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В опытах ш vitro исследовано действие стимулятора долговременной памяти— 
этиляорантифсияа (этимизола)—на активность аденнлатциклазы и фссфодиэстеразы 
сАМР в ткани мозга крысы. В диапазоне концентраций 10՜8—10'3М этимизол не 
влиял ни на базальную, ни на стимулируемую NaF активность аденнлатциклазы г» 
мембранной фракции серого вещества коры больших полушарий и в гомогенате по
лосатого тела, независимо от того, присутствовал ли о среде эндогенный аденозин, 
или он был удалей с помощью добавления адснозиндезаминазы. Эти результаты опро 
вергают существовавшее ранее предположение о возможности действия этимизола на 
адснилатцихлазу через рецепторы аденозина. Активность фосфоднэстераз сАМР с 
высоким и низким сродством к субстрату снижалась в присутствии этимизола. Инги
бирующее влияние препарата было более выражено ио отношению к высокоаффнииым 
формам фермента: достоверное торможение наблюдалось уже при концентрациях эти
мизола 10՜5—10՜—* М. Действие на высокоаффиниую фосфодиэстеразу сАМР струк
турного аналога этимизола. аллилнорантифсина. оказывающего отрицательное влияние 
։ 1 долговременную память, нс отличалось от действия этимизола. Степень торможе
ния фермента находилась в линейкой зависимости от логарифма концентрации препа
ратов. Сравнение эффектов этимизола и классического ингибитора фосфодиэстеразы 
теофиллина -выявило различный характер зависимости 'скорости ферментативной 
реакции от концентрации этих препаратов. При их совместном добавлении эффект бы \ 
сильнее, чем действие каждого в отдельности, хотя и не строго аддитивным, что даст 
основание предполагать наличие разных, но. возможно, частично перекрывающихся 
участков их связывания на молекуле фермента.

Система сАМР контролируется в клетке множеством механизмов. 
Один из них связан с наличием в клеточной мембране рецепторов аде
нозина, модулирующих активность аденнлатциклазы [ 11. Кофеин и 
другие метилксантины блокируют аденозиновые рецепторы, и в настоя
щее время полагают, что именно это свойство лежит в основе их влия
ния на функции ЦНС [2]. В отделе фармакологии Института экспери
ментальной медицины была синтезирована группа моноциклическнх произ
водных кофеина с разомкнутым пиримидиновым кольцом и взаимно пере
ставленными С = О и ХП группами в этом кольце. Производные были назва
ны антифеинами. так как они оказались антагонистами кофеина но деи- 
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ствию на кору головного мозга и поперечнополосатую мускулатуру хо
лоднокровных [3]. Некоторые фармакологические эффекты антнфеи- 
нов. в частности их седативное действие и способность вызывать гипо
тензию. напоминают эффекты внеклеточного аденозина. Это послужи
ло основанием для предположения о пуринергическом характере действия 
антифеинов. опосредуемом аденозиновыми рецепторами. Косвенным подт
верждением этого предположения явилось то, что один из антифеинов. 
обладающий специфической способностью стимулировать долговремен
ную память—этилнорантифеин (этимизол)—вызывал при внутрибрю
шинном введении значительный подъем уровня сАМР в ткани мозга 
крыс [4]. Однако прямые доказательства аденозиноподобного действия 
антифеинов на аденилатциклазу могли быть получены только при про
ведении исследований in vitro. В связи с этим мы изучили действие 
антифеинов на ферменты системы сАМР в разных отделах мозга крысы.

Материалы и методы

Объектами исследования были грубая митохондриальная фракция 
и постмитохондриальный супернатант серого вещества коры больших 
полушарий, а также гомогенат полосатого тела мозга белых беспород
ных самцов крыс массой 200—250 г.

