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«Нейрохимия», т. 1, № 4, 1982

К 60-ЛЕТИЮ ОБРАЗОВАНИЯ СОЮЗА СОВЕТСКИХ 
СОЦИАЛИСТИЧЕСКИХ РЕСПУБЛИК

30 декабря 1922 года волей народов нашей страны был создан 
Союз Советских Социалистических Республик—первое в мире единое 
-союзное многонациональное государство рабочих и крестьян. Образо
вание СССР по своей политической значимости и социально-экономи
ческим последствиям занимает выдающееся место. Значение этого со 
бытия выходит далеко за пределы нашей Родины. Создание первого в 
мире многонационального социалистического государства имеет все
мирно-историческое значение.

Рождение Союза ССР—результат победы Великой Октябрьской 
социалистической революции, величайшая заслуга ленинской партии 
большевиков, многонациональной по своему составу и интернацио
нальной по идеологии и политике, организационному строению, прин
ципам деятельности.

После победы Октябрьской революции вопрос о выборе наиболее 
целесообразной формы государственного устройства не мог быть ре
шен сразу. Решающее слово должны были сказать сами народы. Уже 
на II Всероссийском съезде Советов в 1917 г. было провозглашено, 
что Советская власть «обеспечит всем нациям, населяющим Россию, 
подлинное право на самоопределение». Создание Союза ССР—живое 
воплощение ленинских принципов национальной политики. История не 
знает государства, которое в кратчайшие сроки сделало бы так мно
го для всестороннего развития наций и народностей, как СССР.

В суровые годы Великой Отечественной войны народы-братья 
плечом к плечу встали на защиту Отчизны, спасли народы мира от по
рабощения и уничтожения. Незабываемым народным подвигом стало 
послевоенное возрождение хозяйства.

Прошедшие 60 лет отмечены стремительным социально-экономи
ческим развитием Советского Союза. В дружной семье народов дина
мично растут экономика и культура всех советских республик. Совре
менная промышленность, сельское хозяйство, наука, подлинный рас
цвет культуры—вот что характеризует сегодня любую из них. Резуль
татом всего этою явилось построение развитого социалистического об
щества. Тесное сплочение советских республик дало возможность ранее 
угнетенным народам и отдаленным районам догнать центральную Рос
сию в государственном, культурном и хозяйственном отношениях. И 
политические причины требовали более прочного объединения, так как
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важно было вырастить новые отряды рабочего класса из представите
лей всех национальностей и упрочить его союз с крестьянством. Нель
зя было забывать о капиталистическом окружении и военной опасно
сти для всех молодых советских республик, о необходимости выступать 
единым фронтом на международной политической арене.

Курс партии, как отметил XXVI съезд, предусматривает наращи
вание материального и духовного потенциала и, вместе с тем, его мак
симальное использование для гармонического развития всей страны 
В то же время партия видит нерешенные проблемы, имеющиеся труд
ности и недостатки. Все советские люди как наказ восприняли слова 
товарища Л. И. Брежнева, сказанные на ноябрьском (1981 г.) Плену
ме ЦК КПСС: «Надо лучше работать, лучше составлять планы и лучше 
выполнять их. Лучше организовывать производство и лучше произво
дить. Словом, работать эффективнее».

Наряду с ростом производительных сил бывших отсталых районов, 
повышением культуры земледелия и развитием новых отраслей про
мышленности шло изучение природных богатств республик и исследова
ние полезных ископаемых. Это приводило и к созданию в республиках 
новых отрядов рабочего класса, что, в свою очередь, повышало общую 
культуру населения ранее отсталых районов. Во всех национальных 
республиках была постепенно ликвидирована неграмотность, выросла 
сеть школ, увеличилось число средних и высших учебных заведений. 
Вершиной этих ^культурных преобразований явилось создание в союз
ных республиках своих академий наук.

С первых лет установления Советской власти Академии наук СССР 
вменялось в обязанность оказывать помощь братским республикам в 
подготовке молодых национальных кадров. В последние годы традицией 
стало устраивать на местах выездные сессии, широко практикуется 
проведение конференций и съездов, в том числе и всесоюзных в респуб
ликанских центрах. Республиканские институты стали получать значи
тельную помощь оборудованием и средствами.

Все эти усилия дали 'блестящие результаты. Мы не имеем теперь 
«отсталых окраин». Все пароды Советского Союза вносят свой вклад в 
развитие советской науки. (

Можно считать, что у нас исчезло понятие «провинциальная наука». 
Мы уже достигли того, что один и тот же уровень исследований и пре
подавания проводится и в центральных городах Союза, и на периферии.

Всесоюзные журналы Академии наук СССР издаются теперь не 
только в Москве и Ленинграде, но и во Владивостоке («Биология мо
ря»), Киеве («Нейрофизиология»), Ереване («Нейрохимия»).

Развитие науки в союзных республиках достигло таких масштабов, 
что многим институтам республиканских академий наук в настоящее 
время принадлежит ведущая роль в развитии ряда научных направле
ний. В отдельных областях биологической науки, в частности биохимии, 
наряду с научно-исследовательскими институтами Москвы и Ленингра
да широкую известность приобрели Институт биохимии АН УССР 
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им. Палладина, Институт биохимии ЛИ АрмССР, Институт биохимии 
ЛИ Узбекской ССР и др.

Значительных успехов в последние десятилетия достигла отечест
венная нейрохимия.

Важную роль в организации нейрохимических исследований в 
СССР сьпграла биохимическая школа, созданная академиком А. В. Пал- 
ладиным. Иаша страна стала подлинной родиной функциональной ней
рохимии, в настоящее время крупные нейрохимические центры созданы 
в различных городах Советского Союза (Ленинград, Москва, Ереван, 
Тбилиси, Ростов-на-Дону, Минек, Тарту и др.). Советская нейрохимия 
достигла серьезных успехов в области изучения биохимических основ 
возбуждения и торможения, сна, обучения и памяти. Имеются достиже
ния в исследовании биохимических механизмов синаптической переда
чи, рецепции внешних раздражений в органах чувств, действия фар
макологических нейротропных препаратов и нейротрофических эффек
тов. В последнее время интенсивно и плодотворно изучаются эффекты 
многочисленных природных нейрогенных биологически активных соеди
нений, в первую очередь нейропептидов и специфических белков. Ре
зультаты нейрохимических исследований находят применение в меди
цине, например, в невропатологической и психиатрической практике, а 
также при выработке режимов адаптации к действию экстремальных 
факторов.

Коллектив авторов, редколлегия и читатели журнала «Нейрохи
мия», встречая знаменательную дату—60-летие образования СССР це
леустремленными усилиями, 1направленнымн на развитие советской нау
ки, гордятся достижениями нашей страны, шагающей в первых рядах 
борцов за мир, независимость и счастье народов.
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«Нейрохимия», т. 1, № 4. 1982

МОЗГ КАК ЭНДОКРИННЫЙ ОРГАН*  >

* Статья оформлена по материалам лекции лауреата Нобелевской премии, про
фессора Р. Гиллемина, прочитанной нм на 2 Международном симпозиуме по сомато
статину в Афинах в 1981 г. (печатается с сокращениями).

Р. ГИЛЛЕМИН

За последние несколько лет наши знания в области нейроэндокри
нологии мозга значительно углубились. Об этом свидетельствует даже 
неполный перечень недавно опубликованных обзоров по этой проблеме

В данной статье сделана попытка обсудить некоторые вопросы, свя
занные с функцией мозга как эндокринного органа, которые, по всей 
вероятности, составят основное направление наушных исследований 
ближайших лет. Ответы на некоторые из них уже получены, другие по
ка остаются открытыми.

1. Одним из фундаментальных принципов современной нейрофи
зиологии стал принцип, который в конце 30-х годов Д. Экклзом был 
назван законом или принципом Дейла. Независимо от дословной фор
мулировки, данной Г. Дейлом в его Диксоновской лекции «Фармаколо
гия и нервные окончания», Экклз так выражает принцип Дейла: один 
нейрон должен пользоваться (то есть производить и расходовать) толь
ко одним 'нейротрансмиттером на каждом из своих окончаний. Сущест
вуют нейроны адренергические и холинергические—эти два термина 
Дейл ввел в обращение после своих знаменитых работ по регенерации 
нервов.

Если мы имеем дело с не полиплоидным нейроном взрослого орга
низма, то можно говорить о правомерности принципа Дейла. Что ка
сается нейрона плода, теперь мы знаем, что он имеет несколько воз
можностей относительно конечного выбора медиатора: адренергическо
го или холинергического, но это отдельный случай, который был тща
тельно исследован несколькими лабораториями [5], и я не собираюсь 
на нем останавливаться, так же, как на уникальных структурах, иссле
дуемых Е. Kandel у Aplysia [6]-

Правилен ли принцип Дейла, когда имеешь дело с такими нейро- 
пептидами, как нейромедиаторы? Для упрощения доказательств сле
дует оговориться, что мы принимаем это положение. Другими словами, 
я не приведу никаких веских доводов в защиту того, что некоторые пеп
тиды действительно считаются настоящими нейромедиаторами [4], та
кими же, как катехоламины или ацетилхолин. Если это предположение

324



принять, то принцип Дейла больше не имеет отношения к нейропепти
дам, так как 'нейрон, выделяющий и использующий пептид, должен сек
ретировать больше, чем один пептид, т может пользоваться больше, чем 
одним пептидам (рис. 1).

Это положение вытекает из знания процессов биосинтеза белка в 
клетках, отличных от нейронов. Есть основания предполагать, что они 
применимы также и к нейронам.

Рас. 1. Диаграмма, представляющая нейрон с синаптическим окончанием 
аксона и двумя боковыми окончаниями. Ток аксоплазмы приносит к раз
личным окончаниям гранулы от эндоплазматического ретикулума Голь- 
Д/Ки классического метаболического пути синтеза белков. Эти гранулы 
содержат молекулы предшественника (ьаЬс, в—для затравки пептида) од
ного или нескольких биологически активных пептидов (а, Ь, с) вместе с 
синтезирующими н.\ ферментами. Они расщепляют предшественник аЬс 
на фрагменты, такие, как ас, аЬ, Ъс, и даже а, Ь, с. Фрагменты, так же, как 
и предшественник аЬс, могут выделяться из нейрона. Точка в некоторых 
гранулах означает присутствие биогенных аминов (допамин) обычно с 
синтезирующими их ферментами; изогнутые стрелки обозначают наличие 
системы обратного захвата для биогенного амина; для белков такая систе

ма не обозначена (прямые стрелки)

Возьмем пример из области нейроэндокринологии — биосинтез 
ЛКТГ, эндорфина и меланостимулирующего гормона (МСГ). В настоя
щее время хорошо известно, что все эти пептиды с различной биологи
ческой активностью действительно являются частью общего биосинте
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тического предшественника, полная аминокислотная последователь
ность которого известна и для которой была изолирована и клонирова
на мРНК, по крайней мере, у двух видов [7]. Это является хорошим 
доказательством того, что фрагменты yi-МСГ, у3-МСГ, АКТГ, CLIP или 
АКТГ-18—39, p-липотропин, а-эндорфин, p-эндорфин и у-эндорфин мо- 
гут’быть выделены из экстракта гипофиза и базального гипоталамуса. 
Имеются веские доводы в пользу того, что эти фрагменты не являются 
артефактами, проявляющимися в процессе экстракции, а секретируются 
как таковые in vivo (измерения в периферической крови специфическими 
радиоиммунологичеокими методами, в некоторых случаях пропускание 
через гель-фильтрационные колонки, которые позволяют точно опреде
лить молекулярную массу секретируемых веществ) (рис. 2,3, табл. 1) и 
in vitro—в монослойных культурах гипофизарных клеток [8]. Имеется 
также неоспоримое доказательство того, что различные ткани, в данном 
случае pars distalis и pars intermedia гипофиза, действительно осущест
вляют процессинг молекулярного предшественника различным образом 
(рис. 2, 3, табл. 1), при этом одна молекула (а-МСГ с ацетилированным 
серином на N-конце) обнаружена только в pars intermedia, тогда как 
₽-эндорфин в pars intermedia найден в большем количестве, чем в pars 
distalis. Такое соотношение секретируемых веществ наблюдалось в 
опытах in vitro (рис. 2, 3, табл. 1).

Таблица 1
ИР--(։-МСГ, -7з-МСГ, -АКТГ и -?-эидорфнн и культуральной жидкости 

֊ гипофиза быка

Пептиды 
(пг/мл) М+т

ИР-7։-МСГ ИР-Тз-МСГ ИР-АКТГ ИР-З-эндор-
Клетки передней доли следовые 279±12 516+27 430±30

Контроль количества
Клетки передней доли следовые 597+9* 1075+137** 835+30*

4-1,0 мМ 1ВМХ 
Клетки промежуточной доли

количества

Контроль
Клетки промежуточной доли

65+2 1214+25 — 1494+4

+ 1,0 мМ 1ВМХ 122±9** 1750±116* —— 2504+298*  s

Двусторонний тест множественных сравнений по Дунпету

н=3; *р<0,()5; **р<0,01

Таким же образом, но с небольшими вариациями, в нейронах п. аг- 
сиа1из гипоталамуса были обнаружены вместе иммунореактивный (ИР) 
-3-эндорфин, ИР-АКТГ и ИР-у3-МСГ. Очевидно, некоторые нейроны, 
составляющие анатомически родственную популяцию и. агсиа1из, мо
гут осуществлять процессинг общего предшественника—про-опиоме- 
ланокортина по-разному, как и в клетках двух различных долей гипо
физа [9].

Если теперь мы обратимся к соматостатину, то обнаружим сход
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ную картину. Изучение синтеза и процессинга соматостатина ведется 
сейчас в нескольких лабораториях, и эти работы идут вслед за разви
вающимися методами. Мы сейчас знаем (табл. 2), что несколько био
логически активных форм соматостатина уже экстрагированы и оха
рактеризованы. Открытие соматостатина-28 в экстрактах двенадцати-

Таблица 2 
Однобуквенный код аминокислотных последовательностей всех биологически активных 

соматостатинов, выделенных из различных тканей

Рис. 2- Гель-фильтрационная хроматография (сефадекс 0-75) среды куль
туры клеток передней доли гипофиза: а—126 Ир-липотропин; Ь—АКТГ; 

с—1251-р-эндорфин; 4/_125]-у3-МСГ; е—1251~у։-МСГ

перстной кишки [Ю] было использовано для выявления этих же моле
кул в экстрактах гипоталамуса свиньи [113, овцы [12] и крысы [131; 
кроме него в экстрактах гипоталамуса овцы мы обнаружили дополни
тельный соматостатин-25 [(Вез/5ег'-А1а2-А5п3]-соматостатин-28). Это
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Таблица 3
Содержание соматостатпиа-28 (СС-28) и соматостатина-14 (СС-14) в тканях крыс

Гипоталамус

Поджелудочная железа

Щитовидная железа в норме

—анапластическая медулярная 
карцинома

Двенадцатиперстная кишка

Преобладает СС-14 и высокий 
уровень СС-28

Преобладает СС-14 и низкий уро
вень СС-28

Преобладает СС-14 и низкий уро
вень СС-28

СС-28 единственная обнаруженная 
форма

Рис. 3. Гель-фильтрационная хроматография (сефадекс 0-75) среды куль 
туры клеток промежуточной доли гипофиза: а—|251-р-липотропИ11; Ь— 

АКТГ; с— 1251-р-эндорфин; Л— >251-у3-МСГ; е— 1251-^,-МСГ

вещество и Des [Ala'-Gly2]-соматостатин-14 могут быть артефактами 
методов экстракции и хранения тканей. Как и в случае про-опиомела- 
нокортина, о котором говорилось ранее, процессинг биосинтетического 
предшественника этих различных форм соматостатина (просоматоста
тина) происходит по-разному в различных тканях. Все эти данные сум
мированы в табл. 3. В нашей лаборатории R. Benoit недавно охаракте 
ризовал новую антисыворотку, полученную от кролика, иммунизиро- 
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ванного синтетическим аналогом соматостатина-28, которая «узнает» 
только М-терминальный участок соматостатина-28. При комбинирован
ном использовании ее с полученной от овцы антисывороткой ВагЬаг, 
которая «узнает» исключительно соматостатин-28 (15—28) (то есть 
соматостатин, открытый в 1972 г.), мы имеем хорошее доказательство 
того, что М-терминальный участок соматостатина-14 может быть обна
ружен в экстрактах поджелудочной железы и гипоталамуса крысы 
(рис. 4). Таким образом, есть основания предполагать, что этот фраг
мент в таком именно виде и выделяется.

