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Изучали действие NAD* н։ высвобождение (2-'<CJ дзфзмияа и [2-«С] серого- 
пина из предозрительио обогащенных ими сииаптосом головного мозга крыс. Похл- 
заио чг° NAD* а конечной концентрации 1.1. 10-։ М стимулирует высвобождение 
2-"С] дофамина и [2-'серотонина из сииаптосом наиболее выражено через 

Ю мт, инкубации на 38 н 61,„ соответственно по срапхекню со спонтанным проц.-, 
сом. По характеру модулирующего действия „а синаптическую мембрану NAD* в 
обоих случаях напоминает аффект высоких концентраций КС1 (90 мМ)-нзвестного 
деполяризующего агента. При совместном внесении в среду инкубации стимулирую- 
щис эффекты NAD- и МЛ ка высвобождение [2-“С] дофамина и 12-НС] серотонина 
на еннаптосом не суммируются. Эффект NAD* „а высвобождение [2-"С] дофамина 
„оеит дозозавненмын характер „ „з„болсс „ы₽ажс„ При, концентрации, равной 
I, I • 10՜31VJ.

Модулирующее синаптическую мембрану действие NAD* опосредовано наличием 
Сап в среде. В бесхальцневон среде, как и в присутствии верапамила, стимелиртю- 
ЩИЙ эффект NAD- па высвобождение [2-'<С] дофамина и [2-><С] серотонина' из СИ- 
наптосо.м нс реализуется.

По-видимому, иейромодуляторное Дсйстпис NAD* осуществляется путем деполяри
зации мембраны и опосредованной Ca2i стимуляции высвобождения дофамина и се
ротонина из нервных терминалей.

На синаптических мембранах коры головного мозга крыс ранее 
нами была выявлена высокоспецифическая система взаимодействия 
NAD+ с двумя участками связывания, характеризующимися высоким 
(Кб|=З.ЗЮ֊»М) И низким (Кда=14,4Ю֊»М) сродством к рецептору 
[1]. Были приведены Доказательства, что синаптический мембранный 
рецептор NAD- является сложным липопротеидным комплексом с уг- 
леводным микроокружением, локализованным на наружной стороне мемб
раны, и для его взаимодействия с лигандом существенное значение 
имеют SH-группы аминокислотных остатков белкового компонента [2].

Эти данные проливают свет на механизм выявленного в нашей ла
боратории концентрационнозависимого сдвига электрических свойств 
гладкомышечных клеток taenia coli ц менового пузыря морской свинки 
При аппликации никотинамидных нуклеотидов [3. 4]. Не исключена
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также вероятность, что в основе благоприятного терапевтического эф
фекта NAD4՜ и его предшественников—никотинамида и никотиновой 
кислоты при лечении шизофрении, эпилепсии и психозов различной этио
логии [5—7] лежит взаимодействие перечисленных соединений со спе
цифическими структурами синаптических мембран головного мозга, при
водящее к реализации еще окончательно не распознанной последователь
ности функциональных ответов возбудимых клеток.

С целью выяснения возможного физиологического значения взаимо
действия NAD* с синаптическими мембранами в настоящей работе мы 
изучили действие NAD* на высвобождение дофамина и серотонина из 
предварительно обогащенных этими нейромедиаторами синаптосом го
ловного мозга крыс.

Материалы и методы
Фракцию синаптосом получали из клеток коры больших полуша

рий. продолговатого и промежуточного отделов головного мозга крыс- 
самцов линии Wistar массой 120—180 г по методу Abita и соавт. [8]. 
Чистоту и морфологическую нативность выделенных синаптосом контро
лировали электронно-микроскопическим путем [1].

Синаптосомы обогащали [2-|!С] дофамином или [2-''С] серотонином 
(«Amersham», Англия) в среде ранее описанного ։состава [1]. содержа
щей 1-10֊°М ипрониазида—ингибитора МАО, При этом в инкубацион
ную среду (6 мл) вначале вносили белок синаптосом (6 мг) и пробу 
преинкубировали 5 мин при 37° на водяной бане при постоянном пе
ремешивании. Затем в пробы добавляли 0.26 мкМ [2-иС] дофамина или 
1.48 мкМ [2-|4С]серотонина и продолжали инкубировать в течение 10 мин 
при 37°, постоянно перемешивая. По завершении инкубации пробы 
центрифугировали при 105000g на препаративной ультрацентрифуге 
VAC 601 (ГДР) в течение 5 мин при 4°. Осадок синаптосом дважды про
мывали 0,32 М сахарозой. Аликвоту (0.2 мл) надосадочной фракции вно
сили в сцинтилляционную жидкость ЖС-103 (5 мл) и измеряли не погло
щенную сииаптосомами радиоактивность на счетчике «Intertechnique 
SL-ЗО» (Франция).

