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ВОЛНООБРАЗНЫЙ ХАРАКТЕР КРИВЫХ СВЯЗЫВАНИЯ 
ЗЦ-ГАМК И ЗН-МУСЦИМОЛА С МЕМБРАНАМИ ИЗ 

МОЗГА КРЫС И МЫШЦ САРАНЧИ

ТОПКИХ А. К., КУЗНЕЦОВ В. И., КАРАНОВА М. В., САДЫКОВ А. А.

Институт биофизики АН СССР, Пущино-иа-Оке

Кривые связывания ®Н-ГАМК и зн-мусцимола с препаратами мембран из 
мозга крыс и мышц саранчи, построенные с использованием достаточно большого 
диапазона концентраций лигандов, имеют волнообразный вид. Максимумы повторяют­
ся при изменении концентраций меченого лиганда примерно в 1,4 раза. Обсуж­
даются возможные причины волнообразной формы кривых связывания.

ГАМК — главный тормозной медиатор ЦИС позвоночных, жи­
вотных [1], а также нервно-мышечной передачи членистоногих [2]. 
Имеется много работ по связыванию меченой ГАМК или ее меченого 
аналога—мусцимола с препаратами мембран, содержащих ГАМК-ре- 
цепторы [3], однако данные о количестве связывающих участков и 
их константах весьма разнообразны—сообщалось об одном [4, 5]г 
двух [6, 7] или трех [8, 9] типах связывающих участков. На графи­
ках, приведенных в статьях, обращает на себя внимание небольшое 
количество точек, по которым авторы строят кривые связывания, а 
также в некоторых случаях несколько произвольная экстраполяция 
точек под теоретические кривые, характерные для определенного типа 
связывания.

Целью данной работы было уточнение кривых связывания 
3Н-ГАМК и зн-мусцимола с препаратами мембран, содержащих 
1՜ АМ'К - р е не п то р ы.

Материалы и методы

Фракция грубых мембран (Р2) была получена гомогенизированием целого мозга 
крыс в 10 объемах холодной 0,32 М сахарозы. Гомогенат центрифугировали при 
1000g 10 мин, затем супернатант—при 17000g 30 мни. Осадок подвергали заморажи­
ванию-оттаиванию и трижды отмывали суспендированием в 20 объемах 50 мМ 
трис НС1 буфера (pH 7,4) и центрифугированием при 17000g 30 мин. Отмывание 
мембран 0,05%-ны.м тритоном Х-100, их солюбилизацию ДОХ-Na и осаждение солю- 
билизата сульфатом аммония проводили, как описано Asano, Ogasawara [10].
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Фракции грубых, а также отмытых тритоном Х-100 и солюбилизированных мембран 
могли сохраняться в жидком азоте 2—3 месяца.

Ножки саранчи размельчали в размельчителе тканей с 10-ыо объемами 0,25 М 
сахарозы и процеживали через три слоя марли. Далее фракцию отмытых грубых 
мембран получали аналогично списанному выше способу для мембран мозга крыс.

Эксперименты по связыванию проводили, используя два метода: фильтрование 
на нитроцеллюлозных фильтрах «Бупрог» (ЧССР) п центрифугирование.

В микропробнрки объемом 200 мкл вносили 10 мкл различных концентраций 
3Н-ГЛМ1\ или ЗН-мусцимола так, чтобы в конечном объеме 100 мкл содержались 
требуемые концентрации меченого лиганда; для определения уровня неспецифиче­
ского связывания добавляли 10 мкм немеченых ГАМК или мусцимола в концентра­
ции 10 или 1 мМ соответственно. Затем вносили 80 мкл суспензии грубых мембран 
в 50 мМ трис HCI буфера (pH 7,4) или раствора солюбилизированных мембран в 
этом же буфере с концентрацией белка 1 мг/мл. Смесь перемешивали и инкубиро­
вали в течение 30—60 мин. Установили, что в этих интервалах времени связывание 
существенно не меняется. После инкубирования 90 мкл смеси наносили на пред­
варительно вымоченный в дистиллированной воде фильтр диаметром 24 мм и раз­
мером пор 0,4—0,8 мкм, помещенный на фильтровальную воронку. Смесь наносили 
так, чтобы она покрывала всю поверхность фильтра. Затем включали вакуум, смесь 
отсасывали, и фильтр промывали 3 мл холодной воды. Фильтры, которые помеща­
ли на воронку матовой стороной вверх, подбирали так. чтобы 3 мл воды, просасыва­
лись примерно за секунду. Все процедуры проводили при 0—4°. При таком способе 
фильтрования на фильтре остается около 80% белка грубых и около 50% белка 
солюбилизированных мембран: Высушенные фильтры помещали во флаконы с 3 мл 
стандартного толуольного сцинциллятора и измеряли радиоактинвость на счетчике 
«Intertechnique» (Франция).