1 ,1С- 4. Иммунореактивность, соответствующая N-терминальному фраг
менту ] —12 соматостатн1|а.28։ полученная с помощью антисыворотки, не 
peai ирующей с соматостатином-14. Верхний график: ВЭЖХ (высокоэф
фективная жидкостная хроматография) очищенного экстракта поджелу
дочной железы крыс; нижний график: ВЭЖХ очищенного экстракта гипо
таламуса крыс. Различное время задержки 2-х иммунореактивных зон 
обусловлено применением разных колонок и небольшими различиями в ус

ловиях опыта

Недавно Р. Bolen и R. Benoit охарактеризовали это соединение как 
материал, имеющий скорее аминокислотный состав соматостатина-28 
(1 —12), чем соматостатина-28 (1 —14); эти данные дают возможность 
считать, что процессинг просоматостатина должен включать фермента
тивное отщепление пары Arg-Lys, которая, как было выявлено, распо
ложена между соматостатином-28 (1 —12) и «старым» соматостати
ном-14. N. Ling воспроизвел эту последовательность с помощью синте
за. При этом не было обнаружено биологической активности у фраг
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мента соматостатина-28 (1 —12) в проведенных тестах (ингибирование 
или стимуляция секреции гормонов роста, опиатоподобная активность).

Ранее, на первом симпозиуме, интересовались, есть ли доказатель
ства тому, что соматостатин-28 найден в секреторных гранулах. Воз
вращаясь к этому вопросу, я полагаю, что соматостатин-28 может быть 
экстрагирован как самостоятельное вещество (этого никто оспаривать 
не будет), но не обязательно как истинный секреторный продукт, экст
рагируемый из межклеточного пространства. Сравнивая размеры сома 
тостатина-28 с ИР-формами соматостатина из плазмы, мы получим от
вет на заданный вопрос.

Ответ «a этот же вопрос недавно был дан L. Orci, использовавшим 
одну из антисывороток (полученную в нашей лаборатории R. Benoit), 
которая идентифицирует только соматостатин-28 и его терминальный 
участок, но не «старую» форму соматостатина-14. Этими антигенами в 
сочетании с изящным методом молекулярного золота—белка-А им ясно 
было показано присутствие ИР-соматостатшна-28 в секреторных грану
лах D-клеток поджелудочной железы крысы (Orel и соавт., в печати). 
Подобным образом в совместных исследованиях с F. Bloom из Солк-ин
ститута показано, что ИР-соматостатин-28 содержится в кариоплазме 
тех же нейронов, где ранее был обнаружен ИР-соматостатин-14 (будет 
опубликовано подробно). Могу ли я предположить, что исследования 
подводят к тому, что нейроны ведут себя так же, как и другие пептид
ергические или пептидсинтезирующие клетки, то есть что должны быть 
обнаружены фрагменты молекулы предшественника данного биологи
чески активного пептида и что они находятся в нейронах и секрети
руются ими. Обладают ли фрагменты предшественника биологической 
активностью, отличной от биологической активности известных пепти
дов, будет установлено в дальнейшем. Полученные данные обязательно 
вызовут целый поток исследований, скорее всего, в форме межлабора
торного сотрудничества или даже сотрудничества нескольких лаборато
рий. Логических аргументов против того, что фрагменты предшествен
ника АКТГ не имеют активности, подобной активности опиатов,-нет. 
Таким образом, принцип Дейла не приложим к пептидам.

2. Другой вопрос, который подлежит обсуждению, был разрешен 
очень 'интересно. Он заключался в доказательстве того, что пептиды, об
наруживаемые иммуноцитохимически в той или иной форме, это, дей
ствительно, те самые антигены, которые используются для получения 
антисывороток, применяемых для определения их локализации в тка
нях. Если считать, что иммуноцитохимия выполнена максимально спе
цифично (высокое разведение сыворотки, точные и обширные блокирую
щие тесты с синтетическими пептидами высокой чистоты), то можно 
сказать, что иммуногистологи действительно имеют дело с тем пепти
дом, который они предполагали увидеть, или с его биологическим пред
шественником больших размеров. Это положение вызывает некоторые 
интересные, но осторожные заключения. Для краткости я приведу толь
ко несколько примеров, не касающихся АКТГ, МСГ, эндорфинов или 
соматостатинов.
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Антисыворотка, полученная для синтетического аналога бомбезина 
амфибий, выявила присутствие ИР-бомбезина в клеточных элементах 
ки-печника и совсем недавно в мозгу млекопитающих [14]. Химически
ми методами показано, что соответствующие молекулы длиннее, чем 
тетрадекапептид-бомбезин; Т. McDonald сообщал, что найденный нм в ки
шечнике пептид, состоящий из 27 остатков аминокислот, частично соот
ветствует бомбезину. Как и бомбезин, этот более длинный пептид, вы
деленный из экстракта желудка свиньи, стимулирует секрецию гастри
на [15]. Подобно этому ранее были получены доказательства того, что 
иммунореактивный бомбезин в экстрактах мозга млекопитающих похож 
на гораздо более длинную молекулу, чем бомбезин амфибий. В экстрак
тах тканей млекопитающих нет пептидов, соответствующих точной ами
нокислотной последовательности бомбезина амфибий, который исполь
зуется как антиген для получения антисыворотки. После того, ка.к были 
выделены и охарактеризованы энкефалины и эндорфины, гомологич
ность и схожесть их аминокислотных последовательностей заставили 
предположить, что биосинтез этих веществ должен быть общим, исклю
чая, возможно, Leu-энксфалин, о чем будет сказано позже. Первое чет
кое подтверждение того, что биосинтез энкефалина и эндорфина разли
чен, поступило из нашего совместного с Bloom [16] сообщения, в ко 
тором показано, что анатомическое распределение в мозгу нейронов, 
содержащих ИР-р-эндорфин и ИР-энкефалин, различно. Это положение 
получило развитие при исследовании отличных от мозга тканей. Schultz- 
berg и соавт. [17] впервые сообщили о присутствии ИР-энкефалинов в 
клетках надпочечника. Недавно было обнаружено присутствие в экст
ракте надпочеч1ника быка серии пептидов, начиная от пентапептидов 
Met-энкефалина и Leu-энкефалина до больших пептидов с молекуляр
ной массой 50 000 дальтон. Все эти большие пептиды содержат в себе 
один иди больше пентапептндов энкефалина; некоторые содержат и 
Met-, и Leu-энкефалиновые последовательности. Эти данные обобщены 
tia рис. Oj взятом из работы Udenfriend и соавт. [18].

1ак как эти результаты помогают прояснить вопрос биосинтеза ИР- 
энкефалинов в надпочечниках, они могут дать ключ и необходимую ин
формацию при исследовании биосинтеза энкефалина в головном мозгу. 
Б настоящее время эта проблема интенсивно исследуется несколькими 
лабораториями. Приведенные данные являются доказательством того, 
что эти пептиды выделяются в вену надпочечника вместе с катехолами
нами; чептидно-а.минная «упаковка» при этом не диссоциирует [19].

Подводя итоги, хочется сказать, что коллеги-морфологи, занимаю
щиеся иммуногистологией, могут быть спокойны за свою работу. Они 
действительно видят то, что предполагают увидеть; правда, в отношении 
биосинтетического предшественника надо соблюдать осторожность.

3. Исходя из последнего положения относительно мозгового веще
ства надпочечников, можно прийти к следующему.

Один из наиболее волнующих вопросов современной нейробиоло
гии касается взаимоотношения между биогенными аминами и биологи-
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чески активными пептидами в нейронах. Характеризуя комплекс APUD, 
Pearse [20] подчеркнул, что он является частью цитохимических 
свойств клеток, продуцирующих полипептпдные гормоны, которые 
могут «поглощать предшественники аминов» или содержать биогенные 
амины. Тщательно проведенные эксперименты свидетельствуют, что во 
всех нейронах, содержащих тот или иной пептид, имеются также и фер
менты, участвующие в биосинтезе биогенных аминов (например, до-

Белково/пепггшдная структура.
=. Мол. /масса

50-000

ORF и O«R fenma пептиды

и и | | R

О « I I и ох-<0

Гекса пептыды

Пентапептиды

^^=Met-Enk LZi-Lei:-Епк
R =Arg K=Lvs i- -Phe
Q-Arq иди Lys Ох=Окисл Metr\ '

Рис. 5. Структура энкефалинсодсржащих полипептидов; n=6—7, m=l 
(определено по соотношению). По Lewis и соавт. [18] 

памин-р-гидроксилаза), что было показано иммуногистологически [21] 
или простыми химическими способами. Как было предложено и обсуж
дено в данном сообщении, ответ на вопрос о функциональных взаимо
отношениях аминов и пептидов в нейронах будет получен с помощью 
исследований, проведенных не на мозговой ткани. Уже упоминалось 
о работах, ведущихся с тканью надпочечников. Недавно из клеток кар
циномы мозгового слоя щитовидной железы были получены линии, то 
есть неограниченные количества клеток, которые в дополнение к серо
тонину содержат и секретируют и некоторые пептиды (ИР-кальцито- 
нин, ИР-нейротензин, НР-соматостатин) [22]- Такие клетки могут 
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стать идеальным инструментом в исследовании взаимодействия аминов 
с пептидами в нейронах. В работе, касающейся аденогипофиза, Porter 
и соавт. [23] пришли к выводу, что амины, в данном случае допамин, 
найдены в максимальном количестве внутри секреторной гранулы по
липептида, а именно гранулы пролактина. В недавнем сообщении Orci 
и соавт. [24] показано, что глюкагон и глицентин организованы в сек
реторных гранулах а-клеток поджелудочной железы. Первый локали
зован в центральной части, второй—только на периферии. Эти данные 
выдвигают новую интересную идею о том. что секреторные гранулы по 
своему строению могут быть скорее многослойными, чем гомогенными 
сферами. При такой структуре гранул имеется возможность выбрасы
вать центральное и периферическое содержимое в разное время.

Эти вопросы могут быть правомочны и по отношению к нейронам.
4. Наконец, возможно ли представить, что при окончательной вы

рождаемости принципа Дейла нейрон мог производить, использовать и 
выделять шесколько пептидов, различных по их биосинтезу? Ничто не 
говорит против такой возможности, посЙольку кодирующий материал 
имеется. В недавно появившихся статьях с осторожностью сообщается, 
что одновременное присутствие ИР-соматостатина и ИР-энкефалина 
обнаружено в некоторых спинальных нейронах [3] и мозговом ве
ществе надпочечников [25], а также ИР-вещества Р и опиато-подобных 
пептидов в клетках мозгового слоя надпочечников [26]. Мною уже 
упоминалось о линиях, полученных из клеток карциномы мозгового 
слоя щитовидной железы, секретирующих все три полипептида—каль
цитонин, соматостатин и нейротензин [22]. Ответы на соответствующие 
вопросы по отношению к нейронам могут быть даны при изучении не 
рифернвеских тканей.

THE BRAIN AS AN ENDOCRINE ORGAN

R. GUILLEM1N
The Salk Institute, La Jolla. CA. 92.137

In this paper several questions are discussed related to the brain 
a> an endocrine organ that will apparently be paramount in the scienti
fic approach of the next few years.

Experimental data are presented which indicate that Dal£s Principle 
will not apply in the case of neuropeptides because a neuron releasing 
and using a peptide must secrete more than one peptide, and may well 
use more than one peptide.

The view is advanced that peptides seen in tissues In different 
forms by immunocytochemistry are actually the very antigens used to 
raise the antisera Io locate them in tissues.

Amino acid sequence of all biologically active somatostatins so far 
isolated from various sources is given.

The relationship between the biogenic amines and biologically ac
tive peptides in neurons is discussed in detail.
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РЕГУЛЯЦИЯ НЕКОТОРЫХ ЭТАПОВ ПРОЦЕССА СЕКРЕЦИИ 
МЕДИАТОРОВ В СИНАПСАХ

ГЛЕБОВ Р. Н„ КРЫЖАНОВСКИЙ Г. Н.

Приведены экспериментальные данные по проверке механо-химической гипотезы- 
секреции медиаторов в синапсах и рассмотрены пути регуляции важнейших этапов 
секреции. При моделировании последней стадии мембран-мембранного взаимодействия 
синаптических пузырьков с пресинаптическими мембранами использован метод изу
чения Са2+-индуцируемой агрегации изолированных синаптических пузырьков мозга՛ 
крыс. Показано, что синаптические пузырьки, содержащие и несодержащие в мем
бранах кальмодулин, в присутствии Mg2 + -ATP отличаются между собой по степени 
осмотической чувствительности и Са2 +-индуцируемой агрегации.

В последнее время широкое распространение получает механо-хи
мическая гипотеза секреции медиаторов путем экзоцитоза [1—3J. Со
гласно этой гипотезе, процесс секреции медиаторов при возбуждении 
нервных окончаний состоит, по крайней мере, из трех этапов: 1) транс
порт («скольжение») синаптических пузырьков (СП) по «рельсам» 
микротрубочек и нейрофиламентов при возможном участии системы 
актин—миозин в направлении к активной зоне синапсов; 2) Са2+-зави
симое взаимодействие СП с комплементарными участками пресинапти- 
ческой мембраны (пре-СМ) при участии системы актин—миозин, в ре- , 
зультате этого взаимодействия при участии Са2+ и белков тропонина и 
тропомиозина, ассоциированных с пре-СМ, образуется актомиозиновый, 
комплекс, регулирующий правильную «состыковку» СП с пре-СМ, а, 
может быть, и сам процесс экзоцитоза; 3) мембран-мембранное взаи
модействие СП и пре-СМ, приводящее к экзоцитозу.

Мы предполагаем, что эффективность процесса секреции медиато
ров при возбуждении нервных окончаний определяется степенью «от
крытости» (доступности) актиновых участков пре-СМ для контакта с 
мембранами СП, точнее говоря, для контакта с миозином, ассоциирован
ным с мембранами СП. Эта «открытость» в свою очередь может регу
лироваться специфическими компонентами пре-СМ, которые могут 
прочно связываться с актином в состоянии покоя и менее прочно при 
возбуждении. В роли таких компонентов могут выступать ганглиози
ды—специфические «маркеры» синаптических мембран. Данная гипо
теза основывалась на ряде фактов, полученных в нашей лаборатории 
[1]. Во-первых, было показано, что ганглиозиды или цереброзиды моз
га в отличие от других липидов способны связываться с актомиозином 
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мозга, вызывая агрегацию этого белкового комплекса. Во-вторых, ган
глиозиды в большей степени, чем цереброзиды мозга, тормозят образо
вание актомиозинового комплекса при взаимодействии изолированных 
СП мозга и актина мозга в присутствии Мд2+-АТР. В-третьих, обнару
жено, что ганглиозиды в большей мере, чем цереброзиды, избирательно 
тормозят реакцию истинной суперпреципитации выделенного актомио
зина мозга быка.

Регуляция образования мозгового актомиозинового комплекса 
оказалась достаточно сложной и многоступенчатой [1]. Факторами, 
«запускающими» эту регуляцию при возбуждении терминалей, могут 
быть: 1) Са2 * , при этом может происходить активация тропонин-тро- 
ломиозинового комплекса пре-СМ и затем актина пре-СМ или цито
плазматических актиновых микрофиламентов с последующей актива
цией взаимодействия модифицированного фибриллярного актина с мио
зином; 2) сАМР, который может активировать сАМР-зависимую иро- 
тсинкиназу, которая, в свою очередь, может фосфорилировать легкие 
цепи миозина, после чего облегчается его связывание с актином (этот 
путь регуляции для мозговых сократительных белков пока не доказан); 

■3) комплекс кальмодулина с Са:‘, активирующий цитозольную Са2*՜- 
зависимую протеинкиназу, которая, в свою очередь, фосфорилирует 
легкие цепи миозина мозга, или данный комплекс активирует Са՜4- 
зависимую протеинкиназу синаптических мембран, фосфорилирующую 
актин в составе пре-СМ; 4) специфические низкомолекулярные пептиды 
мозга, ускоряющие процесс полимеризации глобулярного актина в 
фибриллярную форму.

