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Исследовали влияние активации фосфатидилинозитольного цикла ка пстснциалзавн- 
снмое поступление Са2+ в скнаптосомы головного .мозга крыс. При инкубации сннапто- 
сом с фосфолипазой С из Bacillus cercus, специфичной к фосфатиднлнноэитам. обна
ружено увеличение поступления Са2+ в синаптосомм в среде, сохраняющей их трале- 
мембранный потенциал. В среде, деполяризующей синаптические мембраны, влияния 
«той фосфолипазы на поступление Са2+ нс установлено. Фосфатидная кислота и Ф 
фолнпаза Д в низких концентрациях действовали аналогичным образом. Блокатор 
потенциалзависимых кальциевых каналов верапамил уменьшает активирующие эф
фекты фосфолипаз. Нсспецифнчныс фосфолипазы С и А2 нс оказывали влияния на 
поступление Са2+ в синаптосомм. хак и активатор протеннкнназы С £-форболовый 
эфир, а также некоторые жирные кислоты. Напротив, арахидоновая кислота увеличи
вала накопление Са2+ в среде, сохраняющей трансмембранный потенциал синаптосом. 
Полученные данные свидетельствуют о возможности регуляции проницаемости синап
тических мембран для Са2+ продуктами метаболизма фосфатидилинозитол.

Взаимодействие некоторых агонистов с рецепторами клеточных мемб
ран сопровождается увеличением скорости поступления Са2+ через плаз
матические мембраны и активацией метаболизма минорных компонентов 
бис-мембран—фосфатндилинознтов (ФИ). В этой связи было выдвинуто 
предположение о существовании сопряжения между этими процессами 
| 1]. На первой стадии превращения ФИ и полнфосфоинозитиды (ПФИ) 
гидролизуются специфичной фосфолипазой С до 1.2-диацилглицерола 
(ДАГ), который остается в мембране, и инозитолфосфатов, растворимых 
в поде, на второй стадии реакции образуется фосфатидная кислота (ФК). 
Инозитолфосфаты и ФК регулируют уровень внутриклеточного кальция 
различными способами: ФК является ионофором кальция, а инозитол
фосфаты вызывают выход кальция из эндоплазматического ретикулума в 
цитозоль. ДАГ активирует протеинкиназу С. которая способна изме
нять (увеличивать или понижать) уровень внутриклеточного кальция 
[2]. Наряду с этим ДАГ может активировать фосфолипазу Аз [3].
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В последние годы резко возрос интерес к изучению метаболизма 
ФИ и ПФИ в нейрональной ткани. Показано, что ускорение распада и 
ресинтеза ФИ и ПФИ в нейрональной ткани может быть вызвано ря
дом факторов: медиаторами [4]. деполяризацией мембран высокими кон
центрациями К* [5], обработкой синаптосом электрическим током [6]. 
Однако оказалось, что существуют медиаторы, способные ускорять ме
таболизм ФИ, не оказывая какого-либо действия на базальное поступле
ние ионов кальция в синаптосомы [7]. Вопрос об участии метаболитов 
ФИ в регуляции поступления Са2՜՜ по потенциалзависимым каналам 
практически нс исследован. В связи с этим задачей настоящей работы 
явилось установление принципиально»։ возможности участия гидрофоб
ных метаболитов ФИ (ДАГ я ФК) в регуляции транспорта Са2+ через 
плазматическую мембрану изолированных нервных окончаний. Для 
этого исследовалось влияние специфичной к ФИ фосфолипазы С на по
ступление Са24՜ в синаптосомы и се действие сопоставлялось с действием 
фосфолипазы С. не обладающей такой специфичностью. Также было оце
нено влияние на транспорт Са2"՜ арахидоновой кислоты, образование ко
торой сопряжено с активацией ФИ-иикла.

