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В головном мозгу крысы на долю растворимой нейраминидазы приходится 26 7 а 
на долю мембраносвязанной—73,3% от общей нейраминидазной активности мозга Оба 
фермента являются лилидзавнсимыми, причем смесь фосфолипидов с холестерином и 
сульфатиды активируют их особенно сильно. По-видпмому, растворимая и мембраносвя
занная нейраминидазы имеют различную метаболическую роль и могут быть независи
мым объектом контроля.

Интегративная деятельность головного мозга сопровождается по
стоянными структурными перестройками синаптических мембран. Пла
стичность последних в значительной степени определяется структурным 
многообразием, организацией и конформационной изменчивостью ган
глиозидов. Не случайно ганглиозиды рассматриваются как сигнальные, 
информативные молекулы синаптических мембран [1]. Существенно их 
значение в определении мембранного потенциала синаптических обра
зований; подсчитано, что на грамм мозга приходится не менее 1,3-1018 
анионных групп ганглиозидов [2]. Изменение их электроген и ости яв
ляется одним из важнейших процессов модификации нейрональных мем
бран и главная роль в этом принадлежит нейраминидазе головного 
мозга [3].

Несколько лет тому назад была высказана гипотеза о том, что ган
глиозиды и нейраминидаза физиологически связаны и обуславливают 
специфические функции мозга [4]. Это подтверждается тем, что нейра
минидаза локализована в синаптических мембранах [5—9], исключи
тельно обогащенных ганглиозидами [10—13]. Установлено, что синапти
ческая передача нарушается после введения нейраминидазы в црссинал- 
тическую область [14, 15] и в онтогенезе синаптические контакты функ
ционально формируются только после включения нейраминовой кислоты 
в молекулы поверхности нейрональных мембран [16].

Нейраминидаза (сиалидаза, мукополисахарид М-ацетил'нейраминил- 
гидролаза (КФ 3.2. 1. 18) представлена в головном мозгу двумя ос-
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новными формами: растворимой [17—19] и мембраносвязанной, рас
щепляющей, главным образом, но це специфически, полисиалоганглио- 
зиды [5, 20—23]. В настоящее время отсутствуют данные о связи этих 
двух ферментов в головном мозгу. Очевидно, что на взаимодействие ган
глиозидов с нейраминидазой-в мембранах существенное влияние долж
ны оказывать липиды бислоя.

Целью дайной работы явилось изучение влияния липидов на актив
ность растворимой и связанной нейраминидаз головного мозга крыс в 
норме и при введении аминазина и хлоралгидрата.

Материалы и методы

Растворимую и мембраносвязанную нейраминидазы выделяли из 
.коры головного мозга крысы по методу Gall, Leibovitz [941 в модиЛчга 
пии Oilman и соавт. [18] и Tetfamanti и соавт. [23]. Кору мозга՜гомоге 
визировали в сильно охлажденном 0,156 М ко л • с. г- 'фугировали при 105000 g в течение 1 ч С;пепн^ ’ ' °М0ГСНат 11еИ1Р"- 

н ' супернатант являлся источ
ником растворимой нейраминидазы. Инкубационная среда дтя оппеделе 
ния активности растворимой нейраминидазы содержала 0 '1 мл 1 И ане՜ 
татного буфера, pH 5,8, белок супернатанта—2 5—ч п ink ՛
страта ’ Г’ ° Мкг суб՜

Субстратом служили общие ганглиозиды головного мозга крысы 
выделенные по методу Svennerholm [271 о,,., ’L 1- '■■'НИ представляли собой смесь индивидуальных ганглиозидов, около 90% котл.пп>՛. смесь/о которой составляли основные три-, д,п- и моносиалоганглиозиды (Q,., (՝ г- J зные
ныи объем реакционной смеси не превышая nrs А ытель-оодержал субстрата, ДРУгой-фермента И^н. ” К°"ТрОЛЬ "С 
периодическом встряхивании при 37°, 1 ч 3 ’ , !Ю 0СУЩССтвлял.и при 
добавлением 0,1 мл 0,2 М перйодата натрия С" рсак111||° прекращали