Для понимания процесса секреции важное значение имеют модель
ные эксперименты по регуляции различными факторами высвобожде
ния медиаторов в среду инкубации из изолированных СП мозга пли 
катехоламинов из хромаффинных гранул (ХГ) клеток мозгового слоя 
надпочечников. Ранее было выяснено |1|, что М§2,-АТР (1—5 мМ) 
и Са2 (10 ’֊ 10 5 М) индуцируют высвобождение запасов медиаторов 
или гормонов в среду инкубации из изолированных СП мозга пли ХГ 
надпочечников. Было обнаружено [4], что низкомолекулярный, термо- 
стабильный, Са2+-связывающий белок (по-видимому, кальмодулин) 
резко ускоряет высвобождение катехоламинов из ХГ надпочечников, 
инкубированных в среде, содержащей М§2~֊АТР и Са2‘. Затем было 
установлено [5], что кальмодулин в указанных условиях действительно 
резко стимулирует высвобождение ацетилхолина, норадреналина и до
фамина из фракции СП мозга крыс. При этом оказалось, что кальмо
дулин в присутствии Са2’՛ активирует везикулярную протеинкиназу, 
которая фосфорилирует (при участии М"2*-АТР) два типа белков 
мембран везикул, в результате чего мембрана СП становится «дыря
вой» и усиливается высвобождение медиаторов в среду инкубации. Сам 
кальмодулин диффузно распределен в нервных окончаниях, где суще
ствует в цитозольной (растворимой) и мембраносвязанной форме.
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Можно полагать, что при возбуждении кальмодулин встраивается из- 
цитозоля пли пре-СМ в мембраны СП, то есть тех СП, которые контак
тируют с пре-СМ и тем самым запускают секреторный процесс.

В связи с изложенным мы приводим новые данные по регуляции 
кальмодулином мембран-мембранного взаимодействия при изучении 
агрегации и осмотической чувствительности СП мозга в присутствии 
Mg2+-ATP и Са2+.

Материалы и методы
Степень агрегации (и изменение осмотической чувствительности) 

регистрировали при помощи дифференциального двухлучевого фотока 
лориметра при 620 нм при 37° и постоянном перемешивании. Свежевы
деленную фракцию СП мозга крыс [63, которую хранили в изотониче
ской сахарозной или солевой среде (pH 7,4), переносили в среду 0,1 М 
КО, 20 мМ трнс-НС1, pH 7,4 (концентрация белка СП 125 мкг в про
бе объемом 4 мл). Суспензию проинкубировали при 37° в течение 10— 
15 .мин и затем последовательно добавляли микрообъемы (10 мкл) 
различных веществ, конечное значение EG2o фиксировали через 10 мин 
при достижении плато после каждого добавления. В случае добавки раст
вора Mg2+-АТР (нейтрализованного до pH 7,4) значение EG20 фиксирова
ли сразу же. Конечная концентрация сахарозы в этой части опытов бы
ла равна 1—5 мМ. Остальные вариации опытов оговорены в тексте и 
таблицах.

В экспериментах использовали два типа СП коры больших по
лушарий мозга крыс, содержащих в мембранах кальмодулин (СПК)- 
и не содержащих его (СП0), используя методические рекомендации, 
приведенные в работе De Lorenzo и соавт. [5].

Результаты и обсуждение

В первой серии опытов изучали влияние кальмодулина на мем- 
бран-мембранное взаимодействие везикул на примере Са՜ • -индуцируе
мой агрегации СП. Оба типа СП проинкубировали в изотонической 
среде, содержавшей 0,1 М КС1, 20 мМ трис-НС1, pH 7,4. Реакцию 
запускали добавлением Са2+ или Mg2՜1՜ в присутствии или в отсутствие 
Mg2+-ATP. Отмечено, что добавление Са2+ или AAg՜՛ (10 ® 10 5 М) 
приводило к медленному увеличению Ев20 суспензии СП в течение 
1—4 мин. Значения Ев20 фиксировали после достижения плато, то 
есть через 10 мин.

Са2+ (Mg՜ *')"Индуцируемая агрегация СП выявлялась при доволь
но низких концентрациях (10՜® М) хлоридов Са2՜1 или Mg*г (табл. 1). 
Отметим, что концентрация Са24՜ в нервных окончаниях в состоянии 
покоя равняется 10 8—10—7 дд, а при возбуждении—10՜® М; концен
трация Mg2+ при покое и возбуждении одинакова —10 3 М. Эффект 
агрегации СП прямо пропорционально зависит от концентрации двух
валентных катионов и не зависит от их природы.
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Таблица I

Влияние М22+-АТР, Са2+ и М§2 на агрегацию различных типов СП мозга

Среда хранения 
СП (мМ)

Тип 
СП

Количество 
опытов

Е6;(| через 10 мин после инкубации

М»2 -АТР Са2 к МИ2

Ю-3 М 10-’ м 10֊6 м 10֊5 м 10֊’ м 10- » м 10-5 м

Сахароза—2б0, СПк 2 0 0,026 0,112 _
трнс-НС1—20
(pH 7.4)

СПо 2 — 0,004 0,0.՝9 0,133 — — —

КС1-100. 
трис-НС1—20 
(pH 7.4)

СПк 4 — — — — 0 0.028
+0,0 >5

0.082 
+0,006

СПо 3 — — — — 0,004 0.024 
+0.005

0.082 
+0.006

СПк 10 — 0,002 
±0.001

0,018 
+0,004

0,085
+0,005

— —• —

( По 10 — 0,002 
+0,001

0,018 
+0,004

0,092
+0,006

—— — —

СПк 8 -0,015
+0,002*

— 0,021 
+0,002

0,108 
+0,003

— — —

СПо 8 -0,012
+0,002*

— 0.023
±0.003

0,099 
+0,003

-- — —

Примечание. * значение Еб20 со знаком минус, то есть в этом случае наблюдалось 
просветление суспензии везикул



Из данных табл. 2 видно, что Са2 “-индуцируемая агрегация ха
рактерна для различных секреторных гранул и липосом. Однако при 
моделировании процесса экзоцитоза при изучении мембран-мембран- 
лого взаимодействия везикул следует учитывать ряд важных обстоя
тельств: 1) длительность экзоцитоза в целом составляет ^200 мс; 
2) высокая специфичность Са2 по сравнению с Mg24՜; 3) время кон
такта СП с пре-СМ и последующего акта секреции должно превы
шать время контакта мембран СП друг с другом и последующего 
выброса медиаторов в цитозоль при лизисе везикул 116]. По данным 
Haynes и сотр. [11], время полужизни для Са2+-индуцируемой агре
гации СП мозга составляет 435 мс, то есть это величина такого 
же порядка, как и длительность экзоцитоза в целом. Хуже обстоят 
дела с избирательностью к Са2՜4՜ и Mg2+ при агрегации СП. Как вид
но из наших и литературных данных (табл. 1,2), такая избирательность 
отсутствует для СП, по следует заметить, что в большинстве случаев 
другие авторы использовали высокие, нефизиологические концентрации 
Са2՛՜ (>1 мМ). Однако мы не обнаружили достоверной разницы в 
агрегации СП мозга, вызванной низкими концентрациями Са2՜4՜ и Mg2՜4՜ 
(10՜°—10-s М). По данным Haynes и сотр. [11|, Ca2+/Mg24՜-избира
тельность не была обнаружена при изучении агрегации СП электриче
ских органов ската и фракции «теней» нативных ХГ надпочечников, но 
проявлялась в липосомах, приготовленных из фосфатидилсерина, но не 
фосфатидил.холина (табл. 2), и в «тенях» гранул надпочечников, из ко
торых были удалены белки. Обращает на себя внимание факт, что при 
Са2+(Mg2 + )-nn,ivuHpyeMOi'i агрегации двух первых везикул структур
ные перестройки в мембранах наблподали при о 10 , а в двух послед- 

‘ НИХ типах везн-кул они отсутствовали.
Из результатов опытов пока нс ясна природа Са2 -связывающих 

Центров—являются ли таковыми СООН-группы белков или фосфолипи
дов мембран. По мнению Kelly и соавт. [17]. факт увеличения числа 
слипаний СП с пре-СМ на криофрактограммах возбужденных нервных 
окончаний при одновременном снижении количества СП в терминалях 
является основным аргументом экзоцитоза. Авторы пола1ают, что в ме
ханизме Са -зависимого слипания СП с пре-СМ ведущую роль ш- 
рают фосфолипиды мембран СП. Существует мнение [18], что веду
щую роль в слипании могут играть белки пре-СМ, которые образу
ют с Са2՜4՜ в присутствии СП обратимый хелатный комплекс, что со
провождается появлением в пре-СМ определенного числа „пор разме
ром 1 нм, позволяющих свободно выходить содержимому СП в си
наптическую щель.

В литературе известны две работы, в .которых мембран-мембранное 
взаимодействие, имитирующее состояние экзоцитоза, изучено на моде
ли: СП-]-клеточные мембраны мозга. Так, показано [19], что связыва
ние СП с микросомами мозга крыс не зависит от присутствия в среде 
инкубации Са2,, Mg2+ 11 кальмодулина, но связывание резко усили
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валось Си2+ (1 мкМ). Обнаружено [20], что взаимодействие СП с 
фракцией синаптических мембран мозга крыс (или лучше всего с 
фракцией синаптических контактов) в среде, содержавшей М§2+-АТР 
и Са2+, приводило к Са2+-зависимому высвобождению ’Н-дофамина 
из везикул.

Таблица 2 
Некоторые закономерности агрегации СП, секреторных гранул и липосом

Объект Закономерности Литера
тура

СП мозга крыс

ХГ надпочечников 
быка

и я

„Тени" ХГ

СП электриче
ского органа 
ската

СП коры мозга 
морской свинки

Секреторные гра
нулы печени 
крыс

Липосомы из фос- 
фатидилсерина

Ассоциация везикул друг с другом при pH 4,0 сопро
вождается потерей запаса медиаторов.

Агрегация, вызванная электростимуляцией, сопровож
дается снижением трансмембранного потенциала.

Са2+ ('"2:+)-индуцируемая обратимая агрегация со
провождается разрушением мембран.

Белок клеточных мембран надпочечников синексин 
(молекулярная масса 47 кД) стимулирует Са2 ։ -инду
цируемую агрегацию. Эффект наблюдается также 
для микросом и митохондрий печени крыс, липосом 
из фосфатидилсерина. В присутствии Му2 г синексин 
не проявляет действия.

Са2+ или М22+ (4 мМ) вызывает димеризацию, а за
тем агрегацию более высокого порядка. 1<+ (50 мМ) 
вызывает только димеризацию. Са2+ (в отличие от 
1<+) не только экранирует электростатическое взаи
модействие СП, но и связывается с отрицательно 
заряженными группами белков мембран.

Са2+ (1 мМ) более эффективно, чем М₽2+, нейтрали
зует отрицательный заряд мембран (рК 3,0 —3,8), 
определяемый наличием СООН-групп (но только не 
нейраминовой кислотой и глюкозамингликанами).

Са2+ и М§2+ (< 2 мМ) одинаково слабо нейтрализу- 
• ют отрицательный заряд мембран.
Са2+ (1 мкМ), но не М82 ■ , вызывает удвоение гра

нул, а затем их слипание. Эффект тормозили М22+ 
и цитостатики.

Са2+ (0,05 мМ), но нс М22+, при 25—37° вызывает 
слипание липосом и секрецию содержимого. Введе
ние в липосомы белка спектрина в присутствии 
Са2+ приводит к снижению процесса слипания ли
посом

17]

[8]

(91

[Ю1

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

Необходимо заметить, что достаточно быстрое слияние мембран СП 
с пре-СМ довольно затруднительно из-за электростатического отталки
вания и гидратной оболочки. Преодолеть эти затруднения может жест
кая фиксация СП с пре-СМ в районе слипания при участии определен
ных белковых компонентов, например, при участии сократительных 
белков.

Оба типа везикул (СПК и СП») в описанных условиях экспери
мента характеризовались практически одинаковой Са2+ (М§2+^инду
цируемой агрегацией. А^2+-АТР (1 мМ) в отсутствие низких кон
центраций Са2՜*՜ вызывает небольшое (р<0,05) снижение значения 
Ебго, что может свидетельствовать о набухании везикул (табл. 1). Какая 
ферментативная реакция—АТРазная или протеинкиназная—лежит в 
основе этого эффекта, пока неясно. Снижение Е6го, то есть просветление 
суспензии везикул, происходило практически мгновенно (эффект раз
бавления учитывали), однако затем наблюдали некоторую нормалнза- 
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Таблица о
Изменения Е620 двух типов СП мозга при их переносе из сахарозно-буферной 

среды в буферно-солевую

Тип СП 0.1 М KCI 0.1 М KCN-
1 мМ Mg2+-АТР

0,1 М КС14-1 мМ 
Mg* -АТР-f-l мкМ СаС13

СПк 
СПО

0,136+0,016(1)
0,107+0,009( 1)

0,102 ±0,008(2) 
0.113+0,011(5)

0,121+0,011(3)
0,080+0,005(6)

Примечание. Приведены значения Е620 из 5 опытов, которые фиксировали спустя 
10 мни после добавления 100 мкл (125 мкг белка) суспензии СП в пробу (4 мл). Во 

всех случаях среда включала 20 мМ трис-НС1, pH 7,4. В скобках приведены номера 
опытов. Значения р<0,05 характерны при сравнении опытов 6 1: 3; 6 и 5

цию значения Ев20, особенно в случае СПК. Са2*’-индуцируемая агре
гация СП в присутствии Mg2+-ATP была несколько выше (особенно 
при Ю֊5 М СаС12), чем таковая в отсутствие Mg2t֊-ATP. В наших 
опытах AAg2 -ATP-зависимая Са2 ^-индуцируемая агрегация была оди
наковой для обоих типов везикул (СПК и СП0).

Во второй серии опытов был применен методический прием, исполь
зованный в работе Casey и соавт. [21]. Эти авторы показали AAg2 1 -АТР- 
индуцируемое набухание ХГ надпочечников, тестируемое таким же спо
собом, как и у пас. Цо постановка опытов была другой: ХГ исходно 
хранили в 300 мАА сахарозе. 20 мЛА II EPES, pH 7,0; затем ХГ переноси
ли в •буферно-солевую среду (150 мМ КС1, 20 >мМ HEPES, pH 7,0), со
державшую 1 MMMg2+-ATP. Реакцию стартировали добавлением мик
рообъема суспензии ХГ, в этих условиях имело место медленное (^20 
мнн) снижение Е6-ю- Мы воспользовались этой методикой для изучения 
осмотической чувствительности СП. В этом случае СП исходно суспен
дировали и хранили в 200 мМ сахарозе, 20 мАА трис-НС1, pH 7,4. Стар- 
।провали реакцию добавлением микрообъема сахарозно-буферной сус
пензии везикул в пробу (4 мл), содержавшую 100 мМ КС1 или 100 мМ 
1<СН-М֊?2‘ -АТр (] мМ) или ЮО мМ KC14-Mg2(--ATP+CaCls (1 мкМ). 

ри переносе везикул из одной среды в другую оставались сохранны
ми ионная сила раствора, тип буфера и pH 7,4.

пьны проводили на двух типах везикул. Предварительно отметим. 
чк> го всех случаях добавление суспензии СП к буферно-солевой среде 
вызывало Двухфазную реакцию: 1) быстрое (1—Змии) увеличение зна
чения I.R20. связанное, по-видимому, с изменением объема везикул; 
2) медленное (10—30 мин) увеличение значения Евго, связанное, вероят
но. как с процессами изменения осмотической чувствительности, так и 
с агрегацией СИ. Оговоримся, что характер изменений Евго в наших 
опытах с СП отличался от таковых в опытах с ХГ [21]. вследствие то
го, что крупные ХГ (80—-159 „,м) являются осмометрами в гораздо 
большей степени, чем СП мозга (40—60 нм).

Из табл. 3 следует, что СПК и СП,, по-разному реагировали в 
среде, содержавшей KCI, Mg’r-ATP и Са2 , которая необходима для 
проявления действия кальмодулина. Окончательную трактовку полу-
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ченных данных пока дать трудно. Но очевидно, что комплекс каль
модулина с Са2+ в ходе мембран-мембранного взаимодействия СП с 
пре-СМ может значительно изменять осмотические свойства везикул, 
регулируя тем самым процесс высвобождения медиаторов.

ON THE REGULATION OF SOME STEPS OF MEDIATOR 
SECRETION PROCESS IN SYNAPSES

GLEBOV R. N., KRYZHANOVSKY G. N.
Institute of General Pathology and Pathological Physiology, USSR Academy 

of Medical Sciences, Moscow

The study is devoted to the analysis of mechano-chemlcal hypothe
sis of mediator secretion and to the ways of regulation of the main steps 
of this secretion. For the modelling of the terminal step of membrane
membrane interaction of synaptic vesicles (SV) with presynaptic mem
branes the method studying Ca2*-induced aggregation of the isolated 
rat brain SV has been used. It has been demonstrated that SV contain
ing calmodulin in membranes differ from SV not containing calmodulin 
by the degree of osmotic sensitivity in the presence of Mg2i-ATP as 
well by Ca2+-induced aggregation.
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К И И ЕТИ КА ИIIА КТИ В АЦП И МУ СК А Р И И ОВ О ГО 
X О Л И И О Р Е Ц Е П Т О Р А

ЛАНГЕЛ Ю. Л., РИИКЕН А. А., ТЯХЕПЫЛД Л. Я., ЯРВ Я. Л.

