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В экспериментах 
чекия на параметры

определяли К. и ^inax

in vitro с помощью анализа по Скэтчарду изучали влияние jov- 
связывания [3HJ диазепама к синаптическим мембранам псокор 

текса крыс. Графики Скэтчарда для крыс, обученных условному рефлексу двусторон
него избегания, крыс, скресскрованных нссочстаннымн электрическими раздражителя
ми. и интактных животных имели нелинейный характер. Мы предлагаем возможные 
объяснения этого факта. Используя модель двух независимых участков связывания, 

(максимальное число участков связывания) для мембран сбу 
стрессированных крыс. Плотность рецепторов стрессированных крыс была 

намного выше, чем у обученных, в основном, за счет увеличения ннзкоаффинной по
пуляции. при этом аффинности обеих популяций были практически одинаковы Раз- 
линия между кривыми в графиках Скэтчарда. соответствующими обученным и интакт
ным животным, были незначительны. Исходя из этого, мы предполагаем, что измене
ния на уровне бензодиазепиновых рецептаров соответствуют уровню эмоционального 
возбуждения во время обучения.

ценных

Принято считать, что фармакологичег.-,.»тогичесьие эффекты бензодиазепинов 
опосредуются через высокоаффиниые тчастч,, „г. .'часткн связывания в мозге—бен
зодиазепиновые рецепторы [1, 21 Бохы.,»»' ’ большое количество косвенных дан
ных, свидетельствующих об их гетеоог»,,»»„ „ Рогенности, частично объясняет чрез
вычайно ШИрОКИИ Спектр фИЗНОЛОГИНегклВгч л! гл . 1 "Ческой активности оензодиазепинов[3, 4]. Один из важнейших эффект»» _  -1 •,с|'т°в этой группы лекарств—анксио
литическим—тесно связан с поопесг»..,.п . 1 '-։тс<-։ми высшей нервной деятельности.
Распределение бензодиазепиновых г с /1х рецепторов в мозгу [5. 6] подтверж
дает предположение, что они опое л»г определенным ооразом включены в выс
шие интегративные процессы. Так. показано, что бензодиазепины могут 
влиять на спосооность к обучению у человека [7-9]. Известно также, 
что некоторые формы экспериментального стресса изменяют параметры 
высокоаффинного связывания бензодиазепинов V крыс [10].

Ранее было установлено, что синаптические мембраны коры боль
ших полушарий мозга крыс, подвергшихся воздействию несочетаиных 
раздражителей—света и электрокожных раздражений (ЭКР)-связы- 
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вают больше диазепама, чем синаптические мембраны крыс, обученных 
избеганию. В свою очередь, последние обладали статистически досто
верно большим уровнем связывания, чем мембраны интактных живот
ных [ 11].

В настоящей работе представлены данные, показывающие, что зна
чительное увеличение связывания [3Н] диазепама при указанных воз
действиях обусловлено возрастанием плотности рецепторов синаптических 
мембран без изменения их аффинности.

Материалы и методы

Условный рефлекс двустороннего избегания (УРДИ) вырабаты
вался у самцов белых крыс по общепринятой методике. Обучение про
должали до достижения критерия 5 избеганий подряд. Животных, по
лучавших несочетанные раздражители, соответствующие по количеству 
раздражителям, примененным для выработки условного рефлекса, исполь
зовали как активный контроль (АК), а животных, не подвергавшихся 
каким-либо воздействиям—как пассивный контроль (ПК). В каждой 
группе было по 8 крыс.

Через несколько .мин после обучения животных декапитировали. от
деляли серое вещество больших полушарий, выделенный материал по
мещали в жидкий азог. После оттаивания материал тщательно гомоге
низировали в стеклянном сосуде Поттера в 25 объемах среды выделе
ния (0.32 М сахароза. «Sigma», США: 1 мМ ЭДТА и 50 мМ 
трис-HCJ, «Serva». ФРГ. pH 7.4) при температуре 4°. которую поддер
живали на всех стадиях выделения. Гомогенат центрифугировали 10 мин 
при 1500g. Осадок отбрасывали, а супернатант центрифугировали 20 мин 
при 20000g. Осадок (фракция Р?) суспендировали в 25 объемах по от
ношению к исходной ткани 50 мМ трис-НС1, pH 7.4 в стеклянном гомо
генизаторе и хранили несколько дней при температуре —20°.