При изучении характера высвобождения [2-”С] дофамина и 
[2-нС] серотонина под действием различных агентов обогащенные про
бы. синаптосом (6 мг белка) вносили в инкубационную среду (6 мл) и 
тщательно перемешивали при 37° на водяной бане. После этого в пробы 
в зависимости от специфики эксперимента вносили NAD* (1,1 • 10՜’М), 
КС1 (90 мМ), ЭГТА (3—4 мМ), верапамил (1.7-10 4М) как в от
дельности, так и в сочетании, проводя инкубацию в течение различных 
интервалов времени при 37°. После инкубации пробы центрифугировали 
при 105000 g в течение 5 мин при 4°. В аликвотах (0.2 мл) надосадоч- 
иой жидкости измеряли высвободившуюся из синаптосом радиоактив
ность. Высвобождение [2-нС] дофамина или [2-11С] серотонина из сн- 
наптосом в описанных выше условиях выражали в % и в имп/мин/мг бел
ка. Содержание белка определяли по Lowry и соавт. [9].

Полученные результаты обрабатывали статистически [10)..
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Результаты н обсуждение

Типичная динамика спонтанного высвобождения [2-нС] дофамина 
из предварительно нагруженных им синаптосом головного мозга крыс 
отображена на рис. 1. 1. Как видно из направленности кривой, на
чальная скорость спонтанного высвобождения указанного нейромедиа
тора достаточно высока. В результате этого за 5 и 10 мин инкубации

Рис. 1. Действие NAD+ на высвобождение [2-нС] дофамина из синапто- 
сом головного мезга крыс (каждая точка соотпетгтвует средним данным 
из 7 опытов). По оси абсцисс—время инкубации (мня), по оси орд и 
лат—уровень накопления (%), /—спонтанное высвобождение; 2—90 мМ

KCI; м-М NAD+; ^—1.1 мМ NAD’-г90 мМ КС!

синаитосомы высвобождают соответственно 12 и 28% заключенного в 
них [,2-нС] дофамина. По мере дальнейшего удлинения времени инку
бации скорость процесса спонтанного высвобождения нейромедиатора 
из синаптосом несколько замедляется, что сказывается на уровне выс
вобождения, который через 15, 20 и 30 мин составляет соответственно 
32. 37 к 52%.

Известно, что высвобождение нейромедиаторов из синаптосом ин
дуцирует ряд факторов, вызывающих деполяризацию мембраны. R ним: 
относят электрическую стимуляцию, повышение внеклеточной концен
трации калия, воздействие вератридином или ядом скорпиона, тормо
жение функционирования натриевого насоса оубанном или путем умень
шения внеклеточной концентрации №+. Однако вызванная высокой кон
центрацией К4'деполяризация признается более специфичной при изу
чении скорости высвобождения нейромедиаторов, чем другие факторы, 
включая электростимуляцию [11].
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Поэтому, исходя из вышеизложенного, в своих исследованиях в 
качестве агента, деполяризующего мембрану синаптосом, мы избрали 
высокие концентрации КС!. Из рис. 1, 2, видно, как добавление в ин
кубационную среду, содержащую обогащенные [2-14С] дофамином си- 
наптосомы, КС! в концентрации 90 мМ вызывает резкое увеличение 
скорости высвобождения нейромедиатора. В результате этого через 5. 
10, 15, 20 и 30 мин инкубации высвобождение составляло соответствен
но 25, 43, 51, 56 и 68%. Причем характерно, что, как и в случае спон
танного высвобождения, под действием КС! наиболее высокая скорость 
процесса высвобождения [2-нС] дофамина из синаптосом отмечается в 
в начальные сроки инкубации.