Изучена кинетика спонтанной инактивации мускаринового рецептора в мембра
нах коры больших полушарий мозга крыс в интервале температур от—'15° до 50°. 
Процесс инактивации измеряли по уменьшению специфического связывания рН]-хи- 
н>ьлндинилбензилата после преннкубации мембранной суспензии при соответствующей 
температуре. Показано, что инактивация рецептора подчиняется кинетике первого по
рядка, и были определены соответствующие константы скорости к л. Кажущаяся энер
гия активации этого процесса равна 13,8±3,6 ккал/моль и значительно ниже ожидае
мой для денатурации белка, но хорошо согласуется с соответствующими величинами, 
которые характеризуют изменение физико-химических параметров состояния липидно
го компонента мембран. Высказано предположение о тесной зависимости свойств му
скаринового холинорецептора мозга от липидного окружения.

Ацетилхолиновый рецептор мускаринового типа локализован в 
поет- и пресинаптических мембранах нервных окончаний [1]. Кроме 
холинорецептора, с этими мембранами связан ряд ферментов [2], в 
։°м числе и ацетилхолинэстераза (АХЭ), выполняющая ключевую 
роль в ацетилхолиновом механизме передачи нервного импульса 
[֊, 3]. Многие физико-химические свойства этого фермента [4], а так
же других мембранных ферментов, связанных с нейротрансмиссией, 
определяются состоянием липидов, взаимодействующих с этими бел
ками [5]. Наличие тесного контакта с липидами, однако, не приводит 
к резким различиям в кинетических и термодинамических характери- 
ешках процесса термоденатурации мембранных белков по сравнению 
< индивидуальными глобулярными водорастворимыми белками. Обоим 
типам белков свойственны высокие значения эффективной (наблюдае
мой) энергии активации (Еа ) процесса денатурации [6]. Так, напри
мер, для гсРм°Деиатурацщ| мембранного препарата АХЭ получены 
величины Еа выше 60 ккал/моль [7]. При такой высокой Еа скорость 
денатурации значительно зависит от температуры. Имеющиеся в лите
ратуре данные о стабильности препаратов мембраносвязанного мус
каринового рецептора свидетельствуют о том, что умеренную скорость 
денатурации можно наблюдать в весьма широком интервале темпера 
тур [8—10]. Это заставило обратить большее внимание на закономер
ности денатурации мембранного мускаринового рецептора. В работе 
поставлена задача изучения кинетики термоденатурации мускарино
вого рецептора с целью получения новой информации об интеграции
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его в нейрональных мембранах. Исследования в таком направлении 
представляют чакже интерес с точки зрения подбора оптимальных ус
ловии для хранения препаратов мускаринового рецептора при длитель
ной экспериментальной работе с ним.

Материалы и методы

Мембранные препараты мускаринового рецептора получали из ко
ры больших полушарий головного мозга крыс. Все процессы изолиро
вания рецептора проводили при температуре не выше 4°. Растворы 
реактивов и суспензию рецептора хранили в ледяной бане. Мозговую- 
ткань сразу после отделения помещали в охлажденный 0.1 М фосфат
ный буферный раствор (pH 7,4) и обрабатывали в гомогенизаторе из 
плексигласа в течение 3 мин при скорости 1000 об/мин. Полученный 
гомогенат центрифугировали для удаления кусков ткани п ядер. Из. 
надосадочной жидкости при повторном центрифугировании осаждали 
микросомную фракцию мозговых мембран. Осадок промывали 0,05 М 
фосфатным буфером (pH 7,4) и суспендировали в этом же буфере с 
помощью гомогенизатора (3 мин, 1000 об/мин). Обычно первое цент
рифугирование проводили в течение 10 мин при 1000 £, второе 45 мин 
при 100 000 £ (табл. 1).

Таблица 1 
Изолирование связанного с микросомной фракцией мембран мускаринового рецептора 

из больших полушарий мозга крыс при разных условиях центрифугирования

1 [ептрифугированпе
Со держа пне рецептора*, 

нмоль/г белка

Исходный тканевой гомогенат 0,6

10 мни 1000 g _ 0,6
. . 3000 g — 0.4
. . 6000 g — 0.5
. . 1000 g 30 мин 10000 g 1.7
. . 1000 g -15 . 50000 g 1,9

. IOi 0 g . . iOOt'OO g 2.0
, , 3000 g . . 11)0000 g 1 .8
. . 6000 g 100000 g 1,7

Синаптосомы
* средине значения из трех определений

1,1

Синаптосомы получали методом Whittaker [11]- 1 г коры мозга 
крыс гомогенизировали в 10 мл 0,32 М раствора сахарозы и центрифу
гировали 10 мин при 1000 g. Надосадочную жидкость центрифугировали 
повторно 55 мин при 17 000g, и осадок суспендировали в 4 мл 0,32 М 
сахарозы. Полуденную суспензию центрифугировали при 03 000 g 
90 мчи։ в постепенном градиенте плотности сахарозы, образованном 
равными частями (по 14 мл) 0,8 и 1,2 М растворов сахарозы. Полу
ченную после отсасывания 9 мл фракции с дна пробирки синаптосом- 
нучо фракцию (12 мл) разбавляли до 32 мл водой и центрифугирова
ли при 100 000 g 60 мин. Осадок (очищенные синаптосомы) гомогени- 
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зировали в 4 мл 0,05 М фосфатного буфера и использовали в опытах.
Определение мускаринового рецептора проводили по связыванию 

специфического радиоактивного лиганда—1-хинуклидинил [фенил-4-3Н] 
бензилата (32 Кц/моль, «Amersham», Англия), используя метод 
фильтрования, описанный в [ 12]. После достижения равновесия связыва
ния аликвоты инкубационной смеси пропускали через стеклофиберныи 
фильтр GF/B («Whatman», Англия). Затем фильтры промывали 30 мл 
охлажденного 0,05 М фосфатного буферного раствора (pH 7,4), су
шили несколько минут на воздухе и погружали в сосуды с 10 мл сцин
тиллятора. Для изготовления сцинтиллятора перемешивали 1000 мл 
диоксана, 10 г 2,5-днфенилоксазола (РРО), 0,25 г 1,4-ди-2-(5-фенилок- 
сазолил) бензола (РОРОР) и 250 г нафталина [13]. После нескольких 
часов отстаивания измеряли радиоактивность проб в канале 3Н счетчи
ка «Ultrobeta-1210» («LKB-Wallac», Швеция). Эффективность счета со
ставляла 43%. По радиоактивности проб рассчитали общее количест 
во связанного с мембранами радиоактивного лиганда Всч. Величину 
неспецифического связывания лиганда с мембранами—BI1S определяли 
в присутствии 10 мкМ атропина («Merck», ФРГ) в инкубационной смеси, 
и было показано, что эта величина не превышала 3% от общего связы
вания. Величине специфического связывания радиоактивного лиганда с 
рецептором рассчитывали по разности В-=Веч—Bns. Как правило, оп
ределение В проводили в трех параллельных пробах. Специальными 
опытами было показано, что в используемых условиях фильтрации ве
личина связанной с фильтрами радиоактивности остается практически 
постоянной уже при промывании 5 мл буфера и не меняется при зна
чительном увеличении этого объема.

Определение белка в мембранных препаратах рецептора проводили 
по методу Lowry [14], в качестве стандарта использовали бычий сыво
роточный альбумин («Reanal», Венгрия).

Константу диссоциации комплекса рецептор-хинуклидинилбензилат 
( и ) определяли в равновесных условиях по зависимости величины спе
цифического связывания В от концентрации свободного лиганда в 
реакционной смеси [9], используя уравнение

в - JJikiLLL, (1)
> гр1 - г . kd4-[L]

1ДС 1 <Jо оощая концентрация активных центров рецептора (макси
мальное значение специфического связывания) и [L]— концентраты 
свободного лиганда в растворе. Для достижения равновесного связыва
ния при всех используемых концентрациях антагониста реакционную 
смесь инкубировали 90 мин при 25° в 0,05 М фосфатном буфере, pH 7,4 
[9] Константу kd рассчитали методом нелинейных наименьших квадра
тов на ЭВМ «Напри 3-2».

Кинетику инактивации рецептора измеряли по убыли специфиче
ского связывания хинуклидинилбензилата В во времени. Мембранную 
суспензию инкубировали при заданной температуре в 0,05 М фосфатном 
■буфере (pH 7,4). Для определения Boq и Bns использовали метод от- 
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бора проб. К пробам добавляли при 25° хинуклидинилбензилат до ко
нечной концентрации 2 нМ. Использование такой концентрации хинук- 
лидинилбензилата позволило уменьшить время для насыщения рецеп
тора с радиоактивным лигандом до 60 мин [9]. Процессом инактивации 
рецептора за это время можно пренебречь. Величину неснецифичеокого 
связывания определяли в присутствии 10 мкМ атропина. Препарат ре
цептора замораживали при —15° и хранили в морозильнике. Необходи
мое для определения В количество препарата быстро размораживали, 
температуру доводили до 25° и добавляли хинуклидинилбензилат.

Результаты и обсуждение
При достаточно длительном хранении мембраносвязанного препа

рата мускаринового рецептора уменьшается общее связывание [3Н]-хи- 
нуклидинилбензилата с мембранами. Это является результатом умень
шения специфического связывания (рис. 1), поскольку в тех же услови
ях эксперимента неспецифичеокое связывание, хинуклидинил'бензилата 
с мембранами практически не менялось.

։0

о 
ОО 
с5

0.5

0 1 2 3 4 5

Рис. 1. Кинетика инактивации мембраносвязанного мускаринового рецеп
тора мозга крыс при 20° в 0,05 М фосфатном буфере, pH 7,4

Уменьшение специфического связывания В со временем является 
процессом первого порядка, и инактивацию рецептора можно предста
вить такой схемой:

R,.аг. ---- —------ Идеваг. (2)
При условии, что концентрация нативного рецептора пропорцио

нальна величине специфического связывания радиоактивного лиганда 
В (1), для расчета константы к (1 можно применить следующее уравне
ние:
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1п-5- = -кЛ, (3>
‘ >0

где Во характеризует величину специфического связывания при 1 = 0. 
Результаты обработки экспериментальных данных согласно этому урав
нению показаны на рис. 2. Из них видно, что при температурах 20°, 35° 
и 50° схема (2) хорошо соблюдается практически до конца процесса 
инактивации. При более низких температурах достигаемая за время 
опытов (до 7 суток) глубина инактивации значительно меньше. Тем не- 
менее и здесь зависимости 1п(В/В0) от I описываются прямыми, что 
согласуется со схемой (2).

1,1 • ֊■ Выражение кинетических кривых инактивации мускаринового ре
цептор, । при разных температурах в координатах 1п(В/В0) и 1, где Во и

° означают специфическое связывание [ЗН]-хинуклидннилбензилата с 
мембранами в начале опыта и в момент времени I

, ,.ИСХОДЯ П3 даннь1х. приведенных на рис. 3, видно, что скорость про
цесса инактивации мускаринового рецептора мозга крыс не зависит от՜ 
присутствия в реакционной среде 4 мМ ЭД ТА и 0,1 мМ фенилметил- 
сульфонилфторида, которые используют в качестве ингибиторов метал- 
лопротеаз и сериновых протеаз соответственно. Представители обоих 
классов ферментов могут находиться в мозговой ткани, однако в изоли
рованной микросомной фракции мембран растворимые протеазы, оче
видно, отсутствуют. Поэтому можно предполагать, что наблюдаемый 
при хранении мембранной суспензии процесс инактивации мускарино
вого рецептора является «спонтанным» и не связан с действием протеаз 
на рецепторный белок.

Вычисленные на основании (.3) величины к(| приведены в табл. 2.
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Из этих результатов следует, что наиболее эффективным для длитель
ного хранения препарата рецептора является замораживание суспензии 
мембран. Так, при —15° рецептор инактивируется наполовину только

10՜ ■ Ъ, с
Рис. 3. Кинетика инактивации мускаринового рецептора в 0,05 М фос
фатном буфере при 20° (о) и в присутствии 4 мМ ЭДТА (Д) и 0.1 мМ 

фенилметнлсульфонилфторида (□)

Рис. 4. Связывание [3Н]-хинуклидпнилбензилата с мускариновым ре
цептором мозга крыс до замораживания препарата ( @ ) и после его хра

нения в течение 38 ч при —15° (о).

■через месяц. Замораживание и хранение рецептора в таких условиях не 
меняет также его связывающих свойств в реакции с хинуклидинйлбен- 
зилатом, так как кривые равновесного связывания этого антагониста до 
замораживания и после хранения препарата в течение 38 ч при —15° 
практически одинаковы (рис. 4). Результаты обработки этих данных по 
уравнению (1) приведены в табл. 3. Полученные значения к{1 согласуют
ся с опубликованными ранее результатами для мозга крыс [8, 12].
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Из табл. 2 видно, что скорость инактивации мускаринового рецеп
тора увеличивается с повышением температуры. Обработка констант 
скорости к ։| по уравнению Аррениуса

р
1п к(1 = - —а- 1пА

ИТ
Таблица 2՜

Константы скорости инактивации мускаринового рецептора 
(0,05 М фосфатный буфер, pH 7,4)

Температура, 
°C kd -10®. с-1

50 51,8+5.5
35 8,6544,16
20 4.474-0,37

4 0,7304-0,110
-15 0,2264-0,088

приводит к линейной зависимости (рис. 5). На этой прямой находите 
также точка для замороженного препарата рецептора, хотя точность о ։ 
ределения этой последней константы скорости заметно уступает гони 
сти определения остальных кинетических параметров kd (табл. 2). 
Полученная величина Е»=13.8±3,6 ккал/моль значительно ниже 
ющихся в литературе значений Еа денатурации многих других инд 
нндуальных белков [6], в том числе мембраносвязанной .- II-

Рис. 5. Определение энергии активации процесс.։ 
цни мембраносвязанного препарата мускариновою 

га крыс

спонтанной ннактнва- 
холинорецептора моз-

Полученная в координатах уравнения Аррениуса прям- . ՝
свидетельствует о том, что в изученном интервале температур мо . 
существовать единый механизм инактивации мускариновою рецептор- .
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Условно этот процесс можно назвать термоденатурацией, так как полу
ченная зависимость охватывает достаточно высокие температуры, при 
которых обычно принято говорить о «тепловой денатурации» белков.

Таблица 3
Связывание 1-хинуклндинил [фенил-4-ЗН] бензилата с мускариновым рецептором до 

и после замораживания препарата (0,05 М фосфатный буфер, pH 7,4)

Условия храпения 1֊а . нМ Количество рецепто
ра, нмоль/г белка

После выделения 
38 ч при —15°

0,15+0.02
0,18+0,03

2,02+0.06
1,90+0,04

Высокие значения Еа процесса денатурации белков обычно объ
ясняют разрывом большого числа слабых и некооперативных связей 
[6]. С другой стороны, 'можно полагать, что денатурация с малой энер
гией активации включает разрыв небольшого числа, но, возможно, 
весьма сильных и кооперативных взаимодействий [6]. Вероятно, в слу
чае мускаринового рецептора эти связи характеризуют взаимодействие 
рецепторного (белка с липидным окружением, и основным фактором его 
дестабилизации является изменение свойств этого окружения при повы- 
.шении температуры. Например, известно, что многие физико-химиче
ские параметры, характеризующие состояние липидного бислоя, изме
няются с температурой и могут быть описаны уравнением Аррениуса. 
К таким параметрам относятся коэффициент ротационной диффузии 
введенного в синаптическую мембрану флуоресцентного зонда [15]. 
микровязкость этой мембраны [15], ротационные свойства связанных с 
мембранными фрагментами ЭПР зондов [16], а также характеристики 
проницаемости мембран [17]. Получаемые при этом параметры Еа за
висят от природы наблюдаемого процесса, строения и состава мембран 
и находятся в интервале от 6—7 до 15—17 ккал/моль. Полученный вы
ше коэффициент Еа для процесса инактивации мускаринового рецепто
ра хорошо согласуется с этими результатами.

Таким образом, можно предположить, что мускариновый холипо- 
рецептор синаптических мембран мозга прочно встроен в липидную 
структуру мембран и значительно больше зависит от нее, чем другие 
мембранные белки. При этом изменение свойств окружающей водной 
среды, по-видимому, мало влияет на поведение этой системы, так как 
механизм той стадии инактивации рецептора, которая лимитирует ско
рость процесса, остается, по-видимому, постоянным при замораживании.

