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Синаптические мембраны, выделенные из коры головного мозга крыс через 5 
суток после нптрацистернального введения 6-оксидофамппа (300 мкг), имеют пони­
женную способность к К’а+ -независимому связыванию 3Н-ГАМК. Это обусловлено 
2—3-кратным снижением общего числа рецепторных участков и не связано с изме­
нением активности эндогенных ингибиторов ГАМК-рецепторов. Функционирующие 
рецепторы проявляют повышенное сродство к лиганду. Полученные данные свиде­
тельствуют о тесной взаимосвязи между ГАМК- и катехсламннергическвми систе­
мами в коре головного мозга крыс.

6-оксидофамин (6-ОН-ДОФА), являясь природным неметаболизи- 
руемым аналогом дофамина, широко используется в нейроморфолог.и- 
ческпх и нейрохимических исследованиях как нейротоксин специфи­
ческого действия («ложный медиатор»), вызывающий повреждения 
катехолампновой системы головного мозга [1]. Введение 6-ОН-ДОФА 
в желудочки мозга приводит к снижению содержания норадреналина 
и дофамина [2, 3], потере способности нервного волокна к возбужде­
нию [4] и дегенеративным перестройкам терминалей катехоламинер- 
гических (КА-ергических) нейронов [5—7]. При этом содержание в 
мозгу других нейромедиаторов (АХ, ГАМК, глутамат) практически не 
изменяется [8]. Обнаруженные отклонения касаются как основных 
КА-ергических центров (черная субстанция, голубое пятно) и сопря­
жённых с ними образований стрпопаллидарной системы, так и коры 
головного мозга [6, 7]. Известно, что в коре осуществляется контакт 
КА-ергической системы с системами иной медиаторной природы, в 
частности* тормозной ГАМК-ергической, что создаёт структурный ба­
зис для межмедиаторных взаимодействий, с помощью которых инте­
грируется деятельность ЦИС. Задачей нашего исследования было изу­
чение изменений, возникающих в рецепторном звене ГАМК-ергиче­
ской системы коры головного мозга крыс в результате селективного 
повреждения КА-ергической системы 6-ОН-ДОФА.
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Материалы и методы

Опыты проводили на крысах-самцах линии Wistar массой 180—200 г. Крысам 
под эфирным наркозом интрацнстернально вводили 300 мкг 6-ОН-ДОФА в 20 мкл 
физиологического раствора. Контрольным животным вводили по 20 мкл физиологп- 

- ческого раствора. В опытах использовали также интактных животных. Через 5 суток 
крыс декапптпровали. отделяли кору больших полушарий и замораживали её на 
1—2 суток при -18°.

Фракцию синаптических мембран из коры головного мозга получали с помощью 
дифференциального центрифугирования клеточного гомогената по методу Zukin и 
соавт. [9]. используя модификацию, предложенную Дамбиновой и Городинским [10]. 
Чистоту полученной фракции контролировали электропномикроскопическп. /Для фик­
сации предварительно осажденных центрифугированием мембран использовали 
2,5%-ный глютаральдегид и 1%-ный раствор четырехокисп осмия. Проводку и за­
ливку материала выполняли общепринятыми методами.

Полученные синаптические мембраны замораживали на 1—2 суток при -18°. 
После оттаивания их промывали 5—6 раз 50 мМ трис-цптратным буфером pH 7.4 с 
последующим осаждением при 45000g в течение 20 мин или же предварительно об­
рабатывали' 0.05%-ным тритоном Х-100 в течение 30 мин при 37°.

Для определения Na +-независимого связывания ЗН-ГАМК 10—40 мкг (по 
белку) синаптических мембран инкубировали в течение 10 мни при 0—4° с 5— 
200 нМ ЗН-ГАМК (32 Ки/ммоль, Ленинград) в 1 мл трпс-цптратного бу­
фера pH 7.4 [9, 11]. Неспецифическое связывание определяли при наличии в инку­
бационной среде 1 мМ немеченой ГАМК («Fluka», Швейцария). В наших опытах 
оно составляло менее 30% от общего связывания метки. Специфическое связывание 
получали путем вычитания значений .неспецнфического связывания из величин об­
щего связывания. Реакцию останавливали быстрой фильтрацией проб под вакуумом 
через целлюлозные фильтры с диаметром пор 0,42 мм («Synpor», ЧССР) [ill]. 
Осажденные на фильтрах синаптические мембраны промывали 10-кратным объёмом 
холодного буфера. После высушивания фильтры помещали в впалы, заливали сцин­
тилляционной жидкостью (5 г РРО и 50 мг РОРОР в 1 л толуола) и измеряли ра­
диоактивность на. счетчике Mark II («Nuclear Chicago». США).