Полученный после центрифугирования осадок
мембраносвязанной нейраминидазы. Связанная ■■ источником 
ставляет собой комплекс с эндогенными спалилсо аЛ"11н'1,даза П|Ред՜ 
ми липидной и нелипидной природы [18], от котооыРЖащУ'М11 субстрата- 
инкубацией фермента в стандартных условиях без' °™обождал11СЬ пРе՜ 
та и детергента. Для этого осадок гомогениэироват՜10 *ВЛИНИЯ сУбстРа- 
буфере pl 1 4,4 (8 ; 1) и инкубировали 45 мин при 37°"з" ° '' ацетатиом 
ходило полное отщепление N-ацетнлнейраминовой ■ а это вРемя проис- 
эндогенных субстратов и при этом сохранялась мвмб^ '°ТЫ ^еиАс) от 
рода фермента и его энзиматическая активность 1-п.т а,к>связанная ПРН՜ 
нейной в течение 90 .мин к экзогенному субстрату Г171 осгаваласьл“- 
что низкие концентрации NenAc, GMi и GJ12 не прояптя|Ы .'° ՝ста"|<>влено’ 
го эффекта [18]. После завершения преиниубаццц qaR0,1!՛™™ "Ру1ОЩС՜ 
мент переносили в ледяную баню. ' за'°УфеРенныи фер-

Определение активности связанной нейраминиллАк. ’ ..1 "'шдазы, лишенной эн
догенных субстратов, проводили следующим образом: 100 мг •' 
та в хлороформ-метаполовом растворе (2:1) переносили в пробиТку 
туда же добавляли раствор в хлороформ-метаноле тритона X-100 (до 
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окончательной концентрации 0.15%), поскольку установлено что в низ 
ких концентрациях он активирует связанную нейраминидазу [18] Рас-во 
ритель осторожно и тщательно выпаривали под вакуумом па водя,ной 
бане при 40°, а осадок смешивали с 0,5 М ацетатным буфером дтя пе 
ревода ганглиозидов и детергента в водную фазу. Пробы' переносит ча 
лед и добавляли в них претшкубироваиный фермент (1,0—1,5 мг белка) 
Окончательный объем смеси пе должен превышать 0,’б5 мл. Контроль
ные пробы не содержали либо субстрата, либо фермента. Инкубацию 
осуществляли 1 ч при 37° и реакцию прекращали, как ц ,в случае растео 
рчмой нейраминидазы, добавлением 0,1 мл 0,2 М перйодата наточя 
Далее все процедуры для определения количества освободившейся Neu Ас 
проводили тиобарбитуровым методом [25]. Активность растворимой и 
связанной нейраминидаз рассчитывали в мкг NeuAc/r мозга/ч Бею- 
определяли по методу Lowry и соавт. [26]. В качестве стандарта исполь
зовали бычий сывороточный альбумин.

Исследовали влияние общих фосфолипидов, холестерина гликоли
пидов головного мозга человека на нейраминидазную активность Общие 
липиды головного мозга человека выделяли по методу Folch и с • /•֊ 
[28]. Методом ТОХ на силикагеле КСК в системе гексан— диэтиловый 
эфир - ледяная уксусная кислота (70 : 30 : 2) из общих липидов изолиро
вали общие фосфолипиды и холестерин. Гликолипиды (цереброзилы и 
сульфатиды) выделяли, из мозга человека по метолу Uzman [29] и гнре 
кристаллизовывалн из горячего ацетона. После перекристаллизации они 
содержали 19,3% сульфатидов и 80,7% цереброзидов. Методом ТСХ на 
силикагеле КСК в .системе растворителей хлороформ—метанол—код ц 
аммиак (80 : 20 : 0,4.) получали отдельные фракции цереброзидов и суль
фатидов.