Для центрифугирования использовали пробирки объемом 1,5 мл, в которые 
вносили 0,5 мл инкубационной смеси, содержащей 500 мкг белка. После 30 мин 
инкубирования проводили центрифугирование при 17000g в течение 30 мин. Осадок 
Дважды промывали 1 мл холодного буфера. Пробирки заливали диоксановым 
ецнициллятором и в них измеряли радиоактивность. В отдельных случаях осадки 
в пробирках солюбилизировали в 0,4 мл 10%-ного тритона Х-100, переносили в 
•счетные флаконы, добавляли 1 мл абсолютного этанола и 10 мл толуольного сцин- 
Циллятсра; что приводило к повышению радиоактивности в 1.3 раза. Это учитывали 
при измерении радиоактивности в диоксановом сцинцилляторе. Осаждение солюби­
лизированных мембран проводили, используя полиэтиленгликоль.

Белок определяли по методу Lowry и сопит. (11] Использовали Ж-мусцимол 
05 Ки/ммоль, “Amersham Англия). Ж-ГАМК (26 Ки ммоль, „Изотоп-), мусцимол 
CServa-, ФРГ), ГАМК (“Reanal-, Венгрия), остальные реактивы марки „ос. ч“.

Результаты и обсуждение

При построении кривых связывания 3Н-мусцимола с грубыми 
мембранами мозга крыс с интервалом концентраций меченою лиган- 
Да> равной 1/10 порядка, оказалось, что на этих кривых имеются уча­
стки, в которых, несмотря на более высокую концентрацию меченого 
мусцимола в среде инкубации, количество связавшегося 3Н-мусцимола 
меньше (рис. 1). Вклад в такие минимумы специфического связыва­
ния вносят как кривые общего связывания, так и связывания неспе- 
цифического, выявляемого в присутствии 0,1 мМ немеченого мусци­
мола. Для обеспечения достоверности существования минимумов в 
связывании для некоторых кривых точки взяты как среднее из 30 от­
дельных измерений.
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Характерная кривая получается, если исследовать связывание 
другим методом, а именно, в присутствии одной концентрации мече­
ного мусцимола и различных концентраций немеченого лиганда 
(рис. 2). Кривые, подобные приведенным на рис. 2, ранее пдлу.чены 
нами и для связывания 3Н-ТАМК с фракцией грубых мембран мозга 
крыс [12]- На рис. 3 представлена кривая связывания 3Н-ГАМК с 
фракцией грубых мембран из мышц саранчи.

Рис. 1. Связывание зН-мусцимола с фракцией (Р2) грубых мембран мозга 
крыс: 1—обшее связывание; 2—связывание в присутствии' немеченого 
мусцимола в концентрации 0,1 мМ; 3—вычтенное специфическое связы­
вание. По оси абсцисс—концентрация 3Н-мусцимола (нМ), по оси орди­
нат—связанный ЗН-мусцнмол (пмоль/мг белка). Каждая точка, как и на 
рис. 2—6, представляет среднее из 3—6 измерений с обозначенными стан­
дартными отклонениями. Если стандартные отклонения не указаны, они 

находятся в пределах значков

Форма кривых не зависит от метода разделения связавшегося ли­
ганда от свободного в инкубационной смеси, то есть фильтрования 
или центрифугирования.

С целью уточнения форм кривых՛՜ мы подучили кривые связыва­
ния 3Н:мусцимола с фракцией , грубых мембран мозга крыс, исполь­
зуя интервалы между концентрациями меченого мусцимола, равные 
1/100 порядка концентраций (рис. 4). На этих кривых выявляются 
чередующиеся максимумы и минимумы. При шкале крнцентрацйй 
3Н-мусцимола, выраженной в логарифмах, видно, что положения мак­
симумов повторяются через равные интервалы, а именно, для кривой 
общего связывания при изменении концентраций меченого мусцимола 
в среднем в 1,43 раза, а для связывания в присутствии 0,1 мМ неме­
ченого՛ мусцимола в 1,37 раза (эти цифры получены делением расстоя­
ния между двумя крайними максимумами на логарифмической шкале 
концентраций 3Н-мусцимола от 10 до 1000 нМ, на количество проме­
жутков между максимумами). Аналогичные кривые с разрешением в 
1/100 получены нами для концентраций 3Н-мусцимола от 10 нМ до 
100 нМ (рисунок не приводится), а форма кривых на рис. 1 и 2 по­
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зволяет предполагать, что подобная волнообразность кривых будет 
распространяться, по крайней мере, на концентрации 3Н-мусцимбла от 
1 нМ до 10 мкМ и даже выше, если учесть, что максимумы выяв֊ 
ляются даже в присутствии 100 мкМ немеченого мусцимола.