KINETICS OF THE MUSCARINIC RECEPTOR INACTIVATION

LANGEL U., R1NKEN A., TAHEPOLD 1... JARV J.
Chairs of Biological Chemistry and Organic Chemistry, Stale University, 

Tartu, Estonian SSR •

A spontaneous inactivation of rat brain cortex muscarin receptor was 
investigated at — 15°, 4' , 20°, 35՝ and 50°C in 0,05 M phosphate buffer, 
pH 7,4. The inactivation process was followed by the loss of the speci- 

.350



fic H-QNB binding capacity of the brain membranes and obeys first- 
order kinetics. Addition of 4mM EDTA and 0,1 mM phenylmethylsulfo - 
fluoride to the reaction medium has no effect on the inactivation rate, 
indicating that neither metalloproteases nor serine proteases are involved 
in the receptor inactivation process.

The Arrhenius plot of the first-order inactivation rate constants Kd 
was linear, and involves also the appropriate point for the frozen so
lution at —15°C. This indicates that within the whole temperature range 
from —15° to 50cC a common inactivation mechanism is possible. Tne 
apparent activation energy for the receptor denaturation Ea=13,8±3,6 
kcal/niole is considerably lower than the analogous values, usually ob
tained for the membrane-bound enzymes, but seems to be rather close 
to the activation parameters of different transition processes of the natu
ral and synthetic lipid membranes. On this ground it was assumed that 
the receptor protein is more strictly integrated into the membrane struc
ture than many other membrane-bound enzymes and any changes of 
the membrane „fluidity" with the shift of temperature influence the sta
bility of the receptor protein.
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Нейрохимия», г. I. № 4. 1982

ц

УДК 612.822.1:577.112.08»

ВЫДЕЛЕНИЕ ИОЧИСТКА БЕЛ КОВ СИНАПТИЧЕСКИХ МЕМБРАН 
КОРЫ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС, СПЕЦИФИЧЕСКИ 

СВЯЗЫВАЮЩИХ ГЛУТАМАТ
1

ДАМБ! IНОВА С. А.. БЕСЕДИН В. II.

Методом двухступенчатой аффинной хроматографии на глутамат-сефарозе и кон- 
канавалин А-агарозе выделены и очищены более чем в 200 раз глутамат-связываю- 
щие белки из синаптических мембран коры головного мозга крыс. Показано, '-то ис
следуемая фракция .мембранных белков солюбилизируется мягкими детергентами» 
0,6% тритоном Х-100 или 0.5% холатом натрия и имеет гликопротеидную природу. 
По данным седиментации в градиенте глицерина 5—15% обнаружено, что наиболь
шая глутамат-связывающая активность наблюдается в области белков с молекуляр
ной массой 45 000—12 000 дальтон, в то время как по результатам электрофореза в 
ПААГ в присутствии додецилсульфата натрия молекулярная масса пептидов состав
ляет 14 000 дальтон. Методом изоэлектрофокусирования обнаружено, что гомогенная 
фракция мембранных белков, обладающая высоким сродством к глутамату, разде
ляется на три близлежащих пика в области pH 4,8—5,0. Предполагается, что выде
ленные и очищенные низкомолекулярные гликопротеиды мембран, активно связываю
щие глутамат, могут быть отнесены к глутаматным рецепторам.

Исследование механизмов регуляции ионной проницаемости воз
будимых мембран, определяющих активность нервной клетки, в на
стоящее время является неполным без анализа молекулярных свойств 
рецепторных макромолекул, которые узнают и связывают нейроме
диаторы. Существенный интерес в связи с этим представляет изучение 
глутаматных рецепторов — мембранных структур, специфически свя
зывающих один из основных нейромедиаторов ЦИС — глутамат. Свя
зывание глутамата с постсинаптическими рецепторами вызывает депо
ляризацию и падение сопротивления предположительно за счет повыше
ния проницаемости для Х’а + и Са2 [1, 2] и сопровождается появле
нием возбуждающего постсинаптического потенциала на мембране 
нервной клетки.

Известно, что синаптические мембраны, изолированные из коры, 
гиппокампа и ряда других структур головного мозга крыс, обогащены 
высокоаффинными, стереоспецифическими участками, которые по неко
торым՜ физиологическим и химико-фармакологическим характеристикам 
соответствуют глутаматным рецепторам [3—5].

Практическая необходимость изучения свойств этих рецепторов в. 
норме и при патологических состояниях ЦИС связана с возможностью՛ 
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поиска блокаторов, необратимо связывающихся с глутаматными рс-
цепторами, способных специфически корректировать .нарушения в нерв
ной ткани. Несмотря на отсутствие таких блокаторов, подобных а-бун- 
гаротоксину, селективно связывающему никотиновые холннорецепторы 
[6], появились попытки выделить и очистить глутамат-связывающие
мембранные белки из головного мозга крыс на основе обратимого свя-
зывания глутамата.

Michaelis и соавт. [7—9] показали, что мягкая
плазматических синаптических мембран неионными

солюбилизация 
детергентами с 
гликопротеид споследующей аффинной очисткой позволяет получить 

молекулярной массой около 13800 дальтон, имеющий два участка спе 
цифического связывания для глутамата. Охарамеризованы .1 не к то 
рые другие биохимические свойства глутаматных рецепторов [9] 
Ое КоЬегНз и соавт. использовали иной путь для выделения гл>т™ат- 
•связывающих белков .мембран [10, 11]- Им удалось выделить методом 
экстракции в хлороформ-метаноле протеолипид с молекулярной массой 
-32000 дальтон из мышц креветки и головного мозга крыс. Полученны. 
протеолипид обладал тремя участками специфического связывания для 
глутамата. Обе группы исследователей приводят доказательства, по ко- 
„ - „пгхгт быть отнесены к глутаматным рецеп-торым выделенные белки могут о . „„отчину
торам. Однако требуется дальнейшее исследование функциональных 
свойств этих белков и природы их активною центра. .1р.„-,пап

В задачу работы входила попытка выделить счистить > ох >ра 
„ ' степенью сродства к глутамату, из сн-ные белки, обладающие высокой степ н .„„„чего мозга крыс и вы$ снять некоторые ■наптических мембран коры головного • 1, 1 , ..„. гймат-связывающих белков.•биохимические характеристики глуга>

Материалы и методы

, п։.1с-самцов линии Внстар мас- В опытах использовали взрослых Ч
<ои 180—200 г. скиv мембран. Синаптические

Выделение плазматических синапт методом дифферсн-
мембраны выделяли из коры головного мо՛зг н гомогенизировали в
циального центрифугирования [12]- 1каН 4ТП„фугировали 10 мин при 
десятикратном объеме 0,32 М сахарозы, пени u 20 00Q g и rpy. 
1000 g, затем гомогенат центрифугировали * „овали в холодной би
бую постмитохондриальную фракцию ресуспснз гОмогенат центри- 
дистпллированнон воде. После осмотического 111 4 ую ЖИДКость со- 
фугировалн при 10 000 g в течение 20 мин. 11ад° 20 мин> полученный
бирали и центрифугировали при 40 000 g в тСЧС" кдЫ центрифугиро- 
осадок промывали бидистиллированной водой и 1 синаптических фрак- 
вали в указанных условиях. Контроль за частот определения фер- 
ций проводили электронномикроскопически и а . ..уГРазы, 5'-нуклео- 
ментов-маркеров, например, активности Na+, глутаматдекарбок-
тидазы, цнтохромоксидазы. Определение актив глутамат-утилн-
х'плазы служило тестом на отсутствие загряз
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зирующих ферментов [13]. Содержание белка определяли по методу 
Lowry [14].

Выделение глутамат-связывающих белков. Синаптические мембра
ны солюбилизировали буфером, содержащим 0,6% тритон Х-100 или 
0,5% холат натрия, 50 мМ трис-НС1, pH 7,4; 1 мМ дитиотриетола (ДТТ) 
и 0,1 мМ фенилметилсульфофлюорпда (ФМСФ) в присутствии или от
сутствие меченого 311-L-глутамата (48 К1։/ммоль, «Изотоп», СССР) при 
низкой температуре (0е) в течение 20 мин. Все дальнейшие процедуры 
проводили при 0°. Белки осветляли центрифугированием при 100 000 g 
в течение 1 ч. Осадок несолюбилизированных мембран отбрасывали.

Фракцию низкомолекулярных глутамат-связывающих белков вы
деляли разделением тотального мембранного белка на сефадексе G-25 
(колонка 1,6ХЮ0 см), элюирующий буфер содержал 50 мМ трис-HCL 
pH 7,4; 1 мМ ДТТ; 0,1% тритона Х-100 или 0,1% холат натрия. Ско
рость элюции составляла 36 мл/ч. Фракции отбирали по 1,5 мл, и в 
аликвотах определяли радиоактивность и содержание белка. Белки 
концентрировали в полиэтиленгликоле—40 000 (ПЭГ) и диализовали 
против бидистиллированной воды в течение 3 ч.

Седиментацию низкомолекулярных мембранных белков в недена
турирующих условиях в присутствии радиоактивного глутамата прово
дили в градиенте глицерина 5—15%, содержащем 0,1% тритон Х-100 
или соответственно 0,1% холат натрия, центрифугировали при 100 000 g 
48 ч (ротор SW-41 Ti, «Spinko» L—2, Beckman).

Анализ мембранных белков проводили методом электрофореза » 
блоке [15] в присутствии 0,1% додецилсульфата натрия. Размеры бло
ка 190X100X2 мм, плотность тока 0,5 мА/мм2. Электрофорез проводи
ли 4 ч при 20°. Блоки фиксировали в смеси уксусная кислота: этанол:во- 
да (10:20:70) и окрашивали 0,05% раствором Кумасси R—250. При 
изоэлектрофокусироваиии (ИЭФ) использовали коммерческие2,4% ам
фолиты, pH 3,5—9,5 (LKB, Швеция). Размеры блока геля 245X1 10X1 мм, 
анодный электрод—1 М Н3РО4, -катодный электрод—1 М NaOH, 
сила тока—50 мА, напряжение—1500 В, время фореза—1.5—2 ч. Гели 
фиксировали в 10% ТХУ и окрашивали 0,2% Кумасси R—250. Молеку
лярную массу выделенных мембранных белков определяли по отноше
нию к стандартному набору белков-маркеров.

Аффинная хроматография на глутамат-сефарозе 4 В. Очистку низ
комолекулярной фракции синаптических белков, выделенных без инку
бации с радиоактивным глутаматом, проводили методом двухступенча
той аффинной хроматографии по схеме, предложенной в работе Michae
lis [7], с некоторыми модификациями. Аффинный носитель—глутамат- 
сефарозу—-готовили перед использованием стандартным методом хи
мического связывания L-глутаминовой кислоты с CNBr-сефарозой 4В. 
Свободные активные группы после связывания блокировали 1 М эта- 
ноламином [16]. Наибольший процент «привязки» глутамата составлял 
36,4% или 27,7 мМ глутамата на 1 1՜ сефарозы. 1 ^специфическое свя
зывание определяли по хроматографии цитохрома С, и оно-не иревы-ша- 
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ло 0,82% от количества наносимого белка. Низкомолекулярную фрак
цию мембранных белков (I мг/мл) наносили на колонку 0,5X5 см, за
полненную глутамат-сефарозой в буфере, содержащем 2 мМ трис-НС!, 
pH 7,4; 0,1% тритон Х-100 или 0.1% холат натрия. 1 мМ ДТТ и 0,1 мМ 
ФМСФ. Колонку промывали тремя объемами буфера со скоростью 
6 мл/ч, и связавшийся прочно на глутамат-сефарозе специфический бе
лок снимали повышением ионной силы, добавлением в буфер 1 М К’аС1 
до конечной концентрации 0,5 М. Фракции отбирали по 0,5 мл, в алик
вотах определяли содержание белка.

Аффинная хроматография на конканавалиу. А-агарозе. В опытах 
использовали коммерческий препарат КонА-агарозы («РагтаФа», Шве
ция), содержащий 10 мг КонА/мл геля. Фракцию белков, обладающих 
сродством к глутамату после первой аффинной колонки, концентриро
вали в ПЭГ 40 000 и наносили на колонку, заполненную КонА-агарозой 
(0,5X6 см) и забуференную 2 мМ трис-НС1. pH 7,4, содержащим 1 мМ 
С.аС12, 1 мМ МдС12, 1 мМ МпС12 и 1 М Х’аС! в присутствии 0,1% три
тона Х-100 или 0.1% холата натрия. Элюирующий буфер содержал 1 М 
Х’аС! и 0,5% а-метплманнопиранозид. Скорость элюции не превышала 
9 мл/ч, фракции отбирали по 0,5 мл.

Иодирование глутамат-СвЯЗЫвающих мембранных белков. Низкий 
процент выхода очищенного белка (около 0,5% от тотального) из плаз
матических синаптических мембран предполагает дальнейший анализ 
иодированных белковых фракции и выявление их радиоактивности. Ио
дирование проводили по методу Чарда [И]- Белки концентрировали 
после аффинной очистки до минимального объема (50 мкл) и добавляли 
20 мкл 5 мК„ 1251 (50 К /ммоль, «Изотоп», СССР) в фосфатном буфере 
pH 7,5 в присутствии 10 мкг хлорамина Г («Раггпаш’а», Швеция). Че
рез 20 с реакцию останавливали добавлением 20 мкг метабисульфита 
(«Бегуа», ФРГ) „ диализовали от избытка йода в течение 3 суток про
тив фосфатного буфера. Радиоактивные белки анализировали методом 
электрофореза в Г1ААГ и методом ИЭФ в амфолитах pH 3,5—9,5. Ав
торадиографию йодированных препаратов проводили непосредственной 
аппликацией гелей на рентгеновскую пленку (РТ-1. СССР), которую 
проявляли через 2 суток обычным способом.

I л\тамат-связывающую активность определяли путем инкуоаци.;՛ 
мембранных белков с 100 нМ 3Н-Б-глутамата на миниколонках (0,8Х 
1 см), заполненных сефадексом С-25 в буфере 50 мМ трис-НС1, pH 7,4. 
содержащем 0,1% тритон Х-100 или 0,1% холат натрия, 1 мМ ДТТ и 
0,1 мМ ФМСФ. Скорость элюции—1 мл/мин. Радиоактивность подсчи
тывали в сцинтилляционной смеси РРО—РОРОР, толуол-метнлцелло- 
зольв на счетчике НпИн.х—Ц1 (Франция).

Результаты и обсуждение
Для сохранения наибольшей нативности солюбилизированного бел

ка обычно используются мягкие неионные и ионные детергенты, такие, 
как тритон Х-100 или холат натрия. Высокая способность к инактива-
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ции, то есть к потере способности связывать радиоактивный глутамат 
при комнатном температуре (в течение 20 мин), требует особой осто
рожности при выделении глутамат-связывающих белков. В экспери
ментах все процедуры выделения и очистки были сведены к максималь
но возможной скорости выделения и осуществлялись только при низких 
температурах. Для контроля глутамат-связывающую активность опре
деляли на каждой стадии выделения и очистки.

Рис. 1. Распределение зн-глутамат-связывающей активности в граднен- > 
те глицерина 5—15% для общей фракции синаптических мембранных бел
ков коры головного мозга крыс. Сплошная линия—концентрация белка 
во фракциях, пунктирная—радиоактивность ЗН-глутамата во фракциях. 
Стрелками указано распределение маркеров: 1—яичный альбумин 45000, 

2—цитохром С 12 400

При солюбилизации общей фракции мембранных белков в присут
ствии тритона Х-100 было выявлено, что повышение его концентрации 
от 0,6 до 1,2% существенно не влияет на выход растворимых белков. 
Обнаружено, что количество солюбилизированных белков не превышает 
70—75% от общего его содержания в синаптических мембранах, выде
ленных из коры головного мозга крыс. При использовании 0,5% холата 
натрия «снимается» около 45—50% синаптических белков. Предвари
тельные эксперименты показывают, что эти детергенты удаляют прак
тически всю глутамат-связывающую активность с синаптических мем 
бран, а это свидетельствует о возможности близкого расположения ре
цепторных белков к внешней поверхности мембраны. Эти данные не со
гласуются с предположением Michaelis и соавт. [9] о прочной взаимо
связи глутамат-связывающих белков с мембранами. 
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Фракционирование синаптических белков в градиенте глицерина 
5—15% выявляет три основных пика, причем наибольший процент свя
зывания радиоактивного глутамата соответствовал низкомолекулярной 
зоне градиента в области 45 000—12 000 дальтон (рис. 1). Преинкуба
ция белков синаптических мембран с избытком немеченого глутамата 
перед центрифугированием в градиенте глицерина сдвигает зону радио
активности в легкую область градиента, что свидетельствует в пользу 
специфичности связывания радиоактивного глутамата с солюбилизиро
ванными белками.

