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УДК 547.965

РОЛЬ И-АЦЕТИЛ-Ь-АСПАРАГИНОВОЙ КИСЛОТЫ В 
МЕХАНИЗМЕ ДЕЙСТВИЯ

НЕЙРОМЕДИАТОРНЫХ АМИНОКИСЛОТ
ЛПРИКЯН Г. В., КНАРЯН В. А., ШАГИНЯН В. А., АХВЕРДЯН Э. С.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Исследовано влияние Х’-ацстил-Ь-аспарагиновон кислоты (ЫААК) на высокоаф- 
финиши захват нейромедиаторных аминокислот (аспарагиновой, глутаминовой и 
ГАМК) обогащенными фракциями нейронов, глии и синаптосом головного мозга крыс. 
Показано, что №ЛАК заметно подавляла захват дикарбоновых аминокислот указанными 
фракциями, но не влияла на захват ГАМК. Ингибирование захвата аспарагиновой кис­
лоты слнаптосомнои фракцией под действием ЫААК носила конкурентный характер. 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что ПАЛК является природным ин­
гибитором захвата возбуждающих нейромедиаторных аминокислот.

1Ч-ацетил-Ь-аспарагиновая кислота (ХААК) была обнаружена в го­
ловном мозгу животных Та Пап и соавт. в 1956 г. [1]. Количество этого 
нейроспецифического соединения в мозгу птиц и млекопитающих состав­
ляет 80—110 мг%, У рыб и черепах—11 —16 мг%, в мозгу лягушек и в 
нервной ткани беспозвоночных содержание \ААК незначительно [2]. 
Самое высокое содержание ИААК было установлено в сером веществе 
головного мозга—124 мг%, а самое низкое֊—в корешках спинного мозга--- 
48 мг% [2]- Количество КЛАК, в сером веществе мозга в 2 раза больше, 
чем в белом; в спинномозговой жидкости не обнаружена.

При фракционировании мозговой ткани 59% глутаминовой кислоты 
(ГК), 47% аспарагиновой кислоты (АК) и 52% КААК обнаруживалось 
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в растворимой фракции и соответственно 23, 39 и 39%—в грубой мито­
хондриальной фракции. Субфракциоиироваиие последней показало ана­
логичное с возбуждающими нейромедиаторами распределение NAAK с 
преимущественной локализацией в синаптосомах. Распределение ГК. АК 
и .ХААК в процентах в очищенных митохондриях соответственно состав­
ляло 27, 7 и 23%, а в синаптосомах—50, 85 и 61% [3]. Преимуществен­
ное распределение NAAK в синаптосомах по сравнению с митохондриями 
указывает на ее непосредственное отношение к передаче нервного импульса.

Goldstein [4] выделил из головного мозга и частично очистил фер­
мент аспартикоацетилазу. ацетилирующую исключительно АК. Примеча­
тельно, что задолго до открытия NAAK Birnbaum и соавт. [5] установи­
ли. что в почках ацилазой I подвергаются гидролизу ацетилпроизводяые 
всех аминокислот, кроме NAAK, а ацилазой II из всех ацетилпроизводных 
аминокислот подвергается гидролизу только NAAK.

Роль NAAK в организме животных остается окончательно невыяс­
ненной. По мнению Tallan [2], она принимает определенное участие в 
сохранении ионного равновесия в НС как источник анионов. Хотя мече­
ные предшественники (глюкоза, ацетат) слабо включаются в NAAK, тем 
не менее, в определенных экспериментальных условиях было показано 
значительное включение метки в молекулу NAAK [6]. Период полужизни 
NAAK. составляет 12 ч [7]. По данным Оганесяна [8J. NAAK является 
эффективным источником ацетата для синтеза ацетилхолина. Следует так­
же отметить, что NAAK активирует глутаминазу I головного мозга [9].

При возбуждении, вызванном кофеином (2,5—7.5 мг/100 г живой 
массы), количество NAAK в мозгу белых мышей заметно понижалось 
[101. Введение ганглиоблокатора—ганглерона (4 мг/100 г живой массы) 
вызывало аналогичный эффект. Отмечено также заметное снижение коли­
чества NAAK в мозгу белых мышей после вынужденного плавания [10] 
и у агрессивных мышей [11]. Возможно, при возбуждении ЦНС NAAK 
подвергается усиленному гидролизу, а образовавшиеся АК и ацетат, 
окисляясь, могут служить дополнительным источником энергии для дея­
тельности мозга. В пользу этого заключения свидетельствуют данные о 
том, что при инкубации срезов коры больших полушарий головного мозга 
добавление NAAK приводило к заметному усилению поглощения Оз эти­
ми срезами [12].