Рис. 2. Связывание зН-мусцимола в концентрации 10 вМ с фракцией (Р2) 
мозга крыс в присутствии различных концентраций немеченого мусци­
мола. По оси абсцисс—концентрация Н-муснимола (мкМ), по оси орди­

нат—связанный зц-мусцпмол (пмоль/мг белка)

Рис. 3. Связывание ЗН-ГАМК в концентрации 10 нМ с фракцией (Р2) 
грубых мембран из мышц саранчи в присутствии различных концентра­
ций ГАМК немеченой. По оси абсцисс—концентрация ГАМК (мкМ), 

по оси ординат—связанная ЗН-ГАМК (пмоль/мг белка)

I
I

Кривые связывания 3Н-мусцимола на рис. 2 и связывания 
3Н-ГАМК на рис. 3 весьма похожи. Для уточнения формы кривых свя­
зывания 3Н-ГАМК получали кривые, используя разницу в концентра­
циях меченой ГАМК, равную 1/100 порядка. На рис. 5 приведен уча­
сток кривой связывания 3Н-ГАМК с мембранами мышц саранчи. На 
участке от 0,1 до 1,0 мкМ она напоминает кривую, изображенную на 
рис. 1- Далее начинает выявляться волнообразность, характерная для՝ 
кривой, изображенной на рис. 4, с повторением максимумов при изме­
нении концентрации 3Н-ГАМК примерно в 1,4 раза. Связывание 
’НД'АМК с синаптическими мембранами мозга крыс характеризуется 
примерно такой же кривой.
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Сравнение полученных нами кривых связывания 3Н-ГАМК и 
::3Н-мусцимола с фракциями мембран с кривыми, приводимыми в раз­
личных опубликованных работах [4, 8, 13], наводит на мысль, что 
наши данные не противоречат результатам этих работ, и, возможно, 
объясняют различия в количестве связывающих участков и их кон­
стантах, приводимых разными авторами. То есть, в. зависимости от 
концентрации лигандов можно получить самые разнообразные кри­
вые связывания, встречающиеся в литературе.

Связывание 3Н-мусцимола с неотмытыми грубыми мембранами 
мозга почти не обнаруживает специфичности, выявляемой в присут­
ствии 0,1 мМ немеченого мусцимола, но кривая связывания имеет 
описанную волнообразность. После отмывания мембран, в том числе 
и с использованием тритона Х-100, специфическое связывание выяв­
ляется за счет раздвоения волнообразной кривой так, что волнообраз­
ность имеют как кривая общего, так и неспецифическсго связывания. 
Преинкубирование мембран при 60° в течение 20 мин приводит к 
исчезновению как специфического рецепторного связывания, так и 
волнообразности кривой.

Рис. 4. Связывание зн-мусцимола с фракцией (Рг> грубых мембран моз­
га крыс: 1—общее связывание; 2—связывание в присутствии немеченого 
мусцимола в концентрации 0,1 мМ. По оси абсцисс—1§( зн-мусцимо- 

ла, нМ), по оси ординат—связанный зН-мусцимол (пмоль/мг белка)
Рис. 5. Связывание ЗН-ГАМК с фракцией грубых мембран из мышц са­
ранчи: 1—общее связывание; 2—связывание в присутствии немеченой 
ГАМК в концентрации 1 мМ. По оси абсцисс концентрация ЗН-ГАМК 

(мкМ), по осн ординат—связанная ЗН-ГАМК (пмоль/мг белка)

,, „„„„„мола и 3Н-ГАМК с препаратом солю-Кривые связывания ’Н-мусцимола 1
, . , „ гдмК-реЦептоРных участков имеютбилизированных и обогащенных 1 г 3

, . и _ 164-4 нМ для связывания 3Н-мусци-.гиперболическую форму с К-а
мола (рис. 6, а) и е Ка = 200±40 нМ для связывания 3Н-ГАМК (ри­
сунок не приводится). Эти кривые согласуются с приводимыми в ли­
тературе [14-16]. Расположение же точек на кривой связывания 
зн-мусцимола с солюбилизатом мембран (рис. 6,6) несколько напо­
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минает кривую на рис. 2, что позволяет предположить, что волнооб­
разность в некоторой мере сохраняется и при связывании с солюбили­
зированными мембранами.