Связывание проводили при температуре 0,5—Г. К 0.4 мл оттаявших 
и повторно гомогенизированных мембран добавляли 50 мкл [ЯН] диазе
пама (87 Ки/м.моль. «Aniersham», Англия). Конечные концентрации 
[JH] диазепама варьировали от 0.3 до 30 нМ. Реакцию останавливали 
через 60 мин фильтрованием образцов через фильтры GF/В под ва
куумом. Фильтры дважды промывали 5 мл ледяного буфера (общее 
время фильтрования составляло 10—15 с). Радиоактивность фильтров 
определяли в сцинтилляторе Брея с использованием счетчика «Beckman 
LC-9000», США. Для определения неспенифического связывания ис
пользовали немеченый диазепам в концентрации 5-10 6 М [12]. Белок 
определяли по Lowry и соавт. [13]. Концентрация белка в опыте со
ставляла 0,2—0,4 мг.

Таким образом, в сумме исследованы 24 препарата синаптических 
мембран, выделенных от 24 животных. Данные по связыванию пред
ставлены в виде графиков Скэтчарда. Каждая точка на графике соот
ветствует среднему арифметическому всех опытов. При этом по формуле
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I/ Xt " n вычисляли и откладывали на графике стаидалт-

нос отклонениеСн-ь Уровень приближения к линейной регрессии оценивали 
по критерию Р. Разложение экспериментальных точек в соответствии с 
моделью двух независимых участков связывания (для групп обучения 
и АК) проводили по Feldman [14] с использованием метода наимень
ших квадратов. В рамках этого метода определены отклонения для ве
личин К<1 и B,։։j։. Интерполяционная кривая для группы ПК апрокси- 
мирована моделью, предполагающей комбинацию двух популяций ре
цепторов, одна из которых связывается с лигандом по мономолекуляр- 
ному механизму, а другая может равно отвечать как варианту положи
тельной кооперативности, так и варианту самоконвертирующихся кон
формационных форм рецептора.

Обсуждение результатов
Результаты связывания [3Н] диазепама синаптическими мембрана* 

ми представлены на рис. 1 и 2. В противоположность широко распрост
раненным данным, график Скэтчарда для мембран крыс ПК не яв
ляется прямой линией, он лучше описывается кривой, имеющей мак
симум и точку перегиба. Если же провести прямую методом линейной

Рис. /. Графика Скэтчарда для связымккя РН] двззспамз с свиаптиче- 
сними мембранами коры больших полушаоий ... п. । мозга крыс. Но оси абс
цисс—специфическое связывание (фмоль/мг й....л «елка;. по оси ординат—от- 
ношение специфического снязыяанкя к концентрации кес.язаяшейся мепси 
(фмоль/фмоль • мг оелка.10-5). /-группа интактных крыс. 2—вуч֊- 
пиг УРДИ. >—активный контроль. Для ,лг.~ каждой точки взято среднее

значение из 8 опытов
Рис. 2. Разложение экспериментальной кривой Скэтчарда для связьмм- 
ния [3Н] диазепама с синаптическими мембранами коры больших полу
шарий мозга интактных крыс. 7—экспериментальная кривая. 2—прямая 
соответствующая простои биМОЛ1».улярнон реакции лиганд-рецепторкого 
взаимодействия, Л—парабола. соответствующая модели положительной 
кооперативности или конформационных переходов рецепторов. Остальны- 

обозначения те же. чг֊> ка рис. ! 
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регрессии через точки с R^300 фмоль/мг белка, то полученные К<« и 
"'а։ (соответственно 3.74 нМ и 1.2 пмоль/мг белка) близки к данным