Гомогенат полосатого тела получали, мягко гомогенизируя ткань в 
9 объемах среды, содержащей 0.32 М сахарозу. 0,025 М трис-НС), 
pH 7.5 и 0.002 М ЭДТА. Гомогенат замораживали в жидком азоте и 
хранили при _ 18°. Для получения фракций серого вещества коры ткань
Гомогенизировали в 9 объемах среды, содержащей 0.32 М сахарозу, 
0,05 М трис-HCI. pH 7.5 и 0,005 М MgClj. Гомогенат центрифугирова
ли 10 мин при 1000". Осадок промывали средой выделения, объеди
ненные постъядерные надосадочные жидкости центрифугировали 30 мин 
при 11000g. Супернатант (постмитохондриальную фракцию) дополни
тельно осветляли центрифугированием 30 мин при 11000 g. Осадок— 
грубую митохондриальную фракцию, содержащую большую часть плаз
матических мембран—суспендировали в 0,05 М трис-НС1, pH 7,5. Сус
пензию центрифугировали 30 мин при 11000 g. Промытую мембранную 
фракцию ресуспендировали в небольшом объеме 0.05 М трис-НС]. 
pH 7,5 (5—6 мг белка/мл) и замораживали в жидком азоте. Белок оп
ределяли по Lowry и соавт. [5].

Активность аденилатцнклазы определяли, модифицируя способ 
Premont и соавт. [6]. по՜ образованию [32Р] сАМР из [а-32Р] АТР. 
Инкубационная смесь (90 мкл) содержала: 10֊' М [а-32Р] АТР (У. А. 
7—15-107 имп/мин/мкмоль); Ю-3М [3Н] сАМР (У-А. 5-10- имп/мнн/ 
мкмоль); 5-10"2М трис-HCI, pH 7,5: 4-10'cM GTP; 2 Ю"4М папа
верин; Ю2М креатинфосфат и 50 ед/мл креатинкиназы. При опреде- 
ленни активности фермента в коре мозга в состав инкубационном среды 
входили также 8-10'2М NaCI >, 5-10'3М MgCl2 [7]. а при работе с 
ферментом стриатума—4- 10-«М ЭГТА и 10'3М MgClj [6]. Кроме
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того, в часть проб добавляли 1,8-10-2М NaF и 1—5 ед/мл аденозин- 
дезаминазы. Гомогенат или суспензию мембран вносили в пробы не
посредственно перед началом инкубации, которую вели в течение 20 мин 
при 37°. Синтез сАМР линейно зависел от концентрации белка (10— 
80 мкг па пробу) и от времени инкубации. Обычно пробы содержали 
40 мкг белка. Продукт реакции идентифицировали с помощью ТСХ на 
пластинках «Siluioi» (ЧССР), импрегнированных насыщенным раство
ром буры. Реакцию останавливали нанесением 20 мкл инкубационной 
смеси на пластинки. Хроматографию проводили в системе: этанол—аце
тон—насыщенный раствор буры (2:1:1) [8]. Пятна сАМР, выявлен
ные с помощью ультрахемископа, вырезали, помещали во флаконы для 
счета радиоактивности и заливали 0,5 мл Н2О. Через 18—20 ч в пробы 
вносили по 10 мл сцинтиллятора Брэя. Радиоактивность сАМР ([3Н] 
и [32Р] раздельно) определяли в счетчике «Rack Beta» («ЬКВ», Шве
ция).

Активность ФДЭ сАМР определяли по образованию [3Н] АМР 
(при работе с постмитохондриальным супернатантом) или суммы 
pH] АМР и [3Н]аденозина (при работе с мембранной фракцией, со
держащей 5'-нуклеотидазу) из [3Н] сАМР. Инкубационная смесь 
(60 мкл) содержала: З-Ю՜՝1 или 10֊7М [3Н] сАМР, с У. А. соответ
ственно 2—ЗЮ3 и 6—9-Ю6 имп/.мин/нмоль сАМР; 5-10֊2М трис-НС1, 
pH 7,5; 5-10“3М MgCI2. Для каждой изучаемой формы фермента вы
бирали концентрации белка и время инкубации на линейном участке 
кривой зависимости активности от этих параметров. Реакцию начинали 
добавлением в пробы ферментного белка и останавливали так же, как 
при определении активности аденилатциклазы. Предварительно на пла
стинки наносили свидетели—сАМР и аденозин. АМР при данных усло
виях хроматографии остается на старте. Из хроматограммы вырезали 
пятна сАМР, аденозина и АМР и определяли их радиоактивность, как 
описано выше. Активность мембранной ФДЭ рассчитывали, используя 
формулу
______ РН] аденозин-*-[1Н] АМР_______  >00