Мы уже упоминали, что при аппликации никотинамидных нуклеоти
дов на полоски гладкомышечной ткани taenia coli морской свинки в на
шей лаборатории были установлены сдвиги их электрической активно
сти [12]. Было сделано предположение о возможном деполяризующем 
эффекте определенных концентраций NAD՜ [13] на мембраны возбуди
мых клеток, опосредованном высвобождением некоторых нейромедиато
ров в синаптическую щель. Правомочность подобного предположения 
проверяли, изучая действие NAD* на высвобождение [2-нС] дофамина 
из предварительно обогащенных им синаптосом клеток головного мозга 
крыс.

Когда в инкубационную среду, содержащую обогащенные [2-иС] до
фамином сйнаптосомы, вносили NAD* в конечной концентрации 
1,1-10-3М высвобождение [2-|4С] дофамина из синаптосом явно усили
валось. За 5, 10, 15, 20 и 30 мин действия NAD* на высвобождение 
[2-,4С] дофамина составляло 27, 41, 50, 57 и 70% соответственно 
(рис. 1, 3). Если скорость высвобождения [2-։։С] дофамина из синапто
сом при действии NAD* сравнить с таковой, имеющей место при дей
ствии KCI, то можно убедиться в существовании параллелизма в дей
ствии этих деполяризующих факторов (рис. 1, 2, 3). Иными словами, 
каждый из них, вызывая деполяризацию мембраны, стимулирует прак
тически одинаковую скорость высвобождения [2-,}С] дофамина из си
наптосом. Даже при условии сочетанного их действия эффекты двух 
этих факторов не суммируются (рис. 1. 4).

Представленные данные служат достаточным основанием для от
несения NAD՜ к числу агентов, деполяризующих мембрану синаптосом 
и таким путем регулирующих скорость высвобождения нейромедиа
торов в синаптическую щель. Разумеется, подобный эффект NAD* 
должен носить дозозависимый характер ,как на это указывают резуль
таты электрофизиологических исследований, проведенных в нашей ла
боратории [3, 4].

Сказанное подтверждается данными, приведенными на рис. 2: ин
дуцируемое действием NAD* высвобождение [2-14С] дофамина из си
наптосом наиболее выражено при концентрации никотинамидного динук
леотида, равной 1.1 • 10՜3 М, а при концентрации, равной 1 • 10՜10, 
6-Ю՜6, 5-Ю”5М, стимулирующий высвобождение эффект отсутствует.
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Вероятно, при этих концентрациях NAD4* вместо деполяризации мемб
раны происходит ее гиперполярнзация, в результате чего высвобожде
ние нейромедиатора в синаптическую щель подавляется. Подобное яв
ление имело место при аппликации высоких концентраций NAD՜** 
(1.1-10՜'’— 1 • 10՜3 М) на гладкомышечные клетки taenia СОН и мочевого 
пузыря морских свинок, когда наблюдаемая при концентрациях NAD4*, 
равных 1-Ю՜10—1-10“бМ, гиперполяризация мембраны сменялась су
щественной ее деполяризацией [3].

Полученные в настоящей работе данные наводят на мысль о том, 
что регулирующее высвобождение нейромедиаторов действие никотина**

клетках головного мозга крыс распространяется 
на другие медиаторы.

мидного динуклеотида в 
на дофамин и, вероятно,

Рис. 2. Зависимость высвобождения 
[2-|’С] дофамина из сииаптосом го
ловного мозга‘крыс в % от концен
трации ХАО” в среде (каждая точ
ка соответствует средним данным 
из 7 опытов). /—спонтанное высво
бождение; 2—ю֊։оМ ХАО֊}; 3----
6* 10-« М .\’ЛО+; 4 —5* 10-5.М

ХАЕН; 5—1.1- 10-3 М ХЛО+
Рис. 3. Действие ХАО+ на высво
бождение, [2-14С] серотонина из си- 
каптоссм головного мозга :к,рыс 
(в %). /—спонтанное высвобожде
ние; 2-90 мМ КС!; 3-1.1 мМ 

ХАО г; 4—1,1 мМ ХЛО+ + 90.мМ КС!

В связи С этим, учитывая биогенетическую общность NAD4՜ и се
ротонина в тканях животных, в частности в головном мозгу, нами было 
изучено действие NAD' на эффективность высвобождения [2-нС] серо
тонина из сииаптосом головного мозга крыс при соблюдении точно тех 
же условий опыта, что и при изучении высвобождения [2-14С] дофамина. 
Принимая во внимание, что наиболее высокая скорость высвобождения 
[2-нС] дофамина из сииаптосом под влиянием NAD4* отмечалась через 
10 мин после начала инкубации, опыты с [2-мС] серотонином были про
ведены при таком же отрезке времени.