Активность эндогенных ингибиторов ГАМК-рецепторов оценивали ио приросту 
Па + -иезависимого связывания ЗН-ГАМК после обработки синаптических мембран 

0,05%-ным тритоном Х-100 и способности цигибиторсодержащего экстракта, полу­
ченного после осаждения заморожениых-оттаявшпх синаптических мембран, снижать 
Na+-независимое связывание ЗИ-ГАМК с обработанными 0,05%-ным тритоном Х-100 
синаптическими мембранами коры мозга интактных животных.

Содержание белка определяли по методу Lowry и соавт. после предварительного 
гидролиза синаптических мембран в NaOH [121-

Результаты и обсуждение
Электронномикроскопическое исследование фракции синаптиче­

ских мембран из коры головного мозга крыс. Электронномпкроскотт- 
ческое исследование позволило показать, что полученный нами препа­
рат представляет собой совокупность разрушенных осмотическим шо­
ком мембранных структур. Выявляются области синаптических контак­
тов и постсинаптические уплотнения. Некоторые структуры образуют 
замкнутые везикулы, заполненные пузырьками, по строению и разме­
рам сходными с синаптическими. Вместе с тем часть синаптических пу­
зырьков в результате осмотического шока высвобождается из мемб­
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ранных везикул. Полученный препарат оказался практически пол­
ностью лишен митохондриальных примесей, в поле зрения лишь изред­
ка попадаются единичные .митохондрии. Это представляется принци­
пиально важным, так как митохондрии содержат ГАМК-утилизирую- 
щие ферменты и согласно приводимым в литературе [13] и нашим 
неопубликованным данным, способны к связыванию 3Н-ГАМК, что 
искажает получаемые результаты -и затрудняет оценку ГАМК-рецеп­
торов синаптических мембран.

1Уа + -независимое связывание 3Н-ГАМК. синаптическими мембра­
нами коры мозга крыс через 5 суток после введения 6-ОН-ДОФА. 
1Ча + -независимое связывание 3Н-ГАМК с синаптическими мембрана­
ми, которое идентично связыванию ГАМК с постсинаптическими рецеп­
торными участками [9], может быть выявлено только после замора­
живания-оттаивания мембран с последующими их промывками гипо­
тоническим буфером [9, 14]. Такая обработка способствует вымыва­
нию из мембранной фракции эндогенной ГАМК, конкурирующей с 
меченым лигандом за участки связывания [15, 16]. Кроме того, соглас­
но полученным нами данным, при замораживании-оттаивании от си­
наптических мембран отделяются Фолин-положительные соединения 
полипептидной природы с максимумом поглощения при 280 нм. Они 

снижают Ыа *-независимое связывание 3Н-ГАМК и поэтому могут быть 
отнесены к эндогенным ингибиторам, роль которых в функционирова­
нии ГАМК-рецепторов интенсивно обсуждается [15, 17—19]. Ещё 
большего увеличения специфического связывания 3Н-ГАМК можно 'до­
стичь с помощью обработки предварительно замороженных и оттаяв­
ших мембран тритоном Х-100, который в концентрациях 0,01—0,1 % 
также способствует отделению о" мембран эндогенных ингибиторов 
ГАМК-рецепторов [15].

14а+ -независимое связывание 8Н-ГАМК изучалось как на много­
кратно промытых гипотоническим буфером, так и на предварительно 
обработанных 0,05%-ным тритоном синаптических мембранах из коры 
мозга подопытных и контрольных крыс. Исследуемые пробы содержа­
ли 100 нМ 3Н-ГАМК. Данные, представленные в табл. 1, свидетель­
ствуют о том, что синаптические мембраны, выделенные из коры мозга 
подопытных крыс через 5 суток после введения им 6-ОН-ДОФА. имеют 
пониженную способность к рецепторному связыванию 3Н-ГАМК. Это 
наблюдается как на промытых буфером, так и на обработанных детер­
гентом мембранах.

Кинетический анализ связывания 3Н-ГАМК при различных кон­
центрациях меченого лиганда в среде инкубации, проведенный по ме­
тоду Скэтчарда [20], показал, что синаптические мембраны, выделен­
ные из коры мозга подопытных животных, имеют в 2—3 раза меньшее 
общее число участков связывания (Вма։.„) по сравнению с мембранами 
коры мозга контрольных животных (рис. 1, табл. 2)- Вместе с тем 
К(| у подопытных крыс в 1,5—4 раза ниже, чем у контрольных, что 
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свидетельствует о повышении сродства рецепторных участков к ли­
ганду у подопытных животных (табл. 2).