РН] аденозин4-[’Н] АМР+[’Н] сАМР
по которой определяли долю гидролизованной сАМР в процентах, и 
затем активность фермента подсчитывали, исходя из известного коли
чества сАМР, первоначально добавленного в пробы. Для растворимо
го фермента пользовались формулой
______ РН] АМР
РН] АМР+РН| сАМР

X 100,

так как эта фракция не содержит 5' нуклеотидазы.

Результаты и обсуждение
В наружных мембранах клеток мозга найдены два типа рецепторов 

аденозина, модулирующих активность аденилатциклазы: А,—ингиби
рующий, с высоким сродством к аденозину и его рибозосодержащим 
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производным И Аг—активирующий, с низким сродством к этим соеди
нениям. Однако рецептор Аг обычно не удается обнаружить в бескле
точных препаратах из большинства отделов мозга, тогда как рецептор 
At выявляется в них вполне отчетливо [9]. Предполагается, что, воз
можно, в процессе выделения нарушается сопряжение рецептора Аг с 
каталитической субъединицей аденилатциклазы, поэтому активация фер
мента аденозином и его производными наблюдается лишь при работе 
со срезами мозга или в опытах in vivo. В бесклеточной системе этот 
феномен удалось выявить в гомогенате (при условии очень мягкой го
могенизации) стриатума, в котором содержание Аг рецепторов выше, 
чем в других отделах мозга [10]. В связи с этим для оценки влияния 
этимизола на активность аденилатциклазы мозга через аденозиновые 
рецепторы мы использовали два препарата—сырую мембранную фрак
цию серого вещества коры больших полушарий и гомогенат стриатума 
мозга крысы.

Ингибирующее действие производных аденозина на активность 
аденилатциклазы через Ai рецепторы наиболее отчетливо проявляется 
в присутствии Na4՜ [7]. Поэтому бесклеточная система для выявления 
возможного действия этимизола на Ai рецептор содержала также 
8 Ю 2 М NaCI. Нам, однако, не удалось обнаружить влияния этими
зола (в интервале концентраций 10՜8—10-3М) ни на базальную, ни 
на стимулируемую NaF активность, независимо от того, присутствовал 
ли в мембранах эндогенный аденозин, или он был удален с помощью 
аденозиндезаминазы (табл. 1).

При работе с гомогенатом стриатума мы воспроизвели условия, 
использованные в работах, в которых было продемонстрировано акти
вирующее влияние возрастающих концентраций агонистов аденозина 
на аденилатциклазу [6, 10]. Отчетливым критерием наличия рецептора 
^2 в наших препаратах было значительное снижение активности фер
мента в контрольных пробах при внесении в среду аденозиндезаминазы 
(табл. 1), что свидетельствует об активирующем влиянии эндогенного 
аденозина. Но никакого эффекта этимизола и в этом случае мы не 
наблюдали.

Эти результаты позволяют заключить, что обнаруженное ранее 
увеличение содержания сАМР в ткани мозга после введения этимизо
ла [4], очевидно, не могло быть следствием активации аденилатциклазы 
этим антифонном ни непосредственно, ни через аденозиновые рецепторы. 
Возможно, что активация фермента, наблюдаемая в опытах in vivo [11], 
могла быть опосредована другой рецепторной системой, например, адре
нергической.

Подъем уровня с АМР в ткани мозга мог быть обусловлен и влия
нием этимизола на другой фермент системы сАМР—ФДЭ.

