшение 
высвобождения 3Н-НА. Применение тангенциальных срезов коры 
мозга и исходной концентрации 3Н-НА 2-10-10М дает основание пред
полагать, что наблюдаемые эффекты обусловлены активацией преси- 
наптических адренорецепторов, локализованных на адренергических 
терминалях [4]. При помощи фармакологического анализа было по
казано, что усиление секреции НА связано с активацией пресинапти- 
ческого р-аутоадренорецептора, а уменьшение—с активацией а-ауто- 
адреиорецептора [1, 7, 8]. Эти реакции наблюдаются и в перифери
ческой [1], и в центральной [7, 8] НС- На основании сходства полу
ченных нами результатов и указанных выше литературных данных 
можно сделать вывод, что наблюдаемое усиление высвобождения 
гН-НА, вызываемое низкими концентрациями экзогенного НА, обус- 
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ловлеио активацией центральных р-ауторецепторов, а уменьшение- 
высвобождения, индуцируемое более высокими концентрациями НА,— 
центральных а-ауторецепторов.

В данной работе показано (рис. 1), что между концентрациями,, 
активирующими р- и а-ауторецепторы, находится концентрация НА, 
на которую уже не реагирует р-рецептор и еще не реагирует «-рецеп
тор. Анализ математических моделей показал [2, 3], что это та кон
центрация НА, при которой наблюдается высвобождение постоянного- 
количества медиатора на каждый импульс в серии, что стабилизирует 
амплитуду постсииаптического потенциала вследствие синаптической 
депрессии или облегчения в течение пресинаптической импульсации. 
Мы назвали эту концентрацию зоной стабильного высвобождения. В 
наших экспериментальных исследованиях калиевая деполяризация 
(20 мМ КО) выступает как одиночный тестирующий стимул большой 
длительности. У 7—8-месячных животных в данном случае зона ста
бильного высвобождения находится в районе 5,5-10 9 М НА.

Ранее были сделаны безуспешные попытки обнаружить р-аутоад- 
ренорецепторную реакцию в адренергических терминалях коры мозга 
крыс [7]. В более поздних исследованиях было показано [8], что- 
Р-адреноагописты усиливают, а антагонисты уменьшают высвобожде
ние 3Н-ИА из чувствительных к резерпину участков коры мозга крыс. 
Такое противоречие литературных данных обусловлено, по-видимому, 
концентрациями лиганда, его сродством к р-адренорецептору, сте
пенью деполяризации, а также возрастом и состоянием животных. 
Действительно, в наших исследованиях концентрации НА 10 ~10— 
10~9 М вызывают р-ауторецепторную реакцию в срезах 7—8-месяч
ных животных, а именно усиление высвобождения, ау 3—4-месячных 
животных НА в этих же концентрациях вызывает а-рецепторную 
реакцию, то есть уменьшение высвобождения. У более молодых жи
вотных р-аутоадренорепепторы, вероятно, активируются более низки
ми концентрациями НА, при этом зона стабильного высвобожде
ния ^2,4-1 О՜10 М НА.

Было показано, что пресинаптические ауторецепторы модулируют 
только лишь вызванное высвобождение 3Н-НА. Этот факт имеет прин
ципиальное значение, поскольку считается, что истинно спонтанное и 
вызванное высвобождения медиаторов имеют единый квантовый меха
низм. Если истинно спонтанное и вызванное высвобождения отличают
ся только по количественным показателям, то и результаты воздействия 
на эти процессы должны отличаться только количественно. Наши иссле
дования еще раз подтвердили известный факт, что НА поглощается 
срезами коры мозга при помощи механизма высокоаффинного захвата, 
интенсивность которого зависит от концентрации НА. Если и есть ка
кое-то влияние активации аутоадренорецепторов на истинно спонтанное 
высвобождение, то оно может перекрываться процессом высокоаффинно
го захвата. Деполяризация, количественно усиливающая влияние ауто
рецепторов на процесс секреции, может привести к тому, что в этом
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•случае уже эффективность регуляции высвобождения перекрывает эф
фективность высокоаффинного захвата- СледователТшо, результаты, 
представленные в табл. 2, в конечном счете определяются двумя авто
номными механизмами: захватом и высвобождением медиатора.