Материалы и методы

В экспериментах использовали крыс-самцов линии Wistar массой 
150— 180 г. Пссле декапитации животных готовили 10%-ный гомогенат коры 
мозга вереде, содержащей 0.32 М сахарозу. 1 мМ ЭДТА. 50 мМ трис. pH 7.4 
в гомогенизаторе стекло-тефлон («В. Braun», ФРГ). Гомогенат центри
фугировали при 1300 g 5 мин. затем полученный супернатант осаждали 
при 18000 g 20 мин. Осадок грубой митохондриальной фракции наноси
ли на ступенчатый сахарозный градиент и синаптосомы далее выделяли 
по методу Hajos [8]. Выделенные синаптосомы рссуспсндировали в раст
воре сахарозы (0,32 М) и содержали при 0°. Все вышеописанные про
цедуры проводились с охлажденными растворами при температуре не 
выше 2°. Оценка сохранности синаптосом и чистоты их выделения произ
водили с помощью электронной микроскопии, а также определения 
уровня активности лактатдегидрогеназы [9] во фракции интактных сн- 
наптосом в отсутствие и в присутствии 1%-ного тритона Х-100. Белок 
определяли по методу Bradford [10]. Транспорт Са2+ внутрь синапто- 
сом исследовали методом изотопной метки с помощью мембранной фильтра
ции. Вход [ч5Са] в синаптосомы регистрировали в среде, сохраняющей 
трансмембранный потенциал (так называемой среде покоя) (145 мМ 
NaCl, 5 мМ KCI. 1.3 мМ MgCI2, 20 мМ HEPES, 5 мМ N’aHCO3. 10 мМ 
глюкозы) и в деполяризующей среде, которая отличалась от среды пл- 
коя только содержанием калия и натрия (145 мМ KCI и 5 мМ NaCl). 
В среде инкубации с соответствующими добавками Синаптосомы (1 мг 
белка/мл) выдерживали при 37° в течение 5 мин, после чего в ячейку вво
дили 45Са (2 рКн'Мл), общая концентрация кальция составляла 1 мМ. 
Через 10 мин после начала инкубации с меткой аликвоты из никубацнон- 
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ной ячейки фильтровали через нитроцеллюлозные фильтры («Millipore». 
США) типа НА с величиной пор 0.45 мкм или через стскловолокнистые 
фильтры типа GF/B («Whatman», Англия). Фильтры промывали сре
дой. содержащей 0.32 М сахарозу, 3 мМ ЭДТА и 5 мМ трис (pH 7,4), 
а затем вносили во флаконы со сцинтилляционной смесью. Оценку ра
диоактивности проводили на счетчике «Rackbeta» («LKB», Швеция).

Степень гидролиза мембранных липидов фосфолипазами оценивали 
по накоплению продуктов гидролиза с помощью ТСХ. После экстракции 
смссыо хлороформ/метанол (2:1) липиды разделяли на пластинках с 
силикагелем 60 («Мегк», ФРГ) в одномерной системе хлороформ^ме- 
танол/вода (65:25:4) и двумерной системе хлороформ/метанол/28%-ный 
аммиак (65:25:5) и хлороформ/ацстон/метанол/уксусная кислота'вода 
(30:40:10:10:5). Затем определяли липидный фосфор з каждой фрак
ции [11].

Были использованы следующие реактивы: 45Са («Amercham». Ан
глия), HEPES. сахароза, трис («Serva», ФРГ), изоптин (гидрохлорид 
верапамила) («ЛЕК», СФНРЮ). 0-форбол (12-О-тстрадеканоилфорбол— 
13-ацетат) и ЭДТА («Sigma», США), фосфолипаза С из Bacillus се- 
reus («Boehringer», ФРГ), фосфатидная кислота («Koch Light», Ан
глия). остальные реактивы отечественного производства.