Полученные липиды использовали совместно с общими ганглиозида
ми в качестве субстратов для определения нейраминидазной активности 
мозга крысы в следующих весовых соотношениях—ганглиозиды- фо՝ 
фолипиды (1:9); ганглиозиды: фосфолипиды: холестерин (1 ■ 7 ■ 9)• 
ганглиозиды: цереброзиды (1 : 9); ганглиозиды: сульфатиды (1 : 9) • га|ь 
глиозиды: сульфатиды: цереброзиды (1 : 1,8 : 7,2); ганглиозиды: фосфоли- 
пиды : холестерин : цереброзиды : сульфатиды (1 : 3,5 : 1 : 3,6 : 0,9)

Аминазин и хлоралгидрат вводили крысам подкожно за 1 ч до лека- 
литании из расчета 3 мг и 50 мг/100 г массы соответственно

Результаты и обсуждение

Активность цитозольной и мембраносвязанной нейпо>.„
кого мозга крысы в норме и.при введении аминазина и х юлов 
представлена в табл. 1 и 2. На долю растворимого Феомои-^0^™ 1рЭТа 
26,7, мембраносвязанного—73,3% от общей нейпамит.-. Э- приХ0Я։1тся 
мозга 1 «инидазпои активности

Ганглиозиды в водных растворах могут ’-ТЬСЯ Л1ИОО R ПН1Р мп- номеров при концентрациях ниже критической и де '՛образования (ККМ), либо в виде мицелл. Поёкоюё гХГ" М'ЦеЛЛ<”
“оскольку ККМ ДЛЯ гаиглио- 
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зидов очень низка—10՜** М [30] или 10 *—10*9М [31, .]2], то они спон
танно образуют мицеллы. Пока неизвестны факторы, определяющие пе
реход мономер— мицелла ганглиозидов в микроокружении нейрональных 
мембран, но в модельных исследованиях определены условия немедлен
ного образования мицелл. Показано, что упаривание ганглиозидов из 
неполярных растворителей и последующее растворение их в воде приво
дит к возникновению высокостабильных мицелл с низкой скоростью об
мена ганглиозидных компонентов между мицеллами [33]. Все это дает 
основание считать, что при использованных концентрациях ганглиозидов 
мы работаем с гетерогенной мицеллой, полученной из общих ганглиози
дов. и со смешанными ганглиознд-липидпыми .мицеллами.

Примечание. В скобках—количество опытов;

Активность растворимой нейраминидазы головного мозга в норме н при владении ' 

___ аминазина и хлоралгидрата (мкг/МеиАс/г мозга/ч)

Субстрат Норма Аминазин Хлоралгидрат

Общие ганглиозиды 20+3 (14) 12+3 (13) 10*2 (13)
Ганглиозиды-
Фосфолипиды

Ганглиозиды-
Цереброзиды-

41±1 (4) 
рс <0,001

38+1 (4) 
рс 0,003

Ро 0,039
ЗУ. 0*0,1 (3)
Ро>О.О5
Рс <0,001 
46,0+0,1(3) 
Ро<О.001

р„=0.009 
38+9 (3) 
р„>0,05
Рс 0,029
41 ±7 (3)
Ре =0.012

Ганглиозиды 
Сульфатиды

42 ±2 (4) 
рс <0,001

Рс <0,001 
40+2 (3) 
Ро>О.О5
Рс <0,001

Ро>0.05 
39+3 (3) 
рс <0.001 
Ро 0,05

Ганглиозиды-
Фосфолипнды- 
Холестерин

47+6 (4)
ре 0,008 37+7 (4) 

Ро>0,05 
Рс = 0,015

16+5 (4) 
Рс >0,05 
Ро 0,009

Гаиглиозиды- 
Цереброз'иды- 
сульфатиды

40+8 (4) 
рс *0,05 25±3 (4) 

Ро>О,О5 
Рс = 0,02

19*4 (4) 
рс >0.05 
Ро 0,042

Ганглиозиды- 
Фосфолипнды- 
Холестерин- 
Цереброзиды- 
Сульфатиды

36+3 (4) 
рс <0,05

23.0*0,1 (3)
Ро=0.012 
Рс =0,017

20+3 (3) 
ре =0.047 
Ро =0,017

влияние аминазина или хлоралгидрата.
Рс отражает влияние субстрата; ря—

Установлено, что нейраминидаза моментально модифицирует свою 
активность в зависимости от физического состояния субстрата [34]. С 
субстратам в мономерной форме нейраминидаза взаимодействует алло- 
стеричеаки, гомогенная мицелла ганглиозидов ингибирует фермент, а 
смешанная мицелла многократно увеличивает нейраминидазную актив
ность-[35]. Возможно, что в нейраминидазе имеется два активных цент
ра—один для связывания субстрата в мономерной форме, другой—в 
а г р сги р ов анптом состояв и и.