Имеются сведения о том, что гистамин, норадреналин, серотонин и 
дофамин уменьшают количество NAAK в срезах головного мозга. Учиты­
вая, что гистамин, норадреналин и серотонин (но не дофамин) увеличи­
вали содержание З^б'-сАМР в срезах коры больших полушарий морских 
свинок [13, 14], Reichelt и соавт. [15] исследовали вероятную роль 
сАМР в снижении содержания NAAK. Ингибирование фосфодиэстеразы 
сАМР кофеином приводило к некоторому уменьшению количества NAAK. 
Активирующий аденилатциклазу NaF в препаратах мозга крыс с разру­
шенными клетками [16] не изменял концентрацию NAAK [15]. Хотя 
аденозин является наиболее эффективным стимулятором образования 
сАМР [17. 18]. Reichelt и соавт. наблюдали лишь слабое увеличение со­
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держания NAAK под его действием. Эти авторы пришли к выводу, что 
действие нуклеотидов на NAAK не прямое [15].

Недавно было показано, что наряду с АК и ГК NAAK в условиях 
in vitro значительно повышала количество сАМР в коре больших полу­
шарий [19]. Имеются сведения также о том, что NAAK является анта­
гонистом возбуждающих нейромедиаторов—АК и ГК [20]. Ингиби­
рующий эффект NAAK на связывание АК с постсинаптичекими рецеп­
торами [21] является дополнительным свидетельством синаптической 
активности NAAK

Материалы и методы

Объектом исследовании служил головной мозг половозрелых белых крыс, содер­
жавшихся на обычном пищевом рационе вивария. Обогащенные фракции нейронов и 
глии получали по ранее описанному методу [22]. Синаптосо.мы выделяли по Hajos 
[23]. Конечный осадок обогащенных фракций нейронов и глии и синаптосом суспен­
дировали в 0,32 М сахарозе. Состав среды поглощения (конечные концентрации в 
ммоль): трис-НС! буфер, pH 7,4-25; NaCl-127,2; KCI-5; СаС13—2,7; MgSO4-l,3; 
глюкоза—11,1.

Захват аминокислот изучали инкубированием проб в атмосфере воздуха ври по­
стоянном встряхивании и температуре 373 в течение 20 мин. Пробы содержали 0.9 мл 
среды поглощения, 0.1 мл соответствующей фракции, содержавшей 100 мкг белка, не­
меченые аминокислоты н конечной концентрации 10~5М, аминооксиуксусную кислоту 
(АОУК) в тон же концентрации для подавления трансаминирования и 0,05 мкКи/ыл 
соответствующих меченых 14С-аминокислот; NAAK добавляли в конечной концентра­
ции 10 М. Реакцию останавливали добавлением 1 мл холодной среды поглощения. 
Фракции осаждали центрифугированием при 4000 об/мин в течение 15 мин яри 4\ 
ладосадочную жидкость декантировали, осадок растворяли протозолом или дзмстил- 
сульфоксидом. Радиоактивность измеряли, используя сцинтилляционную жидкость 
Брэя, на жидкостном сцинтилляционном счетчике «Intertcchnique SL-4221» (Франция). 
Степень захвата аминокислот выражали величиной распад/мин/мг осадка, деленной на 
величину распад/мин/мкл среды. Белок определяли по методу Lowry и соавт. [24] в 
модпфикаци Hess и Lewin [25].

В опытах использовали NAAK, АК, ГК, ГАМК и АОУК „Sigma", США (чис­
тота NAAK составляла 99,82%), радиоактивные ։։С-АК (140 мКи ммоль) (ЧССР), 
«С-ГК (200мКи/ммоль) (ЧССР), «С-ГАМК (11,8 мКч.ммоль)(Венгрия).

Результаты и обсуждение

В течение ряда лет в нашей лаборатории изучается роль ПААК в 
передаче нервного импульса в ЦНС животных. Первые работы были выпол­
нены на обогащенных фракциях нейронов и глии головного мозга белых 
крыс. Полученные результаты показали, что ИААК в концентрации 
1 мМ ингибировала высокоаффинный захват 14С-АК фракцией нейронов 
(рис. 1, а) и фракцией глии (рис. 1, б) на 25,8 и 37% соответственно. 
Вызывает интерес то, что неприродное соединение Х'-ацетил-Ь-аспарагин 
в той же концентрации оказалось неэффективным, в то время как аспа­
рагин проявил ингибирующее действие в обоих фракциях , (на 27%). 
Изучение действия №ААК на захват 14С-АК синаптосомной фракцией 
(рис. 1, в) показало, что ХААК в той же концентрации ингибировала 
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процесс захвата еще сильнее (на 46,8%). В указанных эксперименталь­
ных условиях NAAK ингибировала захват синаптосомами В * * * * * 14С-ГК не­
сколько интенсивнее, чем 14С-АК (на 54%), но не оказывала заметно­
го влияния на захват тормозного медиатора ГАМК. Таким образом, 
нами установлено, что NAAK является природным ингибитором захвата 
возбуждающих нейромедиаторных аминокислот—АК и ГК. Использо­
ванная величина концентрации NAAK является физиологической, так 
как расчеты по данным Reichelt и соавт. [3] показали, что содержание 
NAAK в синаптосомной фракции составляет 1,3 мМ.