Фосфолипаза Д из Streptomyces cinnamomeus и фосфолипаза С, 
специфичная к ФИ, из Bacillus cereus были выделены и любезно предо
ставлены нам В. В. Кудене (ВНИИПЭ, Вильнюс). Для получения цито
зольной фракции мозг крыс гомогенизировался в гомогенизаторе стекло- 
стекло в среде выделения, содержащей 50 мМ трис, 1 мМ ЭДТА и 
0,5 мМ фснилметилсульфоннлфторида, pH 7.4. Гомогенат центрифуги
ровали 30 мин при 13000 g. затем к супернатанту добавляли 1 мМ уксусную 
кислоту так, чтобы pH раствора становился равным 5,0. Образующийся 
при этом осадок отделяли центрифугированием при 1000 g в те
чение 30 мин. Супернатант лиофилизировали. Фосфолипазная ак
тивность цитозольной фракции мозга определялась по отноше
нию к ФИ. диспергированным в растворе дезоксихолата (4 мг мл), 
в 50 мМ трис-буфере (pH 7.6). содержащем 4 мМ CaCI*. Аликвоты из 
реакционной ячейки объемом 0.15 мл экстрагировали 0.5 мл смеси хло
роформ/метанол (2:1) и в них в водной и хлороформной фазе анализи
ровалось содержание фосфора.

Результаты е обсуждение

Транспорт Саг+ внутрь синаптосом происходит по градиенту кон
центраций и в условиях покоя (в среде, содержащей большую концентра
цию Na՜՜), " в условиях, когда трансмембранный потенциал мембран си
наптосом близок к нулю (в среде деполяризации, содержащей большую 
концентрацию К+). В последнем случае поток Са* внутрь синаптосом 
вырастает в 2—3 раза [12]. В таблице приведены величины накопления 
Са2+ внутри синаптосом за 10 мин инкубации в присутствии [45Са]. 
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Блокатор Са2+-каналов верапамил (5-10֊цМ) ингибирует -потенциалзави
симое поступление Са2* в синаптосомы в 3,5 раза и несколько понижает 
уровень накопления Са2+ в среде покоя лишь на 25%.

Задачей данного исследования явилось выяснение возможности пря
мого воздействия метаболитов ФИ-цикла на потенциалзависимое поступ
ление Са2+. Для этого изучали действие специфичной к ФИ фосфолипа
зы С, выделенной из Bacillus cereus, ua поступление Са2+ в сннапто- 

Таблица
Влияние фосфолипаз к метаболитов ФИ-цикла на поступление Са2+ в синаптосомы

Вводимые в среду 
инкубации вещества

Концентра
ция добав-

Наличие в 
среде инкуба-

Накопление Са'-* в синантосо- 
.мах (нмоль.'мг белка) за 10 мни

ленных ве
ществ

пни верапами
ла среда покоя деполяризую

щая среда

Контроль 
Контроль — +

6.8+0,6 
4,4+0,3

15,0±1.0
4,2+0,3

Фосфолипаза С, специ
фичная к ФИ

Цитозольная фракция 
гомогената мозга*

Фосфолипаза С, нсспс- 
цифичная

1,2 мкг/мл 
. 1,2 мкг/мл 
0,6 мкг,'мл 
0.06 мкг/мл 

200,0 мкг/мл

1,0 мкг/мл
0,1 мкг/мл

1 + 
1 

1 
1 

II

11,6+0,6 
4,6+0.4
9,2+0.3 
7.1+0,7

10,1+0,5

6.0+0,4 
7,0+0,3

14,8+0,8
нс измеряли 
12,7+0,5 
15.0+1,5 
15.0+1,5

8,4±1,1
14.1±0.8

Фосфолипаза Д

Фосфатидная кислота

1 мкг,'мл
1 мкг/мл 

0,01 мкг/мл 
0,01 мкг/мл 
100 мкМ 
100 мкМ

1+1+1+

67+7
56+6

13.0+1.5
6.7+0.7

11,351,1
6.1+0,6

78+8
61+6

16.5+1,5
8.0+п,8

14.0+1.4
5,7+0,6

3-форбол
Арахидоновая кислота

Линолевая кислота 
Олеиновая кислота 
Фосфолипаза А2

50 ><М
10 мкМ

100.МКМ
100 мкМ
100 мкМ

10 мкг/мл

-
8.2+0.4
7,050.7

20,0+1.0
7.0+0,7
7.050,7
5.2+0,5

18.0+1,8
16.0+1,5
15.0+1.5
15.0+1,5
15,0+1,5
13.0J1,3

Примечание. Содержание фосфолипазы С. специфичной к ФИ. в цитозольной фрак
ции гомогената мозга не превышает 5%.