В настоящее время в литературе нет достаточно четкой классифи
кации ФДЭ циклических нуклеотидов. Тем не менее, ФДЭ принято 
характеризовать по нескольким основным признакам—локализации в 
клетке, сродству к субстрату и способности активироваться Са2+ или
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Таблица /
Действие этимизола гл активность адснплатцикллэм 
(нмоль сЛМР/мг белка п мин) п ткани мозга крыс

Исследуемый 
препарат

Присут
ствие 

аденонии" 
дезами

назы

Ад’-нилат- 
цпклаза Контроль

Этим изол. М

10 « 10 10֊* Ю ։ 10’ 10-1

Плазматические 
мембраны серого

-Г Вазальная 22+1 21+1 20+1 20+1 22±1 20+1 -

вещества коры 
больших IIOAV-

— ЛаН акти
вируемая

201 + 11 —• 214+14 224+18 216±7 224+8 198+9

ширин -г 201+2 — 216+13 219+13 223+14 220+9 207+4

Гомогенат поло- _ 229+8 239+4 239+10 212+13 237+10 243+2
сотого тела + 130+5 — 133+4 131*1 125+9 134+7 121+7



комплексом Са2+-кальмодулин [12]. Предполагается, что в регуляции 
базального уровня сАМР принимает участие только ФДЭ с высоким 
сродством к субстрату—тип IV по номенклатуре, приведенной Strada и 
соавт. [12], поскольку К„. Фермента с низким сродством значительно 
превышает внутриклеточную концентрацию сАМР в неэкстремальных 
условиях.

Мы исследовали влияние антифеннов на активность ФДЭ сАМР 
с высоким и низким сродством в препаратах плазматических мембран 
и клеточного сока серого вещества коры больших полушарий мозга кры
сы. Для того, чтобы при определении активности ферментов с разными 

не происходило взаимного перекрывания, использовали концентра
ции субстрата, различающиеся друг от друга в 3000 раз: 3-10~’М 
для фермента с низким сродством и 10՜7 М для фермента с вы
соким сродством. Подобно кофеину, производным которого он 
является, этимизол проявил способность ингибировать ФДЭ. Правда, 
по отношению к ферменту с низким сродством достоверное торможение 
наблюдалось лишь при концентрациях препарата 10՜3—10՜2 М (табл. 2). 
которые вряд ли могут быть достигнуты в ткани мозга при применении эти- 
мизола в терапевтических дозах. Активность ФДЭ с высоким сродством ока
залась более чувствительной к этимизолу: уже в концентрациях 10՜3— 
10-<М он заметно снижал активность фермента (рис.). Степень тормо
жения линейно зависела от логарифма концентрации препарата.

Таблчиа 2 
Действие этямизола и теофиллина на активность ФДЭ (нмоль сАМР/мг белка в мин) 

с низким сродством во фракциях мембран и клеточного сока 
серого вещества коры мозга крыс

Примечание. Достоверность изменений ио отношению к контролю: *р<0.05: 
••р<0.01.

Исследу
емый 

препарат

Ко
нт

ро
ль Этимизол, М Теофиллин, М

10-‘ 10-5 10֊ < 1ч-’ 10-= 10֊с 10-։ 10-< ю-= 10-=

Плазмати
ческие мем- 37.8 35.2 36,4 35.5 31.г 19,2" 37,8 38,6 37,3 30,4’ 11,6”
Праны ±2,9 ±2.0 ±1,8 ±2,7 ±1,2 ±1,6 ±2,3 +1,2 ±2.4 ±1,3 ±0,3

Постм ито- 
хондпмаль- 
иын супер- 83,3 83.6 82.7 80.6 69,8* 35.5" 91,5 86.2 78 ,1 48.5* 20,5**
потаит ±1,8 ±2,1 ±3.3 ±2.6 ±3.2 ±1,0 ±3.0 ±2.1 ±3, 6 ±2.8 ±2,2

В последние годы обнаружено, что мембранная ФДЭ сАМР с вы
соким сродством к субстрату способна регулироваться производными 
аденозина в присутствии 10"5М СТР, что дало повод к предположению 
об участии аденозиновых рецепторов в этом феномене [13]. Мы попыта
лись воспроизвести этот эффект, заменив фенилизопроппладенозин, ис
пользованный авторами, этпмизолом. Однако добавление в среду 
10-5М СТР никак не повлияло на ингибирующий эффект этимизола 
ни в присутствии эндогенного аденозина, ни после удаления его путем 
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добавления аденозиндезаминазы. Следовательно, действие этимизола на 
ФДЭ (как и на аденилатииклазу) не имеет сходства с эффектами аде
нозиновых производных и, по-видимому, не связано с рецепторами 
аденозина.