Таблица 1
\а+ -независимое связывание 3Н-ГАМ-К синаптическими 
мембранами коры мозга крыс через 5 суток после интрацп- 
стернального введения 6-ОН-ДОФА (300 мкг на крысу)

Примечание. В скобках указано количество опытов. *р<0.05 по сравнению с 
контролем

Условия 
получения 

синаптичес­
ких мембран

Специфическое ^^-независимое связывание 
3Н-ГАМК

контроль опыт

пмп/м^и/ 
мг белка

имп/мин/ 
мг белка

%
к контролю

Промывка 
буфером 

Обработка 
тритоном

10,300+2,500 
(5)

22,500+3,600
(7)

4.200+1,100*
(б) 

14,200+2,800*
(5)

40

60

Рис. 1. Графики Скэтчарда для связывания 3Н-ГАМК синаптическими 
мембранами коры мозга подопытных и контрольных крыс.н—промытые 
буфером мембраны; б—обработанные 0,05% тритоном Х-100 мембраны. 
1—мембраны из коры мозга подопытных крыс, 2—мембраны из коры 
мозга контрольных крыс. По осн абсцисс—связанная 3Н-ГАМК (пмоль/мг 
белка), по оси ординат—связанная 3Н-ГАМК/свободная ЗН-ГАМК 

(фмоль/мг белка/нМ)

Обнаруженное уменьшение числа ГАМК-связывающих участков в 
коре мозга подопытных животных может быть обусловлено как утратой 
рецепторов, так и, вероятно, изменением активности эндогенных инги­
биторов. Эти вещества, согласно приводимым в литературе данным, 
участвуют в регуляции ГАМК-ергической синаптической передачи на 
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уровне постси’наптической мембраны, обратимо уменьшая число выео- 
кочувствительных ГАМК-рецепторов и изменяя их сродство к лиганд)7 
[15—18]. Для проверки этого предположения была проанализирована 
активность эндогенных ингибиторов ГАМК-рецепторов в коре мозга 
подопытных и контрольных крыс.

Таблица 2'
Кинетические параметры Х’а +-независимого связывания ЗН-ГАМК си 
паптпческимц мембранами коры мозга крыс через 5 суток после иитра- 

цистернального введения 6-ОН-ДОФА (300 мкг на крысу)

У словия 
получения 

синаптических 
мембран

Специфическое 1\’а + -независимос связывание 3Н-ГАМ1<

контроль опыт

Kd (нМ) Вмакс 
(пмоль/мг) Kd (нМ) Вмакс 

(пмоль/мг)

Промывка 
буфером 

Обработка 
тритоном

100+10

40+5

0,70+0,10

1,25+0,2

22+5*

24+6*

0,28+0,04*

0,70+0.05*

Примечание. *р<0,05 по сравнению с контролем

Рис. 2. Изменение Na+ -независимого связыва­
ния ЗН-ГАМК синаптическими мембранами коры 
мозга контрольных (а) и подопытных (б) крыс 
после их обработки 0,05%-ным тритоном Х-100. 
1—мембраны, промытые буфером. 2—мембраны,, 
обработанные тритоном Х-100. По осп ор­
динат—специфическое связывание ЗН-ГАМК с 
мембранами (имп/мпп/мг белка), концентрация 

ЗН-ГАМК в среде инкубации равна 100 нМ

Активность эндогенных ингибиторов ГАМК-рецепторов в коре 
мозга крыс через 5 суток после введения 6-ОН-ДОФА. Обработка си­
наптических мембран коры мозга 0,05%-ным тритоном Х-100 приводит 
к повышению уровня Ма+-независимого связывания 3Н-ГАМ1\ как у 
контрольных животных, так и у крыс, подвергшихся воздействию ней­
ротоксина (рис. 2). Это указывает на присутствие эндогенных ингиби­
торов в синаптических мембранах животных обоих групп. Следует от­
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метить, что удаление ингибиторов обработкой мембран детергентом 
хотя и приводит к 3-кратному возрастанию рецепторного связывания 
3Н-ГАМК в коре мозга опытных животных, однако не поднимает его 
до уровня связывания с обработанными детергентом мембранами конт­
рольных животных (рис. 2). Определение величины прироста связыва­
ния 3Н-ГАМК после обработки мембран низкими концентрациями де­
тергента в стандартных .условиях—косвенный метод оценки активности 
эндогенных ингибиторов, широко Используемый в литературе [21, 22].