сомы. Данный фермент гидролизует фракцию только ФИ и полифос
фоинозитидов с образованием водорастворимых инозитолфосфатов и гид
рофобного 1.2-диацилглицерина (1,2-ДАГ). Установлено, что специфич
ная фосфолипаза С вызывает активацию транспорта Са2* п концеьтра- 
циях от 0,1 до 1,2 мкг/мл. Активирующий эффект фосфолипазы С блоки
ровался верапамилом в тех концентрациях, что и потенциалзависимый 
транспорт Са2+. В среде деполяризации данная фосфолипаза достоверно 
не снижала уровень поступления Са2+ в синаптосомы (таблица). Необ
ходимо было оценить, гидролизует ли эндогенная фосфолипаза С фрак
цию ФИ в тех же пределах, в каких это происходит при воздействии 
физиологических стимулов (например, гормонов или медиаторов). Однако 
эти попытки не увенчались успехом в связи с тем, что содержание ФИ 
в нейрональной ткани не превышает 6—8%, а процент гидролиза фос- 
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фолипидов фосфолипазой данного типа, как оказалось, невелик. Поэтому 
для приблизительной оценки активности фосфолипаз различных типов, 
применяемых в данной работе, измеряли процент гидролиза меченых 
фосфолипидов в составе липосом. В случае специфичной фосфолипазы 
С помимо определения процента гидролиза ФИ той концентрацией фер
мента, которая оказывала эффект на Са2+-транспорт в синаптосомы, 
необходимо было подтвердить специфичность применяемого препарата. 
Дело в том, что из одного и того же источника—микроорганизма 
Bacillus cereus можно выделить две фосфолипазы С, различающиеся 
по специфичности. Поэтому фермент инкубировали одновременно с 
двумя различными фосфолипидами—фосфатидил-[3Н] инозитолом, со
держащим метку в полярной части молекулы, и с негидролизуемым этим 
ферментом 1-пальмитоил-2-9-10[3Н]-пальмитоилфосфатидилхолином, кото
рый содержал метку в гидрофобной части молекулы. После окончания 
инкубации смесь экстрагировали смесью хлороформ/метанол (2:1) и из
меряли наличие радиоактивности в водной и хлороформной фазе. Нали
чие меченого водорастворимого продукта свидетельствовало об активно
сти специфичной фосфолипазы С, а отсутствие радиоактивности в хло
роформной фазе—о том, что исследуемая специфичная фосфолипаза С 
не содержит . в качестве примесей фосфолипазу С, не обладающую та
кой специфичностью.

При определении активности специфичной фосфолипазы С с по
мощью липосом, состоящих из ФХ и меченного [3Н]ФИ оказалось, что 
в течение 10 мин инкубации с ферментом гидролизуется не более 2% 
ФИ. Если допустить, что активность специфичной фосфолипазы С. не 
изменяется принципиально при переходе от липосом к синаптосомам, то 
эффекта активации Са2+-транспорта под действием данного фермента 
получен в условиях очень ограниченного гидролиза фосфолипидов (менее 
0,1%) при расчете на их суммарное содержание. <.••»•

Фосфолипазы из различных источников, несмотря на одинаковую 
специфичность, могут сильно различаться не только по величине Мг, но 
и по своим свойствам. Поэтому представлялось целесообразным изучить 
влияние на Са2+-транспорт фермента не микробного происхождения, а 
фосфолипазы С из нейрональной ткани. По данным Irvine и соавт. [13], 
цитозольная фракция гомогената мозга крыс обладает фосфолипазной 
активностью, специфичной к ФИ. В данной работе исследовали действие 
цитозольной фракции гомогената мозга крыс на накопление Са2+ синап- 
тосомами. Действие этой фракции гомогената мозга оказалось идентич
ным действию специфичной фосфолипазы С из Bacillus cereus: в среде 
покоя накопление Са24՜ синаптосомами увеличивалось почти вдвое, а в 
деполяризующей среде несколько снижалось «о отношению к контролю 
(таблица). Методом ТСХ на примере липосом различного фосфолипид
ного состава было установлено, что цитозольная фракция головного 
мозга крыс гидролизует только ФИ, причем процент гидролиза этих ли
пидов не превышает 10%. При проведении этих экспериментов использо
вали ФИ, также выделенные из мозга крыс. Таким образом, вне зави-
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■симости от источника выделения и активности фосфолипазы С. специ
фичные к ФИ, способны активировать Са24-транспорт в нервные окон
чания в условиях весьма небольшого гидролиза фосфолипидов.