известным из литературы [15. 16]: К-количество специфически свя
завшегося рецептора. Проверка такого приближения по методу Р (вкмо- 
чая точки с Р<300 фмоль/мг белка) дает Р=210 (П=2). при этом 
достоверная вероятность приближения для всех экспериментальных то
чек оказалась -меньше 0.01. Тем не менее, нелинейный характер графика 
соответствующего группе ПК. и достоверное наличие максимума в об
ласти малых концентраций (0,1-1.0 нМ) [3Н] диазепама потребовали 
дополнительной экспериментальной проверки. Было показано, что из
менение условий первого Центрифугирования при выделении синаптиче
ских мембран, скорости фильтрации и некоторых других эксперимен
тальных процедур влияет на параметры связывания [3Н] диазепама, но 
не является критическим для выявления максимума на графике Скэт- 
чарда. Кроме того, для идентификации модели была проведена вспомо
гательная серия опытов по связыванию, где начальная концентрация 
белка R., варьировала от 0.2 до 2.0 мг/мл. Оказалось, что форма мак
симума не зависит от величины R». На основании результатов этого 
эксперимента отдали предпочтение модели, которая предполагает нали
чие двух популяций рецепторных молекул, одна из которых (R,) опи
сывается прямой линией на графике Скэтчарда (К* =24,4 нМ и

=2.44 пмоль/мг белка), а вторая ( R») имеет плотность - 
0.1 пмоль/мг белка и соответствующий ей график может быть описан 
моделью предельной положительной кооперативности с двумя местами 
связывания (п = 2) или моделью конформационного перехода между 
двумя формами рецептора. Полученное значение В„.и для кривой ПК 
хорошо согласуется с величинами плотности рецепторов со сверхвысоким 
сродством, выявленным Е111ег( „ Соавт. [17]. в эксперименте по свя
зыванию бензодиазепиновых рецепторов с этиловым эфиром Р-карболин- 
3-карбоиовой кислоты.

И для стрессированных (АК). и для обученных крыс форма кри
вой Скэтчарда соответствует механизму связывания для двух или более 
независимых подтипов рецептора (максимум на кривой отсутствует). 
Ранее похожие формы графиков Скэтчарда были продемонстрированы 
для взаимодействия [ Н] диазепама с бензодиазепиновыми рецепторами 
неокортекса необученных кроликов [18]. а также для связывания 
[ Н] флунитразепама с синаптическими мембранами, выделенными из 
различных отделов мозга крыс, в присутствии этилового эфира р-као- 
болии-3-карбоновой К,|СЛ°™ И9]. При расчете термодинамических па
раметров связывания [ Н] флунитразепама и [3Н] клоназепама пока
зано, что изменение аффинности связывания по мере изменения темпе
ратуры не совпадает с термодинамической константой равновесия, харак
терной для бимолекулярной реакции, поэтому возможность существова
ния двух независимых подтипов бензодиазепинового рецептора разре
шает это противоречие [20]-
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Пока невозможно точно оценить какому типу бензодиазепиновых 
рецепторов отвечает появление перегиба на графике Скэтчарда. Обна
руженные с помощью [3Н] 4'-хлордиазепама (R.. 05—4864) так назы
ваемые рецепторы «периферического» типа локализованы не только в 
«периферических» органах, но и в ткани мозга [21]. Однако плотность 
таких рецепторов в неокортексе крыс существенно ниже, чем рецепто
ров «центрального» типа [22]. «Периферические» рецепторы не свя
заны с ГАМК-регулируемыми ионными каналами, опосредующими эф
фект анксиолитиков и антиконвульсантов бензодиазепиновой природы, 
которые взаимодействуют с рецепторами «центрального» типа [23]. Сог
ласно последним исследованиям, по субклеточному фракционированию 
гомогенатов мозга крыс рецепторы «периферического» типа преимуще
ственно локализованы на внешней мембране митохондрий, а их функции, 
по-видимому, тесно связаны с процессами окислительного фосфорилиро
вания [23, 24]. Разумеется, в нашем эксперименте [3Н] диазепам свя
зывался с рецепторами обоих типов, присутствующих во фракции Рг. 
Тем не менее, принимая во внимание вышеизложенное, участие рецеп
торов «периферического» типа в процессах высшей нервной деятельно
сти представляется маловероятным. Скорее перегиб на графике Скэт
чарда отвечает двум неоднородным популяциям рецепторов «централь
ного» типа.