Эндогенные ингибиторы могут быть отделены от синаптических 
мембран не только в результате их обработки детергентами, по и при 
замораживании-оттаивании разрушенных осмотическим шоком и про­
мытых гипотоническими буферными растворами мембран. Надосадоч­
ные жидкости, полученные после осаждения замороженных-оттаявших 
синаптических мембран коры больших полушарий подопытных и конт­
рольных крыс, дозозависимым образом ингибируют связывание 
3Н-ГАМК с обработанными детергентом мембранами коры мозга ин­
тактных крыс (рис. 3). Кривые ингибирования имеют характер насы-

Рис. 3. Влияние эндогенных ингибиторов 
,!3 коры .мозга подопытных п контроль­
ных крыс на Ха +-независимое связывание 
ЗН-ГАМК синаптическими мембранами ко­
ры мозга интактных животных. 1 инги­
битор из коры мозга подопытных, 2 
контрольных, 3—интактных животных. По 
осн абсцисс— концентрация ингнбиторсо- 
держащего экстракта (мкг белка/мл инку­
бационной среды).По оси ординат—специ­
фическое связывание 3Н-ГАМК (%). концен­
трация ЗН-ГАМК в среде инкубации равна 

100 нМ

щения. При этом содержащий ингибитор экстракт из коры мозга под­
опытных крыс снижает специфическое связывание меченого лиганда 
не более чем на 50% (ИД50 = 5 мкг белка/мл), а такой же экстракт из 
коры мозга контрольных животных—на 85% (ИД5о= 1 мкг белка/мл), 
что совпадает с характеристиками ингибитора из коры мозга интакт­
ных крыс. Таким образом, эндогенные ингибиторы из коры мозга под­
опытных крыс имеют пониженную ингибирующую способность, что 
свидетельствует об относительно меньшем их содержании в синаптиче­
ских мембранах.

Полученные в этом разделе работы данные позволяют утверж­
дать, что наблюдаемое в коре мозга подопытных животных снижение 
числа ГАМК-связывающих участков не является следствием измене­
ния активности эндогенных ингибиторов. Напротив, количество инги­
биторов в коре мозга подопытных животных снижается. Это согла­
суется с приводимыми в литературе данными о том, что эндогенные 
ингибиторы тесно сопряжены с ГАМК-рецепторами и, возможно, 
составляют с ними в функциональном отношении единое целое [18].
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Таким образом, через 5 суток после интрацистернального введе­
ния 6-ОН-ДОФА в коре головного мозга крыс, наряду с выраженными 
дегенеративными изменениями терминалей КА-ергических нейронов и 
снижением уровня катехоламинов [7], наблюдаются значительные пе­
рестройки в рецепторном звене ГАМК-ергической системы- Отмечено 
2—3-кратное снижение числа ГАМК-рецепторных участков, не связан­
ное с увеличением активности эндогенных ингибиторов и, вероятно, 
обусловленное утратой более половины ГАМК-рецепторов под влия­
нием нейротоксина. Функционирующие ГАМК-рецепторы ^проявляют 
повышенное сродство к медиатору, что можно рассматривать как ком­
пенсаторное явление, обеспечивающее гиперчувствительность нейронов. 
Аналогичные изменения (снижение общего числа рецепторных участ­
ков и увеличение их сродства к лиганду) были обнаружены в бензо­
диазепиновых рецепторах коры головного мозга крыс после внутри­
желудочкового введения нм 6-ОН-ДОФА [23]- Известно, что эти ре­
цепторы функционально тесно взаимосвязаны с ГАМК-рецепторами и, 
возможно, составляют с ними единый комплекс [18]. Если считать 
твёрдо установленным факт строгой специфичности действия 6-ОН- 
ДОФА на КА-ергическую систему, то полученные в пашей работе дан­
ные свидетельствуют о тесной структурно-функциональной связи меж­
ду КА- и ГАМК-ергическимп системами в коре головного мозга крыс. 
Вместе с тем значительная выраженность обнаруженных нами измене­
ний выдвигает вопрос о возможности непосредственного влияния 
6-ОН-ДОФА на ГАМК-рецепторы.

ACTION OF 6-HYDROXYDOPAMINE ON GABA-RECEPTORS IN’ 
RAT BRAIN CORTEX

PARFENOVA E. V.

Department of Morphology. Institute of Experimental Medicine, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Leningrad

Synaptic membranes isolated from rat brain cortex 5 days after 
intracysternal injection of 6-hydroxydopamine (30Э ug) exert a dec­
reased ability for Na 1 -independent binding of H’-GABA. These changes 
are due to a 2—3 fold decrease in the total number of binding sites for 
3H-GABA* and have nothing to do with the change of activity of GABA 
endogenous inhibitors. Functioning GABA-receptors show an incre­
ased affinity for the ligand. Data peresented point to a close interrela­
tion between GABA-ergic and catecholaminergic systems in rat brain 
cortex.
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