Тем не менее нельзя исключить, что даже ограниченный липолиз 
синаптических мембран может сопровождаться их деструкцией, в резуль
тате чего мембраны могут стать проницаемыми для Са24. Такие данные 
есть для фосфолипазы А2 [14]. Поэтому представлялось необходимым 
выяснить, носит ли стимулирующий эффект фосфолипазы специфичны։։ 
характер по отношению к ФИ или проницаемость для Са24 возникает 
при гидролизе и других липидов. Для этого изучали действие на 
Са2--транспорт фосфолипазы С также из Bacillus cereus, но обладаю
щей иной специфичностью: этот фермент способен гидролизовать фос
фат идилхолин (ФХ) и фосфатидилэтаноламин (ФЭА). но не ФИ (в 
дальнейшем этот фермент называем неспецифичной фосфолипазой С). 
Для того, чтобы можно было сопоставлять действие фосфолипаз С раз
личной специфичности, были подобраны такие концентрации неспецифич
ной фосфолипазы С, при которых процент гидролиза меченого ФХ в со
ставе липосом нс превышал 5%. В этих условиях (концентрация неспе
цифичной фосфолипазы С составляла 0.1 мкг/мл) нс наблюдали изме
нений в накоплении Са2~ как в среде деполяризации, так и в среде 
покоя. При повышении концентрации данного фермента в среде, когда 
гидролизовался достаточно высокий процент липидов (20%) в среде 
деполяризации, наблюдалось снижение накопления Са2՛՜ сннаптосомамн 
(таблица).

Итак, при исследовании возможности сопряжения между ФИ-цнк- 
лом и транспортом Са2+ в сииаптосомы, который активируете» при де
поляризации мембран большими концентрациями К4՜, установили раз
личное по направленности действие специфичной к ФИ и неспецифичной 
фосфолипазы С. Отсюда следует, что накопление в мембране гидрофоб
ного продукта гидролиза только ФИ-1,2-днацнлглицсрола (ДАГ) ответст
венно за этот эффект. Следует еще раз отметить, что активация мета
болизма ФИ в клетке в физиологических условиях (при появлении сиг
нала на внешней поверхности плазматической мембраны) осуществляет
ся эндогенной фосфолипазой С, расположенной с цитозольной стороны 
мембраны. В данной работе постановка эксперимента такова, что даст воз
можность изучать функциональную активность образующихся в ходе 
гидролиза гидрофобных продуктов, так как водорастворимые продукты 
гидролиза переходят во внешнюю среду.

Основные пути дальнейших превращений гидрофобного продукта гид
ролиза ФИ-1.2-ДАГ и возможные механизмы регуляции внутриклеточ
ной концентрации К4 продуктами его превращений разобраны в обзор
ной статье Berridge, Irvine [1]: а) активация 1,2-ДАГ протеинкиназы 
С и возможное влияние на проницаемость мембран из-за изменений в уровне 
•фосфорилирования белков; б-) увеличение внутриклеточной концентрации 
свободной арахидоновой кислоты, которая может образовываться при 
содействии 1.2-ДАГ несколькими путями: в) превращение 1,2-ДАГ в 
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фосфатидную кислоту (ФК), которая, как показано на модельных систе
мах, стимулирует вход Са2+ в липосомы.

Для оценки первой возможности изучали действие на Са2+-транс- 
порт активатора протсинкиназы С р-форболового эфира, который ими
тирует действие 1,2-ДАГ на этот фермент. Показано, что инкубация си- 
наптосом с р-форболовым эфиром (5*10~8М) достоверно не изменяла 
уровень накопления Са2+ в обоих средах. Таким образом, изменение ак
тивности протеинкиназы С и связанного с этим уровня фосфорилирова
ния белков существенно не влияют на проницаемость мембран для Са2+ 
в нервных окончаниях.