Из данных, представленных на рис. 3, видно, что если при деполя
ризации мембраны сииаптосом посредством КС! (90 мМ) высвобож
дение [2-нС] серотонина увеличивается почти на 60% по сравнению со 
спонтанным процессом, то точно такой же эффективностью действия на 
высвобождение [2-нС] серотонина из сииаптосом обладает и NAD+ (в 
конечной концентрации 1,1-10~3М). Когда же в инкубационную среду 
вносили одновременно КС! (90 мМ) и NAD4* (1.1 • 10՜՜3 М). высвобож
дение [2-иС] серотонина из сииаптосом оставалось на том же уровне 
(57%). что и при раздельном добавлении указанных деполяризующих 
агентов.

Иными словами, по характеру действия на высвобождение [2-,4С]до
фамина и [2-|4С] серотонина NAD+ напоминает KCI—широко исполь
зуемый деполяризующий агент. Отсюда следует, что установленное на- 
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ми высокоспецяфическое взаимодействие NAD՛’՜ с хинаптической мемб
раной [1] в одинаковой мере стимулирует секрецию дофамина и серо
тонина, вероятно, подобно КС! вызывая деполяризацию мембраны.

Судя по тому, как действие NAD* на высвобождение указанных 
нейромедиаторов противоположно направлено эффектам ATP, ADP, 
АМР, аденозина и аденина .являющихся отрицательными модуляторами 
высвобождения АХ. катехоламинов и дофамина из пресинаптических 
окончаний [13—15]. можно утверждать действительное наличие на си
наптической мембране специфического рецептора (NAD*՝ [2], отличного 
по топографии и свойствам от известных пуриновых и аденозиновых ре
цепторов. Вероятно, это объясняется наличием в структуре NAD+, по
мимо аденозикового. еше и никотинамидмононгклеотидного фрагмента 
[16].

Известно, что в высвобождении нейромедиаторов важная роль при
надлежит ионам кальция. Зависимость .от Са2՜—универсальная харак
теристика активного секреторного процесса как нейромедиаторов, так и 
гормонов. Фактором сопряжения деполяризации и высвобождения ме
диаторов является увеличение пассивного поступления Са2+ внутрь нерв
ного окончания. В опытах на гигантском аксоне кальмара с использо
ванием внутриклеточно введенного флуоресцентного белка-маркера (эк
ворина), реагирующего со свободным Са2+, показана хорошая корреля
ция между уровнем деполяризации, высвобождением медиатора и концен
трацией накопленного в нервном скончании Са2՜ [17].

Таблица
Высвобождение [2-։ ։С] дофамина и [2-!4С] серотонина 

(имп/мик/мг белка, 10 мин) из синаптосом головною мозга, 
крыс под действием некоторых фактора» (и 8)

Условия опыта
Высвобождение

[2-։4С] дофа
мина

[2-։4С| серо
тонина

719+61 995+99
NAD+(1,1 мМ) 1061+68* 1609+123*
КС1 (90 мМ) 1006—63* 1589+154*
NAD+ (1.1 мМ) KCI (90 мМ) 1011+48* 1563-Н36*
NAD+(1.1 мМ) —ЭГТА (3-4 мМ) 140+12* 348+33*
KCI (90 «МН ЭГТА (3-4 мМ) 114+10* 236+21*
NAD + (1,1 мМ)-֊-всраиа.мил (1,7*10-4 М)
KCI (90 мМ)~-верапамил (1.7-10~4 М)
NAD+(11 мМ) KCI (90 мМ)-гверапа-

264+23* •109 ^36՝
644x57* 1080-т64*

мил (1,7- lb-4 М) 337+29* 562+43*

Примечание. ‘ различия во всех случаях по отношению к соответствующему воз
действию достоверны, 0,01 р 0,001.