Хотя эксперименты проводились с мембранами целого мозга крыс 
и мышц саранчи, то есть с объектами, в которых возможны различные 
популяции ГАМК-рецепторных участков, повторяющиеся максимумы: 
при изменении концентрации меченого лиганда примерно в 1,4 раза 
(на кривых, обозначенных на рис. 2 и 3, где концентрация меченого ли­
ганда постоянна, меняется отношение доли немеченого лиганда к ме­
ченому) могут указывать на некий единый функциональный механизм,, 
вызывающий данную волнообразность. Тот факт, что волнообразность- 
исчезает при инактивации ГАМК-рецепторного связывания нагрева­
нием, может указывать на связь ее с нативной структурой мембран.

Рис. 6. Связывание зН-мусцпмола с солюбилизированной и обогащенной 
фракцией (Р2) грубых мембран мозга крыс, а—в присутствии различных 
концентраций меченого мусцимола: 1—общее связывание; 2—неспецифи­
ческое, то есть в присутствии немеченого мусцимола в концентрации 
0,1 мМ. По осн абсцисс—концентрация 3Н-мусцимола (нМ). б—в при­
сутствии 10 нМ зн-мусцимола и различных концентраций немеченого 
мусцимола. По оси абсцисс—концентрация мусцимола (нМ), по֊֊_осн ор­

динат—связанный ЗН-мусциеиол (пмоль/мг белка)

Волнообразность проявляется в присутствии почти тысячекратно­
го избытка немеченого лиганда, причем, естественно, что разброс в; 
его концентрациях во много раз превышает разницу между концентра­
циями меченого лиганда- Для объяснения этого можно высказать ряд 
предположений. Например, молекулы или молекулярные комплексы 
меченого и немеченого лигандов чем-то отличаются между собой, или՜ 
существует некий специфический механизм рецепторного связывания, 
при котором лигандные комплексы при связывании с рецептором рас­
падаются. Могут иметь место также и чисто радиационные эффекты 
р-излучения трития, энергии которого вполне достаточно для некото­
рой модификации как самих молекул лиганда, так и непосредственно- 
соприкасающихся с ними других молекул, например, рецепторных. Не 
исключены и эффекты, связанные с обменом трития на водород между 
Молекулами меченого лиганда и теми же рецепторными участками 
или водой.

^-Амплитуда волнообразности изменяется пропорционально концент­
рации меченого лиганда и при концентрации лиганда, равной 100 нМ,. 
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имеет порядок 0,1 пмоль/мг белка. При солюбилизации мембран и 
обогащении солюбилизата ГАМК-рецепторными участками специфиче­
ское связывание 3Н-мусцимола при концентрации 100 нМ составляет 
около 10 пмоль/мг белка. Амплитуда же волнообразности остается 
порядка 0,1 пмоль/мг белка (рис. 6,6). На основании этого, с одной 

■ стороны, можно предположить, что волнообразность обусловлена ка­
ким-то неспецифическим фактором, от которого освобождаются в про­
цессе обогащения ГАМК-рецепторными участками, а с другой сторо­
ны', нельзя исключить и то, что волнообразность отражает специфиче­
ское состояние ГАМК-рецепторного комплекса в солюбилизированной 
мембране, для которого характерна гиперболическая кривая связыва- 
ния,-

Проверка всех возможных объяснений волнообразности потре­
бует специальных экспериментов. Данная же работа ставит вопрос, о 
правомочности интерпретаций кривых связывания с необогащенными 
ГАМК-рецепторными препаратами, цоторые приводятся в публикуе­
мых работах, так как амплртуда показанной волнообразности соизме­
рима с величинами специфического ГАМК-рецепторного связывания 
для этих препаратов.

I
WAVE-FORM CURVES OF THE RAT BRAIN AND LOCUST 

MUSCLE MEMBRANE BINDING WITH ’H-GABA AND 
’H-MUSCIMOL • '

TONKYKH A. K.. KUZNETSOV V. I.. KARANOVA M. V.. SADYKOV A. A. 
Institute of Biological Physics. Acad. Scl. of the USSR, Poustchlno

Rat brain and locust muscle membrane binding with ■’H-GABA and 
’H-muscimol has been studied in a large concentration range of ligands 
•(1—1000 nM) at one decimal interval. It was shown that the total and 
unspecific binding curves have a typical wavy form with convexity (or 
concavity) arising regularly with ligand concentration change by approx 
1.4. Such waveform curves were observed both with rat brain ,membra­
nes and plasma membranes of the locust muscle. Possible reasons of 
.the wave-/form curves are discussed.
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