Рис. Влияние фосфолипазы Д >:а транспорт 
Са2+ в синаптосомы. Концентрационные 
зависимости степени гидролиза мембранных 
фосфолипидов (1) н накопления 4$Са ск- 
наптосомамн (2). Время гидролиза синап* 
тосомных мембран фосфолипазой Д — 
30 мин. По оси абсцисс—концентрация фос
фолипазы Д в мхг/мг белка.по осн ординат 
слева—концентрация Са2~, пмолъ/мг белка, 

справа—гидролиз фосфолипидов (%)

Для выявления возможной роли ФК, в которую может превра
щаться 1,2-ДАГ под действием соответствующей киназы, в данной ра
боте было изучено действие ФК и фосфолипазы Д на поступление Са2+ 
в синаптосомы, так как этот фермент гидролизует фосфолипиды с обра
зованием ФК. Добавление в среду инкубации, содержащей синаптосомы, 
100 мкМ ФК вызывает 50% стимуляцию входа Са2+ в среде покоя. В 
меньших концентрациях ФК была неэффективна. Эти данные хорошо 
согласуются с ранее полученными результатами [15]. Активация входа 
Са2+ с помощью ФК блокируется верапамилом (5-10~4М). При деполя
ризации мембран синаптосом ФК не влияла на величину накопления 
Са2+ синаптосомами (таблица).

Изучение действия фосфолипазы Д на поступление Са2+ в синапто
сомы в среде покоя показало, что происходит значительное увеличение 
входа Са2+, величина которого зависит от концентрации фермента. Эта 
зависимость описывается кривой, которая выходит на плато в области 
концентраций фермента 1—2 мкг/мл (рис. 1). Методом ТСХ определи
ли, что в этих условиях содержание ФК в мембране достигает 30—40%, 
что значительно превышает ее содержание в плазматических мембранах 
различных животных клеток даже при активации мстоболнзма ФИ раз
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личными агентами [16]. Однако 2-кратное увеличение поступления Caz* 
наблюдается уже при добавлении малых концентраций фТГсфолипазы Д 
(0,01 мкг/мл), при которых в мембране образуются сравнительно не
большие количества ФК—до 5%. Следует отметить, что как и в случае 
со специфичной фосфолипазой С, активация транспорта Са2+ в синап- 
тосомы низкими концентрациями фосфолипазы Д снимается верапами
лом (5-10"4М). При больших процентах гидролиза фосфолипидов этим 
ферментом верапамил несколько снижает действие фосфолипазы Д, но 
не блокирует его полностью.

При деполяризации синаптической мембраны низкие концентрации 
фосфолипазы Д (0,02 мкг/мл) не оказывали достоверного стимулирую
щего эффекта на поступление Са2+, как и эндогенная ФК в условиях 
деполяризации. Однако в области концентраций от 0,5 до 1.5 мкг/мл этот 
фермент существенно повышал накопление Са2* синаптосомами. которое 
практически не уменьшалось при добавлении верапамила (таблица).

ФК, образующаяся под действием фосфолипазы Д, значительно оо- 
лее эффективна, чем экзогенная ФК, что может быть обусловлено ря
дом причин. Одна из них—это плохая встраиваемость экзогенной ФК 
в мембрану синаптосом. Другая—это различия в жирнокислотном со
ставе экзогенной ФК из яиц и ФК, образующейся в мембране синаптс- 
сом под действием фосфолипазы Д- Известно, что уровень ненасыщен
ности жирнокислотных остатков в составе ФК существенным образом 
влияет на ее способность модифицировать структуру бислоя в модельных 
мембранах липосом [17].