В следующей серии экспериментов было установлено (рис. 2), что 
по мере увеличения концентрации МААК в среде инкубации синаптосом
ингибирующий эффект возрастал. При концентрации КТААК 5 мМ зах­
ват 14С-АК оказался почти полностью ингибированным. Величины 1С-»о.
полученные для захвата 14С-АК и 14С-ГК синаптосомной фракцией го­
ловного мозга белых крыс, имели близкие значения, равняясь соответ­
ственно 3,0 и 2,4 мМ. Кинетический анализ захвата 14С-АК синаптосом­
ной фракцией показал (рис. 3), что ингибирование захвата под дейст­
вием ЫААК носило конкурентный характер. Так, К т захвата 14С-АК в 
контроле составляла 10 мкМ, а в присутствии ЫААК—20 мкМ. Макси­
мальная скорость захвата при этом не менялась и была равной
11,1 нмоль/мг белка/5 мин. Таким образом, сродство |4С-АК в присут­
ствии ИААК снижалось вдвое.

Было проверено также влияние фторпроизводного ПААК—фтора- 
цетиласпарагиновой кислоты—ГЫААК* на захват 14С-АК и |4С-ГК. 
ЕКААК оказывала аналогичное с ЫААК действие, но несколько превос-

ствием 1 мМ NAAK (2), \:-ацетил-Ь-аспарагина (3) и аспарагина (4); 
захват >+С-АК (I), “С-ГК (II) и ИС-ГАМК (III) синаптосомной фрак­
цией (в) под действием 1 мМ NAAK. По оси ординат—отношение захвата 

в распад/мин/мг осадка к величине распад/мии/мкл среды
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ходившее эффект последней; РХААК также не оказывала влияния на 
захват 14С-ГАМК.

Таким образом, в настоящее время можно считать доказанным, что 
КА А К является регулятором содержания сАМР, ингибитором связы-

Рис. 2. Величины 1С50 захвата 14С-ГК (1) и 14С-АК (2) синаптосомной 
фракцией головного мозга белых крыс под действием ХААК в возрастаю­
щей концентрации: 1С50 (1)=-2,4 мМ; 1С50 (2) —3 мМ. По оси абсцисс— 
концентрация ХАЛК, в мМ; по оси ординат—ингибирование захвата, в %.

Рис. 3. Кинетика захвата 14С-АК синаптосомной фракцией головного моз­
га белых крыс по Лайнуиверу-Берку в отсутствие (1) и в присутствии (2) 
ХАЛК (3 мМ). По оси абсцисс—величины 1/[АК], (мкМ)՜1; по оси ор­
динат—количество 1֊‘С-АК (имоль/мг белка/5 мин)՜1. К|П (1) =

Ю мкМ; Кт (2) = 20 мкМ; У=11,1 нмоль/мг белка/5 мин

вания 1'С-АК с соответствующими постсинаптическими рецепторами 
[19, 21], а также природным ингибитором захвата возбуждающих ней­
ромедиаторных аминокислот—АК и ГК.

ROLE OF. N-ACETYL-L-ASPARTIC ACID IN THE MECHANISM 
OF ACTION OF NEUROTRANSMITTER AMINO ACIDS

APR1KIAN G. V., KNAR1AX V. A., SHAHIXIAN V. A., AKHVERDIAN E. S.
1 nstitute of Biochemistry Arm. SSR Academy of Sciences, Yerevan

A new effect of N-acetyl-L-aspartic acid (NAA) is established: it 
depresses the high affinity uptake of Asp and Gin in enriched neuro­
nal and glial fractions, and especially in synaptosomes. NAA does not 
affect the uptake of GABA. It' was found that NAA inhibited compe­
titively the uptake of Asp by synaptosomes. N-acetyl-L-asparagine 
Joes not affect the uptake of neu retransmitter amino acids.

* FNAAK синтезировал сотрудник нашего института Я. В. Возный
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