Примечание. *р2_։<0.05.

Т аб.тца
Разложение экспериментальных крииых связывания [3Н] диазе
пама с синаптическими мембранами коры мозга крыс п соот
ветствии с моделью двух неоднородных участков связывания

Условия опытов

Высокоаффиипыс участки Низкоаффииныс участки

К(|, ..м
Втэх* Ф«®*ь/мг 

белка К.,. пМ В„„,, Ф»ОЛЬ/“1- 
белка

1. Обучение
2. Активный контроль

1+0,5 
0,85+0.1

150+50
200+50

ю±2
Ю£2

800+100 
1500+200՛

Приняв модель двух независимых участков связывания, мы можем 
разложить экспериментальные кривые на два линейных компонента и 
определить для них величины К<1 и В|։в։ (таблица). Альтернативная 
интерпретация этих кривых заключается в том, что использованные воз
действия не изменяют механизм связывания, но сдвигают параболиче
ский конформационный компонент ближе к нулю на оси абсцисс в 
графике Скэтчарда, вследствие чего график переходит в форму, более 
соответствующую модели с двумя участками.

Однако независимо от интерпретации кривых, рецепторы обучен
ных н стрессированных крыс проявляют качественно близкий способ 
связывания. График Скэтчарда у стрессированных животных проходит 
гораздо выше, чем у обученных, что может быть объяснено увеличе
нием, в основном, за счет низкоаффинной популяции доступных рецеп

478



торов, тогда как аффинность обоих популяций остается практически на 
одном и том же уровне. В то же время плотности участков связы
вания и аффинности мембран мозга обученных и необученных животных 
достаточно близки.

В процессе выработки УРДИ степень эмоционального возбуждения 
крыс постепенно снижается, в связи с чем. вероятно, наступает относи
тельное понижение плотности участков связывания.

Изменения характеристик связывания с бензодиазепиновыми рецеп
торами, таким образом, в определенной мере соответствуют физиологи
ческим закономерностям обучения. Сходство же в левой части графи
ков Скэтчарда для обучения и АК, в свою очередь, может быть выз
вано менее выраженным проявлением эмоционального стресса у обу
ченных крыс.

LEARNING ALTERS RH]-DIAZEPAM BINDING TO THE 
SYNAPTOSOMAL MEMBRANES OF RAT NEOCORTEX

KOROTKOV К. O„ AKSENT1EVA M. S.. ZHULIN V. V.

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Academy of 
Sciences of the USSR. Moscow

The effect of learning on the parameters of PH] diazepam binding 
to rat brain synaptosomal membranes has been studied in vitro expe
riments by Scatchard analysis. Scatchard plots for the rats which were 
trained to conditional reflex of double-sided avoidance, those stressed 
by unmatched irritations and intact rats did not represent a straight 
line. We propose a possible interpretation of this fact. Using the mo
del of two independent binding sites, determination of dissociation 
constants (K<i) and maximum binding sites (B,n3,) for trained and stres
sed rats membranes has been made. The receptor density in stressed 
rats was much higher than in learned ones-mainly due to increase in 
low-affinity population while affinities were similar in both cases. Furt 
hermore, the differences between the curves of trained and intact rats 
were not significant. On this ground we suggest that changes in the 
level of the benzodiazepine receptors are in accordance with the extent 
of emotional excitation during the training.
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