Тот факт, что стимуляцию Са2х-транспорта вызывают и экзогенная 
ФК, и фосфолипаза Д, противоречит предположению Holmes, Yoss [18] 
о том, что способность ФК активировать перенос Са2х через мембрану 
обусловлена наличием продуктов ПОЛ в препарате ФК. Согласно на
шим результатам исследований, в которых изучалось слияние липосом 
и их проницаемость для Са2+, ФК способна в низких концентрациях 
(1—2%) ускорять перенос Са2+ через мембрану липосом, но при этом 
в мембранах должны присутствовать такие типы, липидов, которые са
ми по себе могут образовывать небислойные структуры [19]. В состав 
синаптических мембран входит около 30% одного из таких «небислой- 
ных» липидов—фосфатидилэтаноламина, поэтому в синаптической мемб
ране ионофорные свойства ФК в принципе могут реализоваться. Из 
данных, приведенных в таблице, следует, что эта ситуация наблюдается 
при достаточно больших процентах содержания ФК в мембране, когда она 
способна активировать перенос Са2+ в синаптосомы и в среде покоя, и 
при деполяризации. В этих условиях блокирующее воздействие верапа
мила на этот процесс весьма незначительно. При добавле»ши же экзо
генной ФК или низких концентраций фосфолипазы Д накспление Са2+ 
синаптосомами активируется только в среде покоя.

Для клеток различных тканей известно, что ФИ-цикл сопряжен с 
каскадом арахидоновой кислоты и при активации метаболизма ФИ 
уровень арахидоновой кислоты в клетке повышается. Кроме того, для 
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лейрональнои ткани показана .активация фосфолипазы Аг ;в.пр9цессе си
наптической передачи, ..в результате чегр. дыщэдляется. сдо.^рд.цдя, драуи? 
домовая хислбта) [20]. Как .уже, говорилось,՝. Д(^7ДАЦ(|(поср^ен>41(>%г:{в-1рр>- 
вать этот процесс. Для выявления такого действия' • 1,2гДАГ;.6.ЦЛО'изу
чено влияние арахидоновой,-кислоты на поступление :;С.а?7 ։р-,синаптрсрмьи 
Показано., что добавление.■ арахидоновой д«.ичлрты1։.(:1--:.10(“4-’М)-М сусп.енг 
зци синаптрсом. оказывало тот»,«же эффект,.-что,, и специфичная )фосфолиг 
паза С: накопление Са2* влсред^ цокоя увеличивалось, ֊.асреде диполя? 
ризации практически;)не-. изменялось,. В .^еньщих; крнцентрацняхи-арахиг 
домовая кислотд.была неэффектиэна.пи'сд к։։»։ч:•։•(.՛>ьр гл<<}.՝) мн՛՜»:-:

Известно, что жирные кислрты,  ..обладающие . поверхностмо-а^тивны? 
ми свойствами, в больших концентрациях способны индуцировать про
ницаемость’. мембран ) д.^я) ;Са?՜).;։ Именно дпазуом^л ^осфол^па^а: лвы- 
зывает вход >Сд2*| 'В'/-ляпосомы : выяснить; ,:н^скоэдь^о,{ специ
фично действие арахидоновой р5ис,лоты,' ^дкачестве контроля изучали 
действие двух других жирных кислот (линолевой и олеиновой) и фос
фолипазы :Аг.» Обе кислоты։в՛,концентрации-: 10՜'М я? оказывали какого- 
либо эффекта на поступление-СЭ2*’ в хинаптОбомы) в обеих средах. Фос
фолипаза Аг в концентрации -10> мкг/мл.,не ..уменьшала накопление Са2+ 
при деполяризации и в среде покоя. Методом ТСХ установили, что при 
использований ' этого фермента в -таких кон'центрацпя* > гидролизуется до 
30-%- фосфолипидов. На основании этих (данных1 можно высказать: пред^ 
Пдложёнието ^о’й,- что эффект арахидоновой кислоты не Связан с хаотзопч 
НОД'-действием- жирных ’КЙсл6т.-‘•։>’•։ ’ • ՛ • ։՛.>« п: ••
’։ > -'Активация' транспорта -'Саг^ : в- нервные: бкопч^ния при аеполяриза-' 
Цйи-՛ мембраны-’является՛ -начальной) стадией 'с.и найти чёской, передачи:'и՜, И 