С целью выяснения вопроса о том, насколько вызванные \АГ)Г 
деполяризация мембраны и стимуляция высвобождения [2-иС] дофа
мина и [2-иС] серотонина из синаптосом имеют отношение к Са-+, мы 
провели серию опытов с использованием агентов, хелатирующих՝ Са-4* 
(ЭГТА) и препятствующих его транспорту внутрь синаптосом (вера
памил).
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Результаты этих экспериментов суммированы в таблице, из кото
рой видно, что в среде, свободной от Са®+ то есть, когда весь Са2* 
был связан внесенным в среду ЭГТА (3—4 мМ), индуцированное 
КС, высвобождение [2-иС] дофамина и [2-1’С] серотонина уменьшалось 
соответственно на 91 и 86% по сравнению с контролем (действием КС! в 
среде без ЭГТА). Примерно то же самое происходило и при действии 
NAD* в бескальциевой среде, когда уменьшение высвобождения [2-’'։С] до
фамина и [2-|,։С] серотонина составляло соответственно 87 и 79% по 
сравнению с имеющим место при действии NAD4՛ в среде без ЭГТА.

Уменьшение высвобождения обоих нейромедиаторов из синаптосом 
было обнаружено нами и при использовании верапамила—известного 
антагониста Са2*. Так. при внесении в среду инкубации верапамила в 
концентрации 1,7-10՜* М. высвобождение [2-14С] дофамина и [2-|4С] се
ротонина тормозилось на 76 и 75% соответственно в случае деполяри
зации мембран КС! и на 75 и 62% соответственно при внесении в среду 
NAD+ е качестве деполяризующего агента. Когда же в среду одновре
менно вносили KCI, NAD*՜ и верапамил, высвобождение [2-։4С] дофами
на и [2-’<С] серотонина из синаптосом составило 33 и 35% по сравне
нию с опытами, в которых среда содержала KCI и NAD* одновременно.

Таким образом, при любой постановке эксперимента модулирующее 
мембрану синаптосом действие NAD*, так же как и в случае КС1, опо
средовалось иенами кальция.

Совокупность представленных в настоящей работе данных поз
воляет заключить, что NAD’’ вызывает деполяризацию мембран синап
тосом, индуцируя усиление высвобождения дофамина и серотонина из 
нервных окончаний, и этот процесс опосредован наличием Са2+. Следо
вательно, физиологическое значение взаимодействия NAD՜*՜ с синапти
ческой мембраной заключается в его нейромодуляторных эффектах, по
средством которых регулируются процессы высвобождения дофамина и 
серотонина из нервных окончаний.

Установленные различными авторами благоприятные терапевтиче
ские эффекты никотинамида, никотиновой кислоты и их биологически 
активной формы—NAD при излечивании шизофрении, эпилепсии и 
психозов различной этиологии [5—7], вероятно, реализуются посред
ством изложенных в настоящем исследовании механизмов контроля за 
секрецией нейромедиаторов.

EFFECT OF Nad ON DOPAMINE AND 
5^HYDROXYTRIPTAMINF. RELEASE FROM RAT BRAIN 

SYNAPTOSOMES

KHALMURADOV A. G„ KUCHMEROVSKAYA T. M„ PARKHOMETS P. K.

Л. V. Palladin Institute- of Biochemistry, Ukrainian SSR Academy 
of Sciences, Kiev

The effect of NAD* on the release of [2-”C] dopamine and [2-”C] 
-^erjtonin from preliminarily enriched by these neurotransmitters rat 
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brain synaptosomes has been studied, it is demonstrated that NAD* 
(10 min incubation, 1,1 mM) stimulates release from synaptosomes of 
[2-i։C] dopamine (for 38%) and [2-nC] serotonin (for 61%) compared 
to the spontaneous release. The ability of NAD + to stimulate release 
of these neurotransmitters from synaptosomes is similiar to the action 
of high concentration of КС! but simultaneous addition of NAD+ and 
KC1 in the incubation mixture does not lead to the further increase in 
[2-։‘C] dopamine and [2-։‘C] serotonin release.

Effect of NAD՜ on the release of [2-JJC] dopamine depends on 
the dose of NAD* and is much more pronounced when 1,1 NAD is 
used. Modulating effect of NAD+ on the synaptic membranes is reali
zed only in the presense of Ca2u: in calcium-free media, as well as in 
the presence of verapamil, the stimulating effect of NAD* on the re
lease of dopamine and serotonin from synaptosomes is not observed.

The conclusion is made that neuromodulatory action of NAD1՜ on 
Ca2 -dependent dopamine and serotonin release is realized by means 
of synaptic membrane depolarization.
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