Другой представитель группы антифеинов—аллилнорантифенн, от
личающийся от этимизола более длинным радикалом в первом положе
нии имидазольного кольца, ингибировал активность ФДЭ с высоким 
сродством так же, как этнмизол (рис.). Никаких достоверных количе
ственных различий в действии этих двух препаратов не наблюдалось. 
Между тем, эти соединения оказывают противоположное действие на 
долговременную память [14]: если этимнзол уменьшает дефицит на
выка при выработке условного рефлекса, то аллилнорантифеин его уве
личивает. Отсюда можно заключить, что влияние этих препаратов на 
память, по-видимому, не опосредовано их действием на систему сАМР.

В связи с тем, что антифеины являются производными метилксан- 
типов, представляло интерес сравнить характер действия этих двух 
групп соединений на ФДЭ сАМР. Мы сравнили эффекты этимизола 
и классического ингибитора ФДЭ—теофиллина.

Подобно этимизолу, теофиллин тормозил активность фермента с 
с низким сродством лишь в наиболее высоких коннентрациях (10~։ и- 
10-2М), но его ингибирующий эффект был сильнее: активность ФДЭ 
в присутствии 10՜2 М теофиллина была в 1,5—2 раза ниже, чем в при
сутствии этимизола в той же концентрации (табл. 2). Интересно от
метить, что в концентрации 10՜3 М и выше теофиллин заметно подав
лял и активность 5'-нуклеотидазы (доля радиоактивного аденозина в 
процентах от гидролизованного радиоактивного сАМР резко снижалась 
по сравнению с контролем), в то время как этимнзол в высоких кон
центрациях не производил такого действия и даисе несколько активи
ровал фермент.

Несколько неожиданный результат был получен при сравнении 
влияния этимизола и теофиллина на ФДЭ сАМР с высоким сродством. 
В концентрациях 10՜5—10՜4 М. когда этимнзол уже достоверно тормо
зил активность фермента, теофиллин не оказывал действия; однако в 
концентрации 10-2М он подавлял активность ФДЭ с высоким срод
ством (как и активность ФДЭ с низким сродством) сильнее, чем эти- 
мизол (рис.). Перекрест кривых зависимости активности высокоаффин- 
ной ФДЭ сАМР от концентрации двух сравниваемых ингибиторов, ко
торый неизменно воспроизводился в опытах на разных препаратах мемб
ранного и растворимого фермента, давал возможность предположить,, 
что эти соединения связываются с разными участками белковой моле
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кулы, причем этимизол имеет более высокое сродство к своему участку,, 
чем теофиллин—к своему, но связывание теофиллина, по-видимому,. 
изменяет конформацию фермента более неблагоприятно для его актив
ности.

Для проверки этого предположения мы сравнили действие обоях 
ингибиторов с их сочетанием в тех же концентрациях. Концентрации 
этимиэола и теофиллина были выбраны вблизи от точки пересечения 
кривых на рисунке. Результаты представлены в табл. 3.

Таблица 3- 
Действие втимизола. теофиллина и их сочетания на активность

ФДЭ сАМР (в %) с высоким сродством в мембранах 
серого вещества коры мозга крыс

Ингибитор
Концентрация ингибитора (М)

5-10- 1 110-5 210-5

Этимнзол 
Теофиллин 
ЭтимИЗОЛ г 

теофиллин

42,1+1,8
55,0+1,2

28,3+1,4

37,3+1,0
35,8+0,8

19,6+0,4

25,5+1.8
22,1+1,2

Примечание. Активность фермента выражена в процентах от контроля; активность 
в контрольном варианте равна 50,6±1,1 п.моль/мг белка в мин.