- фрак։»111 синаптических мем-Рис. 2. Гель-хроматография на 0-25 о и ,тамато.м. Сплошная линия— 
бранных белков после инкубации с 3 гл _ оапцоактивность

концентрация белка, пунктирна51
и .-потамат-связываюших белков, вы-
Низкомолекулярные фракции ։лу ։ ° $(у0 общих белков синап-

дсленные гель-фильтрацией, составляли окол аКтивностыо связыва- 
тпческих мембран и обладали высокой уделы
ния радиоактивного глутамата (рис. 2)- ,ов синаптических мем-

Электрофореграмма общей фракции СЛКбелкН обладают сложным 
брап представлена на рис. 3. Видно, что эти небольшой процент 
спектром, и низкомолекулярные белки состав֊
их количества. низкомолекулярных мем-

На рис. 4 представлены профили эл1ои„ о что первый пик соот- 
бранных белков через глутамат-сефарозу. СОрбенте> в т0 время
ветствует мембранным белкам, не связавших
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как второй пик снимается при повышенной ионной силе. Это свиде
тельствует о сродстве фракции мембранных белков к глутамату. По
скольку присоединение глутамата к сефарозе идет через аминогруппы 
[16] и связывающие участки имеют хорошую стерическую доступность,

Рис. 3. Электрофорез в ПААГ—выделенных синаптических мембранных 
белков коры головного мозга крыс. А—общая фракция мембранных бел
ков. Б—фракция низкомолекулярных мембранных белков после гель- 
хроматографии на С-25. Б—фракция низкомолекулярных мембранных 
белков после двухступенчатой аффинной хроматографии (радиоавтограф 

йодированного белка)

МН фракций

Рис. 4. Аффинная хроматография на глутамат-сефарозе 4В низкомолеку
лярной фракции синаптических мембранных белков. Стрелкой указан мо

мент повышения ионной силы элюирующего буфера
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можно предположить, что сохранение карбоксильных групп на «приши
той» молекуле глутамата играет важную роль но взаимодействии ней
ромедиатора с узнающим центром рецепторной макромолекулы.

Следующий этап очистки белков, обладающих сродством к глута
мату, проводили на КонА-агарозе (рис. 5). Выделенные глутамат-свя- 
зывающие белки сорбируются на КонА-агарозе и снимаются лишь 
сс-метилманнопиранозидом. КонА—растительный лектин—связывается с 
углеводными группировками белковых молекул, следовательно, анали
зируемая фракция мембранных белков представляет собой гликопро
теид. Эти результаты подтверждают данные Michaelis и соавт. [9] о 
гликопротендной природе глутамат-связывающих мембранных белков.

чс. 5. Аффц]ц1ая хроматография на конканавалин А-агарозе глутамат-свя- 
зывающеи фракции низкомолекулярных синаптических белков. Стрелкой 
5 к.мац момент смены элюирующего буфера на (х-метнлманнопиранозид 

содержащий буфер

Остановлено, что глутамат-связывающая активность выделенных 
белков на последней стадии очистки превышает более чем в 200 раз ак
тивность исходных общих белков синаптических мембран. Анализ 
свойств очищенной белковой фракции показал, что эти белки имеют 
гомогенный пик в области 14 000 дальтон при электрофорезе (рис. 3, в). 
Методом изоэлектрофокусирования выделенных фракций обнаружено 
существование трех близлежащих фракций в пределах pH 4,8—5,0. Эти 
данные свидетельствуют о различии субъединиц глутамат-связываю
щих белков, возможно, в липидных и углеводных компонентах. Полу
ченные результаты хорошо согласуются с ранее описанными [9], поз
воляют отнести выделенные нами белки к глутаматным рецепторам ЦНС 
и являются первой ступенью изучения молекулярной модели хеморецеп- 
торного комплекса на возбудимой мембране нервной клетки. Дальней-
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шие эксперименты но реконструкции очищенных белков с липосомами 
позволят идентифицировать функцию этих белков и их роль в регуля
ции ионной проницаемости мембран.

ISOLATION AND PURIFICATION OF SPECIFIC GLUTAMATE- 
BINDING PROTEINS FROM SYNAPTIC MEMBRANES

OF RAT BRAIN CORTEX
DAMBINOVA S. A., BESEDIN V. I.

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

Glutamate-binding proteins have been purified 200-fold from rat 
brain cortex synaptic membranes by a procedure involving a two step 
affinity chromatography on glutamate-Sepharose and Concanavaline —A 
agarose. The proteins isolated are glycoproteins and have a specific af
finity to glutamate. They are solubilized by 0,6% Triton X—100 and 
0,5% sodium cholate. When subjected to centrifugation in 5 — 15% gly
cerol gradient the highest glutamate-binding activity was detected in the 
zone corresponding to 45 000—12 000 dalton. Electrophoresis of the pu
rified preparation produced a single band with M 14 000. The homoge
nous preparation of proteins (on SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) 
with high glutamate-binding activity was subjected to isoelectric focusing 
and 3 peaks were detected with pl values 4,8—5,0. It is suggested that 
these glutamate-binding glycoproteins are components of CiNS glutamate 
receptors.
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УДК 612.8.015; 612.018

НЕКОТОРЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ОБМЕНА УГЛЕВОДОВ MO3I А 
В УСЛОВИЯХ РЕНТГЕНОВСКОГО ОБЛУЧЕНИЯ, ПРОВОДИМОГО 

НА ФОНЕ ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОГО ВВЕДЕНИЯ ГЛИБУТИДА

ЧЕРКАСОВА Л. С., ДАШКОВСКАЯ О. П. НОВИК В. А., ФОМИЧЕНКО В. Г.

В исследованиях на половозрелых вистаровскнх крысах-самцах с продолжитель
ным („ течение 6 недель) введением глибутнда установлено некоторое торможение 

' IB те1сние о ' изменение функциональной активности гипоталамо-
функции инсулярно! . . р обуславливает менее выраженную метаболическую
гипофиз адреналов йоловИого мозга в ответ на облучение животных ь ма-
реакцию больших полушарии головног 
лой дозе.

II пповеденным'И нами в течение ряда лет, показано,Исследова . ,1 еиные сроки после окончания фракцио-
что в начальный пе[ воздействия различных по физической при-
нированного и хроническою воздень н nnQ„v ,,,rTVnainT1 папиании в малых дозах наступаютроде источников ионизирующей рад1 сшшвкивии и м0_гнп0физ—адреналовой систе-функцнональиые изменения гипоталами г
МЫ. во многом определяющие характер сдвигов в процессацглеводно- 
эиергетического обмена головного мозга и других ткан и

Между гапоталамо—гипофиз—адреналовой системой и следующим 
важнейшим звеном нейроэндокринной регуляции-инсулярным аппара- 

двеном нсири֊> а е Сведения о влиянии ио-
том существует тесная фуч.кциональная связь. немногочисленны, неред- 
низирующей радиации .на .инсулярный аг"ар ։я в больших дозах 
ко противоречивы и касаются воздействия ֊ 5
[4-7]. Работ, характеризующих функцию инсулярного а= при 
длительном или дробном воздействии на организм ион РУ Щ ра 
диации в малой дозе, к началу настоящих исследовании в литературе 
найти не удалось.

Памп установлена выраженная зависимость изменении в содержа
нии различных форм инсулина от режима облучения при одинаковой 
суммарной дозе—12,9 мКл/кг Г81. Гликемические сдвиги при однократ
ном облучении выражены значительно и удерживаются оолее длитель
ный период времени по сравнению с таковыми после фракционирован
ного воздействия в той же дозе. Секреция инсулина активируется в пер
вые 15 суток после однократного облучения и угнетается после фрак
ционированного.

Учитывая множественные механизмы действия инсулина в регуля
ции метаболических процессов в организме, представляет интерес изу-
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чить характер пострадиационных сдвигов в углеводном обмене больших 
полушарий головного мозга в условиях несколько измененного уровня 
инсулина.

Для решения этой задачи в качестве препарата, обладающего свой
ством потенцировать действие инсулина, был использован глибутид [9]. 
I Л1ибутид-1-бутилбигуанид-гидрохлорид, синтезированный в Институте 
органического синтеза АН ЛатвССР, является гипогликемическим (ан
тидиабетическим) препаратом, допущенным к использованию в клини
ке. Бигуаниды не стимулируют секрецию 'инсулина р-клетками подже
лудочной железы, а усиливают проницаемость клеточных мембран для 
глюкозы, уменьшая потребность в инсулине и повышая тем самым ее 
утилизацию периферическими тканями. Основой терапевтического дей
ствия является потенцирование эффекта инсулина, направленного преи
мущественно на стимуляцию внутриклеточного обмена [10]. Однако 
влияние хронического введения глибутида на обменные процессы в 
ЦНС не изучено.

Материалы и методы

Было проведено четыре серии опытов на половозрелых вистаров- 
скнх крысах-самцах массой 180—200 г. В первой серии животным 6 пе
дель по пять раз в неделю внутрибрюшинно вводили раствор глибутида 
из расчета 15 мг/кг массы. Исследования проводили через 1, 15 и 30 су
ток после окончания введения препарата. В этой серии опытов, как и 
во всех последующих, было около 40 животных, не менее ГО на каждый 
срок исследования.

Во второй серии крыс подвергали 5-кратному рентгеновскому облу
чению, используя аппарат РУМ-11, с интервалами в 3-е суток в суммар
ной дозе 12,9 мКл/кг, которое проводили при следующих условиях: на
пряжение—160 кВ, сила тока—5 мА, кожно-фокусное расстояние—176 
см, медный фильтр толщиной 1 мм. Доза облучения—2,15 мКл/кг/с. Ис
следования проводили через 1, 15 и 30 суток после окончания об
лучения.

В третьей серии крыс в последние 2 недели введения глибутида под
вергали 5-кратпому рентгеновскому облучению в тех же условиях экс 
перимента, что и во второй.

Контролем для каждой серии опытов служили данные, полученные 
на интактных животных, находившихся в аналогичных условиях содер
жания.

О состоянии инсулярного аппарата I! условиях эксперимента суди
ли на основании изучения содержания в сыворотке крови глюкозы п им
мунореактивного инсулина (ИРИ).

С целью получения информации об интенсивности углеводного об
мена в мозгу было проведено изучение активности следующих фермен
тов: гексокиназы (КФ 2- 7. 1. 4), гллокозо-б-фосфатдегидрогеназы (КФ 
1. 1. 1. 49), лактатдегидрогеназы (КФ 1. 1- 1- 27) >н ее изоферментов, а 
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также содержания в мозговой ткани гликогена и активности фосфори
лазы А.

Для наиболее объективного изучения функции инсулярного аппара
та и определения содержания в сыворотке крови глюкозы и ИРИ дека
питации подвергали крыс, голодавших 18 ч. ПРИ определяли, исполь
зуя наборы реактивов «ЛИ5-5ЕТ кН» (ПИР), глюкозу—ортотолупднно- 
вым методом [11]. Активность гексокиназы [12] и глюкозо-6-фосфатде- 
гидрогеназы [13] изучали спектрофотометрически по увеличению ин
тенсивности поглощения (при длине волны 340 нм) в присутствии 
МАОР в гомогенате больших полушарий головного мозга. Определение 
общей активности и активности изоферментов лактатдегидрогеназы 
(ЛДГ) проводили в гомогенате головного мозга после добавления де
тергента тритон Х-100 колориметрическим методом [14, 15].

Результаты и обсуждение

Уровень глюкозы в сыворотке крови интактных контрольных жи
вотных находился в пределах 5,84—6,10 мМ, ИРИ—136, 99—176, 10 пМ.

Хроническое введение глибутида несколько тормозило функцию 
инсулярного аппарата в 1- и 30-е сутки после окончания введения (рис. 
1). При отсутствии изменений в содержании ИРИ к 15- и 30-м суткам 
после окончания фракционированного рентгеновского облучения наблю
дается достоверно увеличенное содержание в сыворотке крови глюкозы

Рис. 1. Содержание глюкозы (а) и иммунореактивного инсулина (<5) в кро
ви крыс после введения глибутида и рентгеновского облучения: I вве
дение глибутида. I(֊фракционированное рентгеновское облучение. III 
введение '■•™бутнда4-фраК1111О11ирова1И>ое рентгеновское облучение: ф- 

достоверные изменения

во всех исследованных сроках. Облучение животных, получавших 6 не
дель глибутид, приводило к повышению уровня ИРИ через 1 и 15 суток 
после окончания введения препарата и облучения, что обусловливало 
выраженную гипергликемическую реакцию во все сроки исследования.

363



Исходя из выявленных изменений в реакции на облучение «глибу- 
тидных» животных, сопоставим их с полученными ранее результатами 
[3]. Через 1 и 15 суток после окончания введения глибутида в боль
ших полушариях головного мозга снижалось содержание гликогена и 
активности фосфорилазы А. Облучение в течение 2 недель вызывало 
снижение содержания гликогена и активности фосфорилазы А только 
через 30 суток. Глибутид изменял ответную реакцию мозга на облуче
ние, к 1- и 15-м суткам после окончания его введения и фракциониро
ванного облучения наступало снижение содержания в мозгу гликогена 
наряду с наличием высокой активности фосфорилазы А.

Активность гексокиназы больших полушарий головного мозга кон
трольной группы животных выражалась величинами 18,01 ±1,00— 
20,18±0,51 нкат, глюлозо-б-фосфатдегидрогеназы 7,84±0,34—8,63 ± 
0,35 нкат. Введение в течение 6 недель глибутида не вызывало измене
ний активности гексокиназы, однако активировало к 15-м суткам глю- 
козо-6-фосфатдегидрогеназу мозга (рис. 2). 5-кратное рентгеновское об
лучение в суммарной дозе 12,9 мКл/кг к 15- и ЗОнм суткам после окон
чания воздействия повышало активность гексокиназы и тормозило ак
тивность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы.

Фракционированное на фоне введения глибутида рентгеновское об
лучение в малой дозе вызывало к 15-и 30-м суткам тот же эффект повы
шения активности гексокиназы, что и облучение интактных животных. 
Иной характер изменений проявлялся в активности глюкозо-6-фосфат- 
дегидрогеназы мозга. К 15- и 30-м суткам после окончания облучения 
у животных, получавшпх глибутид, происходило более выраженное, чем 
после хронического введения препарата, увеличение активности глюко- 
зо-6֊фосфатдегидрогеназы, которое при сопоставлении с активацией 
гексокиназы свидетельствовало об обеспечении высокого уровня исполь
зования мозгом глюкозы в условиях облучения, проводимого на фоне 
введения глибутида.

Данные, приведенные на рис. 3, показывают, что при неизменном 
по сравнению с контрольным уровне общей активности ЛДГ мозга— 
473,00±2,47 нкат через сутки после окончания введения глибутида, как 
и через сутки после окончания рентгеновского облучения на фоне вве
дения глибутида, общая активность ЛДГ оставалась близкой к конт
рольной величине и достигала 454,00±2,56 и 463,00±2,52 нкат соответ
ственно. При этом отмечалось некоторое снижение активности ЛДГ2 и 
ЛДГ'з при возрастании неспецифической для данной ткани ЛДГ.։. На 
15-е сутки после окончания облучения «глибутидных» животных выяв
лялось достоверное до 643,20± 3,35 нкат увеличение (на 49%) общей 
активности ЛДГ и снижение активности ЛДГ։ и ЛДГ2.

Для более полной характеристики влияния глибутида на обменные 
процессы в мозгу и механизмов нейроэндокринной регуляции обратимся 
к данным [16], полученным нами в тех же условиях эксперимента. Че
рез сутки после окончания хронического введения глибутида отмечалось 
некоторое увеличение содержания в гипоталамусе серотонина, сопро
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вождавшееся снижением активности МАО и содержания в плазме кро
пи кортикостерона. К 15-м суткам уровень серотонина в гипоталамусе 
достигал контрольного, активность МАО оставалась пониженной, но до
стоверно возрастало содержание в плазме кортикостерона, к 30-м сут
кам наступала нормализация всех указанных показателей.

Рис 2 Активность гсксокнназы (л) и глюк&о-б-фосфатдегидрогеназы 
(б) н мозге крыс после введения глнбутида и рентгеновского облучения.