> отсутствие -Са?+ во внешней ։ среде не-происходит-.: секреция .медиатора 
[21]. Механизм потенциалзавиои'мого поступления: Са?г> в?-сияаптЬсомц 
в настоящее время детально не изучен. По-видимо^му,.накопление Са2+, 
внутри синаптосом, определяемое с- помощью. .[45Са],. является су'ммар-. 
ным՛ результатом.транспорта'Са2+-{Но потенциалзависимь/м каналам раз-՝ 
личных типов (быстрых немедленных) и по механизму Х2а^*/ДОаг.обмена.: 
Отсутствие блокирующего '-действия дигиДропиридинов на - Ртот процесс 
в 'сПнаптъсома’х’свидетельствует о:;том, что эти каналы- по своей -природ<е( 
отличаются1 ОТ тако6ых(’В-'йёйрънё и: в сердечной мышце* [22].
։՛ ՛ Для! установления возможности* участия метаболитов ՛ ФИ- (1,2-ДАГ 
и! ФК)-»в потенциалзависимом ՛ поступлений €аг+ в сйнаптосомы исполь-: 
зовалн фосфолипазу С, специфичную к ФИ, и фосфолипазу Д.-Обнару*( 
женное усиление транспорта Са2+ под действием этих ферментов и бло
кирование их действия верапамилом свидетельствует в пользу того, что 
увеличение содержания метаболитов ФИ в мембране в концентрациях, 
которые сопоставимая1 с физиологическими ■ изменениями,'՝ действительно 
МоЖет ' акТЙвИ|Шать'( йбтенцйалэавйсимое поступление Са2’՝. ДъкЬзатель*- 
ством этого служит ։к тот факт, что фосфолипаза С, не дблад^кйда'Я спе- 
цифичность^о,:\н.^ оказывает՛ какого-либ.о эффекта н^ транспорту у

Механизм влияния исследуемых соединений (1,2-ДАГ и ФК) на 
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транспорт Са2+ в синаптосомы может быть обусловлен способностью 
этих соединений модифицировать структурную организацию фосфолипи
дов в мембране. Выше приводились такие данные для ФК. полученные 
на модельных системах [17]. Аналогичные результаты были получены 
нами при исследовании структуры липосомальных мембран, содержащих 
низкие (1—2%) концентрации 1.2-ДАГ [23]. По-видимому, в биологи
ческих мембранах, где проницаемость для Са2* определяется функцио
нальной активностью каналов, имеющих белковую природу, кратко
временное повышение концентрации метаболитов ФИ индуцирует изме
нение структурной организации липидного окружения канала, тем самым 
влияя на его функциональную активность.

COUPLING OF PHOSPHATYDILINOSITOL CYCLE TO Ca”֊
TRANSPORT THROUGH RAT BRAIN SYNAPTOSOMAL 

MEMBRANES

SELISHCHEVA A. A.. BRUSOVAN1K V. I.. KRAVTSOV G. M , 
S CH RAGIN A. S.. KOZLOV Yu. p.

M. V. Lomonosov State University, Moscow, USSR

The effects of phosphatydilinositol cycle on potential-dependen 
Ca2~-influx into rat brain synaptosomes were studied. Treatment of sy-- 
naptosomes by phosphatydilinositol-specific phospholipase C resulted to 
an increase in synaptosomal Ca2' content in the medium maintaining 
the transmembrane potential of synaptosomes- If synaptosomes were 
treated with specific phospholipase C in the depolaryzing medium, no 
increase in Ca2+֊ transport was observed. Phosphatidic acid, phospholi
pase D at low concentrations and arachidonic acid produced the same 
effects as phospholipase C. Verapamil (a blocator of potential-depen
dent Ca2J'-channels) decreased or even completely abolished activating 
effects of all the compounds used. Phospholipase A at high concentra
tions stimulated Ca24՜ influx into synaptosomes both in absence and in 
presence of transmembrane potential. Treatment with non-specific phos
pholipases A.j and C, as well, as with -phorbol or oleic and linolic 
acids did not lead to any changes in Ca2 + -transport into synaptosomes.

The results presented allow us to conclude that synaptosomal 
membrane permeability to Ca2+ ions is in some way coupled to phos
pha t у di I inositol metabolism.
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