Рис. Действие этимиэола, аллилнорантифеина и теофиллина на активность 
высокоаффннной ФДЭ сАМР во фракциях мембран (а) и клеточного сока 
(б) из серого вещества больших полушарий коры мозга крысы. /—этими- 
зол, 2—аллилнорантифсин. 3—теофиллин. По оси орди ат—активность 

ФДЭ в нмоль сАМР/мг белка в мин, по оси обсцисс—[I]. М

Сочетанное действие ингибиторов в концентрациях 5-Ю'4 и 10 0 М 
производило значительно более выраженный эффект, чем каждый из 
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них в отдельности, однако меньший, чем аддитивный. Возможно, свя
зывание одного из ингибиторов снижает сродство к другому. Не исклю
чено также, что этим изол и теофиллин связываются хотя՜и в различных, 
но частично перекрывающихся участках молекулы фермента, тем более, 
что в структуре обоих имеется общий компонент—имидазольное кольцо.

Как бы то ни было, заметное подавление этимизолом высокоаффин
ной ФДЭ сАМР может существенно отражаться на уровне сАМР в 
ткани мозга и быть причиной некоторых терапевтических эффектов 
этого препарата.

EFFECT OF ANTIFFEINES ON THE cAMP SYSTEM IN RAT 
BRAIN STRUCTURES

LISHNEVSKAYA E. В. KULIKOVA O. G., RAZUMOVSKAYA N. L.

Institute of Experimental Medicine. USSR Academy of Medical 
Sciences, Leningrad

The effects of long-term memory stimulant ethylnorantiffcine (ethy
mizol) on the adenylate cyclase and cAMP phosphodiesterase activities 
in rat brain tissue have been studied. Ethym’zol (10 b—IO՜՜3) did not 
influence basal and NaF-stimulated activities of adenylate cyclase in 
the membrane fraction of cerebral cortex gray matter and in the ho
mogenate of striatum. This inactivity of ethymizol was not dependent 
on whether endogenous adenosine was present in the medium or it was 
eliminated by means of adenosine deaminase. These results disprove 
the suggestion that cthymizols effect on adenylate cyclase in vivo is 
mediated through its interaction with adenosine receptors.

Ethymizol inhibited phosphodiesterase, especially cAMP high affi
nity form. The effect on this enzyme of structural analog of ethymizol- 
allilnorantiffeine exerting negative influence on long-term memory—was 
the same as the effect of ethymizol. The comparison of effects of ethy
mizol and theophylline has shown different patterns of phosphodieste
rase activity as a function of drug concentration. The combination of 
these drugs inhibited enzyme activity more profoundly than either pre
paration but the effect was not additive. One can assume the presence 
of different but perhaps partially overlapping binding sites for these 
drugs in enzyme molecule.
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Поступила 20. VIII 1986

Рецепторы пептидных гормонов (перевод с англ.), de Gruyler, 720 с.. 
1987. Peptide Hormone Receptors. (Ed. by M. Y. Kalimi and J. R. 
Hubbard), de Gruyter, Berlin, New York, 720 p., 1987.

Пептидные гормоны связываются с высоким сродством с .рецепто
рами клеточных мембран. Гормон-рецепторные комплексы активируют 
затем различные биологические и физиологические процессы па мемб
ранном и внутриклеточном уровне. Ключевая роль рецепторов пептид
ных гормонов в механизме действия этих гормонов вызывает интерес к 
изучению структур и функций этих белков в норме и патологии.

В очередном. VIII томе настоящего издания приведены современ
ные сведения об этой быстро расширяющейся области исследований ре
цепторов пептидных гормонов. Для каждого класса гормонов приведен 
исчерпывающий обзор современных концепций и достижений.

В сборник включены статьи J. R. Hubbard «О рецепторах гор
мона роста-»; R. J. Witorsch и др. „Рецепторы пролактина»; R. Т. 
Premont, Ravi Iyengar «Рецептор глюкагона: структура и функция"; 
S. J. Bhathena „Об инсулиновом рецепторе"; N. Gallo-Payet „О рецеп
торе АКТГ"; V. R. Mukku и др. «О рецепторевпкдермального факто
ра роста»; М. A. Morency, Ram I<. Mishra «О холицистокининовом ре
цепторе»; Р. В. Kaplowitz, S. I). Chernausek «О соматомединовых ре
цепторах"; R. W. Downs, Jr. «О рецепторах кальцитонина» и др.

Книга представляет интерес для широкого круга исследователей в 
области биологии и медицины.
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