Исследование интенсивности высвобождения S исключает влияние 
высокоаффинного захвата, приравненного к единице, на величину коэф
фициента регуляции высвобождения (С) в том случае, если скорость и 
степень захвата в покое и возбуждении равны. Сравнение величины С и 
ВВ, приведенных на рис. 1.2 и в табл. 2, дает основание полагать, что при 
деполяризации процесс регуляции высвобождения аутоадренорецептора
ми количественно перекрывает процесс высокоаффинного захвата. Из
вестно, что при деполяризации эффективность высокоаффинного зах
вата уменьшается [6], но эти эксперименты нс исключают уча
стия вызванного высвобождения меченого НА, что может быть при
чиной меньшего накопления метки в срезах или синаптосомах. Если 
деполяризация действительно независимо от высвобождения умень
шает высокоаффинный захват 3Н-НА, то при измерениях величины С 
окажутся несколько заниженными, особенно при концентрации 10՜7 М 
НА. Однако пока нет возможности точно оценить вклад обоих меха
низмов в экспериментальных условиях.

INVOLVEMENT OF PRESYNAPT1C ?- AND a-ADRENORECEPTORS
IN THE RELEASE OF ’11-NORADRENALINE IN RAT BRAIN 

CORTEX SLICES

BAZYAN A. S„ KRUGLIKOV R. I.
Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, 

USSR Academy of Sciences, Moscow

Spontaneous and 20 mM KCL induced release of ’H-noradrenaline 
•(’H-NA) has been investigated in rat brain cortex slices. Application of 
NA (10՜11—10՜’M) in the presence of 20 mM KC1 induces increase in 
release of ’H-NA (3-autoreceptor reaction), while 10՜’ —10՜7 M NA— 
decrease in’H-NA release (a-autoreceptor reaction) in 7—8-months-old 
animals. This dose-response data create a zone of stable release of NA 
at 5,5-10՜’M, in 3—4-months-old animals this zone is less than 10-’°M. 
Increase in Ca:՜՛՜ (from 1,3 mM to 2,6mM) enhances NA release 1,4-fold 
and shifts the zone of stable release to 2,4-10՜’° M.

In the absence of KC1, application of NA (10՜10՜ ՛ M) leads to 
accumulation of ’H-NA in the incubation medium. Analysis of dose- 
response data point to a high-affinity uptake of NA by rat brain (Kn.= 
1,5 10-’M) that exists adependently from autoreceptor processes.
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ДЕЙСТВИЕ ДВУХЦЕПОЧЕЧНОП РНК НА МЕМБРАННЫЕ 
ПРОЦЕССЫ ПЕИСМЕКЕРНОГО НЕЙРОНА

ЗАХЛРЯН Р. А.. РЫЧКОВ Г. Е.. ДАДАЛЯН С. С.. БАКУНЦ II. С.. 
АГАБАЛЯН А. С., РУХКЯН Л. А., АЙРАПЕТЯН С. Н.

Институт экспериментальной биологии АН АрмССР, Ереван

Изучено действие двухцепочечион РНК (дцРНК) на пенсмекериую активность 
нейрона RPal ЦИС виноградной улитки. Исследована зависимость действия дцР-НК 
на активность идентифицированных нейронов от содержания Са2+, К+ и С1— в 
перфузирующем растворе. Показано, что дцРНК существенно увеличивает амплиту
ду колебаний мембранного потенциала, что сопровождается значительным увели
чением амплитуды фазы межпачковой гиперполяризации. Действие дцРНК может 
быть опосредовано активацией Na- -насоса и увеличением входа Са2'՜ внутрь 
клетки.

В настоящее время дцРНК рассматривается не только как индук
тор интерферонов, но и как модулятор различных биохимических реак
ций, протекающих в клетке и зависящих, по крайней мере, от двух про
цессов, индуцируемых дцРНК в клетке: 1) активация синтеза (2՜— 
5') -олигоаденилата, в свою очередь активирующего латентную РНКазу-Н 
[1J; 2) индукция дцРНК-зависимой протеинкиназы, фосфорилирую
щей фактор инициации elf—2 [2]. Установлена тесная функциональ
ная связь между регуляторными системами клетки, зависимыми от 
3', 5'-сАМР (сАМР) и (2՜—5')-олигоаденилата [3].

Показано, что дцРНК является стимулятором первичного и вторично
го иммунного ответов [4, 5]. Хотя препараты РНК используются при лече
нии разных заболеваний—тапето-ретппальпой дистрофии, язвы же
лудка, бронхиальной астмы, пневмонии, трофических язв [6, 7], мем
бранный механизм действия остается практически не изученным.

239՛


	231_resize
	232_resize
	233_resize
	234_resize
	235_resize
	236_resize
	237_resize
	238_resize
	239_resize