Условные обозначения те же, что и па рис. 1

Рис. 3. Общая активность лактатдегидрогеназы мозга и се изоэнзимы ՛ \ 
(в %): 1—1-е сутки после введения глнбутида и облучения, II—15-е сутки 
после введения глнбутида и облучения; К—контроль, Г—-«глибутидные» 
животные, Г4-0—облучение на фоне введения глнбутида; 1—5—фракции 

изоэнзимов. ® —достоверные изменения

Введение глнбутида резко изменяло реакцию указанной системы 
на фракционированное двухнедельное облучение в суммарной дозе 
12.9 мКл/кг в сравнении с таковой у облученных интактных животных. Па
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1-е сутки после окончания облучения «глибутндных» животных до 
112,6% увеличивалось содержание в гипоталамусе серотонина и снижа
лась активность МАО, тогда как у облученных интактных животных 
уровень серотонина снижался до 60%, а активность МАО оставалась в 
пределах контрольных величин. К 15- и 30-м суткам после окончания 
облучения у «глибутндных» животных нормализовался уровень серото
нина, то есть отмечалась та же направленность, что и у животных, полу
чавших глибутид, в отличие от эффекта облучения интактных живот
ных, где направленность изменений данных показателей носила проти
воположный характер.

На основании изложенного следует, что длительное (в течение 6 
недель) внутрибрюшинное введение животным глибутида в дозе 
15 мг/кг массы несколько тормозит функцию инсулярного аппарата и 
гипоталамо—гипофиз—адреналовой системы, что приводит к увеличению 
уровня глюкозы в крови и изменению интенсивности процессов углевод
ного обмена в (мозгу, в частности активации глюкозо-6-фосфатдегндро- 
геназы и изоферментов ЛДГ (ЛДГ4).

Фракционированное облучение животных с измененным под влия
нием хронического введения глибутида уровнем нейроэндокринной ре
гуляции приводит к развитию иных, менее выраженных, чем при облу
чении интактных животных, сдвигов в метаболических процессах боль
ших полушарий головного мозга. Это, очевидно, связано с повышением 
проницаемости клеточных мембран, что является существенным в объ
яснении механизма действия данного соединения.

EFFECT OF X-RAYS ON SOME ASPECTS OF BRAIN 
CARBOHYDRATE METABOLISM DURING GLYBUTIDE 

ADMINISTRATION

CHERKASOVA L. S„ DASHKOVSKAYA О. P-, NOVIK V. A-, 
FOMICHENKO V. G.

Institute of Physiology, Belorussian SSR Academy of Sciences, Minsk

A prolonged administration (for 6 weeks) of glybutide to mature 
Wistar male rats results in a certain suppression of pancreas and in an 
alteration of the hypothalamus—hypophysis—adrenals system reactivity. 
Upon small dose of X-raying less pronounced metabolic reactions have 
been detected in cerebral hemispheres of glybutide pretreated animals.
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«Нейрохимия», т. I. Л» I, 1982

УДК 612.8.015; 612.018

АКТИВНОСТЬ МЕМБРАНОСВЯЗАННЫХ ФЕРМЕНТОВ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА ПРИ АКТИВАЦИИ

Г И И О Т А Л АЛА О—՝Г И П ОФ ИЗ—АД РЕ НАЛ ОБО И С И СТЕ М Ы

ТАГ1Ц М. Ю.. ЦЫХУН Г. Ф.
4

Показано, что под влиянием глюкокортикоидов наблюдается изменение ультра 
••структуры и проницаемости митохондрии головного мозга. Возникающие при этом 
конформационные перестройки в липидах митохондриальных мембран ведут к измене- 

.нню подвижности мембраносвязанных ферментов, в том числе Mg2 + -АТРазы, субстрат- 
тетразолий-редуктазных систем цикла трнкарбоновых кислот и др. Эти изменения ян 
ляются одним из возможных механизмов, обеспечивающих биоэнергетическую сторону 
.адаптационных, процессов в головном мозгу при стрессе.

Активация системы гипоталамус—гипофиз—кора надпочечников 
сопровождается значительным увеличением уровня глюкокортикоидов и 

'интенсивности некоторых биоэнергетических процессов в митохондриях 
головного мозга [1—4]. Однако вопрос о механизме изменения актив
ности мембраносвязанных ферментов митохондрий при перестройке ор
ганизма, наступающей в условиях повышенного фона глюкокортикои
дов и более экономного использования кислорода и субстратов окисле
ния, остается открытым. В связи с этим в задачу настоящего исследова
ния входило изучение некоторых сторон глюкокортикоидной регуляции 
редокс-процессов митохондрий головного мозга.

Материалы и методы
Работа была проведена на половозрелых крысах-самцах линии Ви- 

стар, которых содержали на стандартном рационе вивария. Животных 
декапитировали, все дальнейшие процедуры проводили в холодовой ка
мере при температуре около 0°. Полушария головного мозга помещали в 
ледяной трис-НС1-сахарозный буфер, pH—7,4. Митохондриальный пре
парат получали методом дифференциального центрифугирования из 
10% гомогената [5]. Полнота осаждения и чистота митохондриальной 

•фракции контролировались с помощью электронной микроскопии. Кри
терием интенсивности биоэнергетических процессов в митохондриях го
ловного мозга была активность субстрат-тетразолий-редуктазных си
стем: пируватдегидрогеназы (КФ—1- 2- 4. 1), 2—оксиглутаратдегидро
геназы (КФ—1. 2. 4. 2), сукцинатдогидрогеназы (КФ—1- 3. 99. 1) и ма
латдегидрогеназы (КФ—1. 1. 1. 37) [6].
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Результаты и обсуждение

Под влиянием классического иммобилизационного стресса через 2 ч 
отмечалось увеличение уровня общего кортикостерона в плазме пе
риферической крови на 60%, причем содержание свободного гормона 
возрастало в 2 раза. Одновременно снижалась глюкокортикоидосвязы
вающая функция транскортина. В этот же период обнаруживалось по
вышение активности исследованных дегидрогеназ митохондрий головно
го мозга (рис. 1). Активация субстрат-тетразолий-редуктазных систем 
митохондрий наблюдалась не только при иммобилнзационном, но и при 
других видах стресса. Так, под влиянием лучевого стресса (50 Р) наря
ду с увеличением уровня общего и свободного кортикостерона в плазме

Рис. 1. Влияние иммобилизационного стресса на активность дегидрогеназ 
митохондрий головного мозга (% к контролю): /—пируватдегидрогеназа, 
2_ 2-оксиглутаратдегидрогеназа, 3—сукцниатдегидрогеназа, 4—малатде

гидрогеназа

периферической крови существенно возрастала активность исследован 
ных дегидрогеназ (рис. 2). Увеличение активности исследованных де
гидрогеназ связано с возросшим уровнем глюкокортикоидов, так как 
после двусторонней адреналэктомии на фоне сниженного до 29% Пэ 
сравнению с исходным уровнем кортикостерона, когда уровень свобод
ного кортикостерона уменьшался не столь резко, отмечалось значитель
ное снижение активности исследованных субстрат-тетразолий-педук 
тазных систем, то есть наблюдалась противоположная стрессу наппа 
ленность сдвигов уровня глюкокортикоидов и активности нсследован- 
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ных дегидрогеназ. Эти изменения происходили на фоне повышенного 
•содержания флавопротеидов.

Весьма характерные сдвиги были выявлены под влиянием глюко
кортикоидов при добавлении их в среду инкубации. Под влиянием глю
кокортикоидов возрастала активность почти всех исследованных де
гидрогеназ митохондрий головного мозга, выделенных из тканей мнтаист- 
•иых и адреналэктомировапных животных (рис. 3).

Рис. 2. Активность дегидрогеназ митохондрий головного мозга после фрак
ционированного рентгеновского облучения в суммарной дозе 12,9 мКл/кг 
(а), после двусторонней адреналэктомии (б) (% к контролю). Условные 

обозначения те же, что и на рис. I

Это дает основание полагать, что изменения активности биоэнерге
тических процессов в митохондриях головного мозга связаны с насту
пающими иод влиянием глюкокортикоидов конформационными измене
ниями митохондриальных мембран и, вероятно, липидного окружения 
исследованных мембраносвязанных ферментных систем. Об этом свиде
тельствовали такие косвенные показатели, как изменение скорости све
торассеяния и содержания цитохромов СН֊С։ в митохондриях при их 
инкубации в присутствии глюкокортикоидов. Имелись и прямые дока
зательства, полученные при электронном микроскопии митохондриаль
ного препарата после инкубации в присутствии глюкокортикоидов.

Влияние глюкокортикоидов на проницаемость и ультраструктуру 
митохондриальных мембран не всегда одинаково и зависит от исход 
ного функционального состояния последних. Как видно па .микрофото
грамме (рис. 4), в нормальных условиях (изотоническая среда) мито
хондрии имели овальную или округлую форму с электроннооптически 
плотным матриксом и развитыми кристами. При добавлении глюкокор
тикоидов в дозе 25 мкг (изотоническая среда) среди митохондрий, со 
хранивших структуру и величину, встречались набухшие, с разрушен
ными кристами (рис. 5). В гипотонической среде (рис. 6) основная мас
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са митохондрий набухшая с разрушенными кристами, в некоторых—по
чти отсутствовал матрикс, хотя и в этих условиях встречались единич
ные митохондрии, практически не отличавшиеся от нормальных. При 
добавлении глюкокортикоидов в гипотоническую среду, содержавшую 
митохондрии (рис. 7), набухание последних не было столь интенсивным, 
кристы более четко выражены. Вероятно, под влиянием глюкокорти
коидов в изотоническом растворе происходит набухание митохондрий, 
сопровождающееся изменением ультраструктуры и проницаемости. В 
гипотонической среде глюкокортикоиды оказывали противоположный, 
то есть стабилизирующий эффект. Следовательно, эффект глюкокорти
коидов на митохондриальную мембрану во многом зависит от исходно
го функционального состояния .митохондрии и их окружения.

Рис. 3. Влияние добавленных в среду инкубации глюкокортикоидов на ак
тивность дегидрогеназ митохондрий головного мозга интактных (я) и 
адреналэктомированных (б) животных (% к контролю). Условные обо

значения те же, что и на рис. 1

О наличии значительных конформационных изменений митохондрий 
головного мозга, наступавших иод влиянием глюкокортикоидов, свиде
тельствовали не только структурные (электронномикроскопические). НО 
и функциональные сдвиги. В частности, глюкокортикоиды приводили к 
значительному снижению активности Mg2+ -АТРазы митохондрий го
ловного мозга как в тканях целостного организма, так и в опытах 
in vitro. Аналогичный эффект наблюдался под влиянием адреналина В 
исследованиях на митохондриях головного мозга, выделенных из тканей 
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адреналэктомированных животных, получавших кортизол, выявлено 
снижение активности Мй2 ՝!'-А ГРазы. Совместное введение кортизола и 
адреналина приводило к нормализации АТРазной активности. По-внди- 
мому, это связано с какими-то опосредованными эффектами, ибо 
внесение адреналина в среду инкубации, содержавшую митохондриаль
ный препарат, полученный из головного мозга адреналэктомированных 
животных, не снимало эффекта угнетения Мд2։ -АТРазы гидрокорти
зоном.

Рис 4. Митохондрии головного мозга крыс в изотонической среде, х42 ООО

Рис. 5. Митохондрии головного мозга крыс в изотонической среде с до
бавлением гидрокортизона, х42 ООО

Таким образом, под влиянием глюкокортикоидов происходят опре
деленные изменения ультраструктуры митохондриальных систем, со
провождающиеся сдвигами в ферментативной активности исследован
ных дегидрогеназ (тетразолий-редуктазных систем).

Каков же механизм активации исследованных дегидрогеназ? Воз
росшую под влиянием глюкокортикоидов ферментативную активность 
можно было связать с повышением проницаемости митохондриальных 
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мембран н в результате с субстратным активированием исследованных 
дегидрогеназ. Под влиянием кортизола возрастала активность сукцинат 
тетразолий-редуктазнол системы, которая может быть обусловлена суб
стратным активированием сукцинатдегидрогеназы. Однако в присутст
вии феназннметасульфата выявлялась незначительная активация этого 
фермента. Учитывая, что число оборотов сукцинатдегидрогеназы в не
сколько раз выше сукнинат-тетразолий-рсдуктазной системы, становит
ся очевидным, что повышение активности последней было связано не 
только с субстратным активированием сукцинатдегидрогеназы, происхо
дившим при повышении проницаемости митохондриальных мембран, по 
л благодаря их конформационным изменениям.

Рис. 6. Митохойдрии головного мозга крыс в гипотонической среде, х 42 000

Рис. 7. Митохондрии головного мозга крыс в гипотонической среде с до
бавлением гидрокортизона, х42 ООО

О зависимости функционирования мембраносвязанных дегидроге
наз от проницаемости и ультраструктуры митохондриальных мембран 
свидетельствуют полученные данные о влиянии на эти процессы бигуа- 
индов изменяющих проницаемость плазматических мембран. В частно
сти, под влиянием глибутида отмечалась выраженная тенденция к по-
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вышению активности исследованных субстрат-тетразолий-редуктазных 
систем, исключением являлось лишь 2-оксиглутарат-тетразолий-редук- 
тазная система.

В заключение следует подчеркнуть, что возросший при активации 
ги пота л а мо—гипофиз—адреналовой системы уровень глюкокортикоидов 
приводит к изменениям ультраструктуры и проницаемости митохондрий 
головного мозга, что, вероятно, сказывается на подвижности мембрано
связанных ферментов, в том числе субстрат-тетразолий-редуктазных си
стем цикла трикарбоновых кислот, пируват-тетразолий-редуктазной си
стемы и Mg2+-ATPa.3b։. Возможно, что эти изменения являются одним 
из механизмов, обеспечивающих биоэнергетическую сторону процессов 
адаптации в головном мозгу при стрессе.

Авторы выражают благодарность доктору биологических наук Ми- 
рохмедову А. К., в лаборатории .которого проведена электронная микро
скопия митохондриальных препаратов.

ACTIVITY OF BRAIN MEMBRANE-BOUND ENZYMES UPON 
ACTIVATION OF HYPOTHALAMUS — HYPOPHYSIS— ADRENALS 

SYSTEM
TAITS M. LL, TSYHUN G. F.

Institute of Physiology, Belorussian Academy of Sciences, Minsk

In experiments with mature Wistar male rats it has been demon
strated that both the increase in glucocorticoids upon activation of the 
hypothalamus— hypophysis— adrenals system and addition of cortisol to the 
incubation medium esults in an alteration of brain mitochondrial ultra
structure and permeability. This conformational reorganization of mito
chondrial membranes leads to a change in the mobility of membrane
bound enzymes, such as Mg2+-ATPascs, substrate-tetrazollum-reductase, 
systems of tricarboxylic acid cycle, etc. These changes represent one of 
the mechanisms ensuring bioenergetics of brain adaptation processes un
der stress conditions.
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ПОГЛОЩЕНИЕ ИОНОВ КАЛЬЦИЯ 
МЕМБРАННЫМИ ФРАКЦИЯМИ ГОЛОВНОГО МОЗГА 

КРЫСЫ II НЕРВА ЛЯГУШКИ

КРАВЦОВ Г. М„ МАКСИМОВ Г. В., ОРЛОВ С. Н„ ПОКУДИН н и 
РЯЖСКИИ Г. Г., СВЕРДЛОВА Е. А.

С помощью метода меченых атомов исследовалось поглощение кальция мембран
ными фракциями, выделенными из головного мозга крысы и нервного волокна лягуш
ки. Определены параметры ЛТР-незавнсимого поглощения (связывания) и энергоза
висимого поглощения (аккумуляции) кальция плазматическими мембранами, митохон
дриями и микросомами этих тканей. Показана ведущая роль аккумуляции кальция 
митохондриями головного мозга и плазматическими мембранами нерва в регуляции 
концентрации свободного внутриклеточного кальция. Исследованы зависимости Са24*. 
аккумулирующей способности этих фракций от концентрации АТР.

Проведение возбуждения нервной тканью сопровождается увеличе
нием концентрации Са2 4 в цитоплазме клеток за счет его поступления 
по электрохимическому градиенту' через потенциалзависимые каналы. 
Повышение внутриклеточной концентрации Са2 приводит к увеличе
нию проводимости аксолеммы для К “ и се реполяризации, что во мно
гом определяет параметры проведения возбу ждення по нервным волок
нам [1, 2]. Повышение концентрации Са2+ в нервном окончании служит 
триггерным сигналом для секреции нейротрансмиттеров [3, 4]. В обоих 
случаях механизмы, поддерживающие электрохимический градиент 
Са2՜*՜, изучены недостаточно. Предполагается, однако, что системы 
регуляции внутриклеточного распределения Са՜ в нервном волокне 
и нервном окончании отличны друг от друга [5]. В связи с этим в на
стоящей работе исследовались особенности связывания и аккумуляции 
Са2+ мембранными фракциями, изолированными из нервного ствола 
лягушки и головного .мозга крысы.