— „иипс свидетельствуют о том, что липидное ок-Полученные нами д< ' х га,Нглиозид-лжвдных мицелл, ска- 
ру.ксние, а точнее, состав’ нейраминовой кислоты как раствори-
зывается на активности отщепления неир*
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мой, так и .мембраносвязанной нейраминидазами. Оба фермента слабо 
гидролизовали мицеллы, состоящие только из ганглиозидов. Видимо, 
ориентация п конфигурация олигооахаридных цепочек в такой мицелле 
делает субстрат мало доступным ферменту. Возможно, что взаимодей
ствие олигосахаридных цепочек ганглиозидов через перекрестные водо
родные связи маскирует гидролизуемую нейраминидазой связь. В сме
шанных мицеллах оно может быть уменьшено или сведено на нет и при 
определенной природе и соотношении окружающих липидов могут со
здаваться оптимальные условия для гидролиза нейраминовой кислоты.

Таблица 2
Активность мембраносвязанной нейраминидазы головного мозга в норме и при введении

аминазина и хлоралгидрата 1мкг Х'еиАс/г мозга/ч)

Субстрат 11орма Аминазин | Хлоралгидрат

Общие ганглиозиды 55+5 (18) 42+9 (12) 56+5 (12)

118+10 (4)
ро>0,0;> ро>о,|'5

Ганглиозиды- 97+3 (3) 81 + 1 (3)
•Фосфолипиды рс 0,003 рс =0,005 Рс -0,008

129+9 (4)
ро>0,05 Ро ֊0.017

Ганглиозиды- 107+5 (3) 112+3 (3)
Цереброзиды рс <0,00! рс <0.001 рс <0.001

156+21 (4) 
рс 0,005

р„>0.0о Ро>0,05
Гапглиозиды- 
Сульфатиды

109 + 10 (3) 
рс ֊0.108

123+12 (3) 
рс 0.007

р0>0,05 Ро>О,О5

Ганглиозиды-
166+1! (4)

232+10 (3) 137±3 (2)
■Фосфолипиды- ре <0,001 рс <0,001
Холестерин рс <0,0л! р0- 0,011 р0>0,05

Ганглиозиды-
120+11 (4)

208+1 (3) 103+4 (3)
Цереброзиды- рс <0,001 рс о.001
•Сульфатиды рс 0,006 Ро<0,001 р0>0,05
Ганглиозиды- 
Фосфолипплы- 
Холестерии- 
Церсброзиды- 134+12 (4)

157x3 (3) 
рс <0,001

139+3 (2) 
рс <0.001

Сульфатиды рс 0,002 р0>0.05 р0>0.05

Примечание. Обозначения те же, что и в табл. 1.

Нами установлено, что все чередуемые липиды усиливали гидротн , 
ганглиозидов растворимой нейраминидазой. Этот эффект быт особенно 
значимым в присутствии фосфолипидов с холестерином, сульфатидов , смеси сульфатидов с цереброзидами. Цереброзиды и смесь всех нсследте' 
мых липидов в меньшей степени способствовали.гидролизу гангтиом ’ (на 20—35% слабее, чем фосфолипиды с холестерином) ' НДОВ

Мембраносвязанная нейраминидаза активнее гад,полястрат в окружении фосфолипидов с холестерином, сульфатиТ*'՝™ СУ°՜ 
целле, содержащей все исследуемые липиды (табл 2) М -* " В М" 
занный фермент был .менее чувствителен к присутствию ՝ ‘ в՝")ра1НОС|ВЯ՜ 
фолппидов, цереброзидов и смеси сульфатидов с церебоозит' ’̂^т Ф0С' 
образом, растворимая и связанная нейраминидазы да։ми- Таким 
руются смесью фосфолипидов с холестепином „ ,... , сильиее активи- 

и «ом и сульфатидами. Вероят
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но, включение этих липидов в мицеллу обеспечивает больТпее число мо
лекул субстрата, доступных ферменту. Не исключена также возможность, 
".то в активных центрах обоих ферментов или соседних участках есть 
гидрофобные области с различным липофильным сродством. По всей 
вероятности, оба фермента могут действовать па ганглиозиды только 
в бислойной структуре, обеспечивающей определенную ориентацию суб
страта. Отсутствие точных сведений о строении активного центра фер
ментов не позволяет сказать, являются ли липиды кофакторами, устра
няют ли они ингибирование стерических препятствий на границе раздела 
фаз или облегчают образование субст,рат-фер.ментного комплекса, при
давая определенную ориентацию субстрату, либо активируя его. '

Взаимодействие с субстратами растворимого и мембраносвязанно
го ферментов, выделенных из мозга крыс, которым вводили аминазин и 
хлоралгидрат. изменялось. Активность растворимой нейраминидазы при 
работе с ганглиозидными мицеллами подавлялась почти на 50% при 
введении аминазина и хлоралгидрата, тогда как активность мембрано
связанного фермента по отношению к этим мицеллам не изменялась.

В смешанных ганглиозид-липидных мицеллах аминазин делал ра
створимую нейраминидазу более чувствительной к присутствию цере
брозидов, сульфатпдов, почти не изменяя ее отношение к фосфолипидам 
и уменьшал влияние фосфолипидов с холестерином и гликолипидов. 
После действия аминазина мембраносвязанная нейраминидаза сильнее 
активировалась более гетерогенной смесью липидов, чем отдельными 
представителями липидов.

Хлоралгидрат снижал потребность п
липидах, активность фермента, характепи։ °'’11՝1011 !1с,|Ра'11|нидазы в 
только с фосфолипидами. Цереброзидами Д 1 ,1О')МЫ> сохранялась
дельно. Хлоралгидрат также уменьшал птп ^ЛЬФат,адамк’ взятыми от- 
мембраносвязанного фермента. ։|яие липидов на активность

Обнаруженное нами неоднозначное изменение активности двух фер
ментов при введении аминазина и хлоралгидрата свидетельствует о на
итии в организме множественных факторов регуляции их активности. 
Вероятнее всего, в случае растворимой нейраминидазы регуляция этими 
агентами может касаться изменения активного центра фермента и облег
чения образования субстрат-ферментного комплекса. В случае же мем- 
боаио-зязанногэ фермента, кроме того, может иметь место его солюбилп- 
злния в нативной мембране и большая экспоннрованность из липидио- 
„ „рмбоаны. Можно утверждать, что аминазин и хло-белкемго кшфор.ма,„,„ „б„„х ф ,с„т„п.
рал, „драг "■>-.?«»» "Хд««=Т»"' ' «'"'»«»■*»» еубстрата»,,,. 3,,а-
скоичкх՛ отличалось их »скэльк) „ „„„Лп-шосвязапная нейраминидазы могут иметь раз
вит оастворимая и мемораноевл^а յ1 - Г.Г.1К и каждая из них может быть независимымличную метаболическую роль, и мла
объектом контроля [19]. творимая нейраминидаза корректи-

Можно предположить, что растви) । 1
рует структуру ганглиозидов, переносимых аксональным током к месту 
функционирования [36]. Мембраносвязанный фермент ответствен за 
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наличие и плотность распределения заряда на поверхности синаптической 
мембраны. Следовательно, размещение ганглиозидов ■ среди липидного 
окружения мембраны будет определять стабильность или лабильность 
отрицательного заряда и тем самым способствовать протеканию тех пли 
иных процессов. При этом необходимо подчеркнуть, что устранение ней- 
Раминовой кислоты нельзя рассматривать как деструктивный процесс, 
скорее, это процесс, запускающий и модулирующий многие рецепторные, 
адгезивные, антигенные и другие важнейшие функции мембраны [37].

EFFECT OF LIPIDS ON BRAIN NEURAMINIDASE ACTIVITY

TUMANOVA S. Yu KLJAICH K„ BESPALOVA M. A., 
MUKHINA A. P, GOVOROVA E. E.

A. A. Ukhtomsky Institute of Physiology. A. A. Zhdanov 
State University. Leningrad-

Thc cytosol neuraminidase accounts for 23,7% and the particulate 
neuraminidase for 73,3% of the total rat brain neuraminidase activity. 
Both enzymes are lipid dependent and are stimulated more significantly 
by phospholipids containing cholesterol and by sulfatides. Most probab
ly, the soluble and particulate neuraminidases have a different metabo
lic role and are regulated Independently.
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