Материалы и методы

В паботе использовались крысы-самцы линии Вистар в возрасте 
io 16 истечь и массой 200-250 г. Головной мозг крысы за нсключе- 
12 1 (37-42 г) гомогенизировали в 5-ти объемах раствора,
„нем моз>к™ 12’м сахарозу и 5 мМ ХЕПЕС-NaOH буфер (pH 7,5; 

гомогенизации использовали гомогенизатор тефлон-стекло 
(клиренс 0 06-0.08 мм. 30 с. 600 об/мин). Гомогенат разбавляли ере- 
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дой гомогенизации в 2 раза и центрифугировали (3000 g, 5 мин). Полу
ченный супернатант осаждали (20 000 g, 25 мин; осадок Р, супернатант 
S). Дальнейшую обработку осадка Р проводили в соответствии с мето
дом Whittaker [б]. Осадок доводили до объема 30 мл и наносили по 
5 мл на ступенчатый градиент фикола (7,5—12—17%). приготовленного 
на основе среды гомогенизации. После центрифугирования (25 000 
об/мин, ротор SW-27, «Beckman») фракции на границах раздела фаз 
сахароза -7,5; 7,5—12, 12—17% фпкол и на дне пробирки (фракции 
Ki, Кг. Кз н Ki соответственно), а также осадок, полученный при цен
трифугировании супернатанта S (30 000 g, 40 мин, фракция 1<5). промы
вали в 80 мл 0.32 М сахарозы (57 000 g, 30 мин). Супернатант, полу
ченный после центрифугирования при 30 000 g, осаждали 90 мин при 
120 000 g. Полученный осадок (фракция Ко) промывали при тех же ус
ловиях центрифугирования 0,32 М сахарозой.

Фракцию Кг, охарактеризованную как синаптосомы. подвер
гали гипоосмоткческому шоку путем добавления 8-кратного объе
ма 5 мМ трис-HCI буфера (pH 8.1; 60 мин, постоянное перемешивание, 
0.2°). Лизат центрифугировали (54 000 g, 30 мин), и осадок ресуспенди- 
ровали в 0,32 М сахарозе и наносили по 5 мл в две пробирки, содержа
щие ступенчатый градиент фикола (3; 7,5; 9; 12; 17%), приготовленного 
на 0.32 М сахарозе. После центрифугирования (22 000 об/мтн, 90 мин, 
ротор SW-27) фракции, находящиеся на границе раздела фаз сахароза- 
фикол (К?) и различных концентраций фикола (Кт—Кп). а также на 
дне пробирки (К12), промывали в 0,32 М сахарозе (110 000 g, 40 мин).

Отпрепарированные волокна седалищного нерва лягушки Rana 
temporaria измельчали и гомогенизировали в гомогенизаторе Polytron 
(4 раза по 15 с с 15-секупдными интервалами) в 10-кратном объеме сре
ды, содержащей 0,25 М сахарозу. 10 мМ трис-HCI буфер и 1 мМ ЭДТА 
(pH 7,4; 0—2°), после чего гомогенат обрабатывали в гомогенизаторе 
тефлон-стекло (300 об/мин, 2 мин) п центрифугировали при 27 000 g 
ЗОмин (осадок Р. супернатантS). Осадок Р ресуспендировали и центри
фугировали 10 мин при 3000 g. Полученный супернатант центрифугиро
вали (27 000 g, 30 мин), и осадок наносили па 7% раствор фикола, при
готовленный в среде гомогенизации. После центрифугирования (22 000 
об/мин, 45 мин, ротор SW-27) фракции, находящиеся над раствором фи
кола и на дне пробирки (фракции Л։ и Лг соответственно), промывали 
раствором 0,25 М сахарозы (27 000 g, 30 мин). Супернатант S осажда
ли (120 000 g, 90 мин). Осадок (фракция Лз) промывали 0,25 М сахаро
зой при тех же условиях центрифугирования.

Определение активностей ацетилхолинэстеразы (АХЭ) и сукцинат- 
дегидрогеназы (СДГ) описано ранее [7, 8]. Состав среды инкубации 
для определения активностей 5'-<нуклеотидазы и глюкозо-6-фосфатазы 
предложен в ряде исследований [9, 10]. Содержание Рр образовавше
гося в этих реакциях, определяли по методу Rathbun и соавт. [11].

чг'Са и мембранные фильтры (НА, Millipore, США) были использо
ваны для определения связывания и аккумуляции Са2+ мембранны
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ми фракциями. Подробности этого подхода описаны нами ранее [12].
Содержание белка в пробах определяли по методу Lowry и соавт. [13].

Результаты и обсуждение
Характеристика мембранных фракций. Среди фракций К։—К.1։ по

лученных на ступенчатом градиенте фикола, наибольшей активностью 
ферментов-маркеров плазматической мембраны обладает фракция Кг- 
Активность СДГ в этой фракции составляет всего 7,2% от общей актив
ности фермента во фракциях К1— Кб- Эта фракция идентифицирована 
нами -как синаптосомы, что согласуется с результатами других исследо
ваний [4, 6]. Фракция 1\4 в большей степени обогащена митохондриями 
л составляет 48,4% от общей активности СДГ (табл. 1). Фракция Кь 
расположенная над верхней ступенькой фикола, по-видимому, образова
на миелином [4]. Фракции Кз и К5 представляют собой смесь синапто- 
сом и митохондрий. Во фракции Кб» полученной после высокоскорост
ного центрифугирования, обнаружена максимальная активность 5'-нук- 
леотидазы и АХЭ; примесь митохондрий в этой фракции минимальна. 
Следует однако отметить, что эта фракция обладает также максималь
ной активностью глюкозо-6-фосфатазы-фермента, который в печени и 
почках считается маркером эндоплазматического ретикулума [10]. На 
основании полученных данных можно допустить, что в головном мозгу 
глюкозо-6-фосфатазной активностью обладают плазматические мембра- 

....пт ппоисхождения, либо мембраны эндоплазматиче- ны несииаптосомного проислил^ , ՛
«лг.гяшены 5-нуклеотидазой и АХс). ского ретикулума обогащены о ну<՝ 

1 ■’ ' Таблица I
«ппкгоных ферментов во фракциях мембран из мозга

Относительная активное , * лягушк|, (Л|_Л;>)

Фракции
Щелок (% к 
белку гомо- 

1 гената)
СДГ (%) । АХЭ (%) 5'-нуклеотн- 

лаза (%)
1 люкоза-о- 
фосфатаза 

(%)

1<1 4,3 6.6
7.2

24

2,7
8.9

24
25

0,5
0,5

К, 2,1 6.3 10 0,5
1<з 2,7 48 4 3.4 2 —
к, 1.5 12 ’ [ 11.5 11 0,5
><5 
։<о
к, 
։<8 к, 
К ю ։<„ 
к,.

2,1 
2,2
0.2 
0,6 
0,1 
о.2 
0,3
0.4

1,5 
.3,0 
5.0

12.0 
ю.о 
30,0 
40,0

67,2
15.0 
60,0
10.0
5.0 
8.0
2.0

Я 
1 

. 
I 

1 
1 Г

98
0 
0
0
0
0 
О

л, 
л, 
•Ъ

11 ,2
1.2
7,3

з.о
94.0
3.0

0 
0
0

74.0
7.0

19,0
—

Примечание.
За 100% принято значение суммарной активности во фракциях

<К.-К6), (К?՜К12) L‘i '• *3'

После лизиса синаП^°”
..... .............



(табл. 1). Активности глюкозо-6-фосфатазы в этих фракциях не обна
ружено.

Для характеристики мембранных фракций, полученных из нервно
го волокна лягушки, были определены активности СДГ и 5'-иуклеоти- 
дазы. Активности АХЭ ։ка>к в гомогенате, так и во фракциях Л։—Л3 не 
обнаружено. Фракция Л|, составляющая основную часть мембранных 
фракций (11,2% от общего белка гомогената), обладает в 7—10 раз 
большей активностью б'-нуклсотидазц, чем фракции Л2 и Л3. Актив
ность СДГ во фракции.Л1 минимальна, и ее можно охарактеризовать 
как обогащенную плазматическими мембранами (табл. 1). Фракция Л2„ 
наименее представленная в нервном волокне (1,2% от общего белка го
могената), в основном содержит митохондрии. На это сказывает высо
кая активность СДГ (в 30 раз выше, чем во фракциях Л։ и Л3). Полу
ченная после центрифугирования при 120 000 ц фракция микросом (Л3) 
содержит минимальное количество митохондрий.

В дальнейших экспериментах включение 45Са изучали во фракциях 
К, (митохондрии), К6 (микросомы), К» (плазматические мембраны си- 
наптосом), Л) (плазматические мембраны нервного волокна), Л2 (ми
тохондрии нервного волокна) и Л3> (микросомы нервного волокна).

Таблица >
Зависимость Са2 -связывающей способности мембранных фракций от состава 

среды инкубации

Ткань Фракция Са2 (нмоль мг >елка 20 мни)

.Мозг

11срз

Состав ср

Свя:

Ллазмазичсскпе 
мембраны

.Митохондрии

.Микросом ы

11,!азма гическнс 
мембраны

Митохондрии
Микросомы

еды инку'ации (мМ)

зывание и аккуму.

\ я
I 15

14

0.9
15

0.8

СаС1, 
0,015

1ЯЦ11Я К1

1 и

36
30

30
5о
19

Имидаз

СаС12— 
0,025

1Льция.

109
65 
49

51
1 15
32

од-11С1 —

СаС1,- 
0,050

При ерг

180 
105
75

93
213

41

О, pH 7.4

СаС1,— 
о, 1 "

впенпи

1

4.7
3.1
1,9

1 .8 
6,2
1.2

СаСГ- 0.050“
КС1—120 
.\'аС1 -20
М8С1,-5

АТР-незавп ■
самого поглощения (связывания) 45Са с вышеперечисленными фракция
ми оказалось, что плазматические мембраны синаптосом и митохондрий 
нервного волокна обладают наибольшей Са2 ‘-связывающей способно
стью (табл. 2). В случае, когда среда инкубации содержит Ыа՜, 1< + 
и Мй2 , связывание кальция существенно снижается во всех мембран
ных фракциях, что свидетельствует о конкуренции этих катионов с 
Са2՛՜ за места связывания, либо об уменьшении доступности Са2(- 
связывающих групп под влиянием повышения ионной силы.
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Как видно из рис. 1, связывание Са2+ мембранами из нерва ля
гушки достигает насыщения уже к третьей минуте, в то время как 
энергозависимое поглощение (аккумуляция) Са21՜ более медленный 
процесс. Аналогичные результаты получены для мембран, выделен
ных из мозга крысы. В соответствии с результатами этих экспери
ментов для определения скорости аккумуляции Са2 время инкуба
ции ограничивали 1 мин. а для определения Са 4-аккумулирующей 
способности (максимального количества Са՜ , hoi лощаемого мембран
ной фракцией за счет функционирования Са2+-транспортирующих си
стем) 20 .... . Данные этих определений приведены в табл 3.

Таблица 3՜
Са2 »-связывающая способность (/). Са2 -аккумулирующая способность (2) 
II скорость аккумуляции Са2 (?) мембранными фракциями перяной ткани

Примечание. В случае

Ткань Фракция

Са'-г (нмоль-мг белка 20 мни)

1 2 3

3.2 334,2 170,1
Митохондрии

Мозг I 1лазмативеские 1 1 2.4 _
мембраны 

Микросомы 1,9 120,2 48.1

Митохондрии 0,9 19,7 9.3

Нерв Плазматические 0,1 30.6 13.54
мембраны 0,2 23,17 5.79

Микросомы

KCI 100 NaCI-20; Среда инкубации 1 Среда ни-
Состав среды инкуоашш 

(мМ)
M«CI2-5; СаС1:—0,012 
имидазол- 11CI —

J-ATP-4
J-KJIPO., 3

кубации 2

(pH 7,4)-40

митохоидрнй среда инкубации содержала 5 мМ сукцината

Т-1- как при физиологических концентрациях одновалентных ка- 
' са*т-связывающая способность мембранных фракции

гионов и • 1֊, . Са2+-аккуйулир\'ютей способности (табл. 3),к՜։_ 1()0 паз меньше их са нкь) г.
можно предположить, что основную роль в регуляции внутриклеточного
распределения кальция 
процессы аккумуляции 
органелл.

в нервной ткани выполняют энергозависимые
катиона во внутреннем пространстве везикул и

содержание белка максимальная Са2 -акку-При пересчете на . .
х пирующая способность среди мембранных фракции мозга обнаруже- 

митохондриях. В отличие от других возбудимых тканей (скелетная, 
11,1 пеена/и гпадкая мускулатура), где наибольшая скорость аккумуля
ции кальция обнаружена в саркоплазматическом ретикулуме илисарко 
лемме 112, 14], скорость аккумуляции Са֊ в 
«Сколько роз »ы;ие. чем » ш,кро;омах та&к 
склонны полагать, что ми юхондрии юлов 
основной Са2+-буферной системы цитоплазмы.

митохондриях мозга в 
3). В связи с этим мы 
мозга выпо 1НЯЮТ роль
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Са^-аккумулирующая способность митохондрий нервного волок
на в два раза меньше, чем плазматических мембран, и в 1,5 раза мень
ше по сравнению с микросомами. В плазматических мембранах также 
обнаружена наибольшая скорость аккумуляции Са2՜* (табл. 3). Таким 
образом, в отличие от головного мозга плазматические мембраны 
нервного ствола вносят основной вклад в регуляцию внутриклеточной 
концентрации Са24՜ при проведении возбуждения.

о ю 20 зо
IMUHI

Рис. 1. Кинетика ЛТР-иезависимого связывания (/—<?) и АТР-зависимой 
аккумуляции (4—6) Са2 +-мембранными фракциями из нервного волокна 
лягушки: 1. 6—микросомы; 2, 4—митохондрии; 3, 5—плазматические мем
браны. Состав среды инкубации (мМ); 1—3—имидазол-НС1—40, КС1—100, 
\аС1—20, MgCI2—5, CaCI,—0,025, pH—7,4. В случаях 5, 6—то же+АТР—4. 
К2НРО4—3; в случае 4—то же+сукцннат-Na—5. За 100% принято мак
симальное значение Са2-1- -связывающей или Ca2֊i-аккумулирующей спо

собности мембранной фракции

До сих пор мы рассматривали аккумуляцию Са2+ мембранными 
•фракциями при фиксированной концентрации АТР (4 мМ). Известно, 
однако, что при проведении возбуждения содержание АТР в нервной 
ткани существенно снижается [15]. Как видно из рис. 2, при 2-кратном 

умень шении концентрации АТР аккумуляция Са2+ митохондриями 
нервного волокна и микросомами мозга снижается на 70—90%, а 
плазматическими мембранами нерва на 40%. В других мембранных 
фракциях сродство Са2+-аккумулирующей системы к АТР гораздо 
выше.

Таким образом, системы регуляции концентрации внутриклеточ
ного Са2 в нервных волокнах и головном мозгу имеют ряд особен- 
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ностей. АТР-зависимое поглощение Са2г плазматическими мембрана
ми— ведущий механизм снижения концентрации свободного кальция: 
цитоплазмы при проведении нервного возбуждения в волокнах. В- 
центральных нейронах ситуация меняется, и митохондрии выдвигают
ся на первый план как наиболее мощная и кинетически мобильная;

Са2+ -аккумулирующей способности мембранных фрак-Рис. 2. Зависимость
иий ~о|' концентрации АТР. /-3-фракции от нервного волокна лягушки: 

плазматические мембраны, 2-микросомы. 3-митохондрии; -/, 5-фрак- 
л „..тлхпилони 5—микросомы. Состав среды инку- ции из мозга крысы: ^-митохондрии^ ^,_20. м С12-5; СаС12- 

бянии (мМ): импдазол-НС!—4и, 2 ’ 2
0 025 рН-7,4. За 100% принята Са= -аккумулирующая способность при 

концентрации А ГР 1 м:։

система аккумуляции кальция. В нервных волокнах от концентрации 
АТР существенно зависит Са2՜՛-аккумулирующая способность мито
хондрий, а в центральных нейронах головного мозга—Са2 ♦•֊аккуму
лирующая система микросом. По-видимому, именно эти системы от
ветственны за нарушение Са2-баланса нервной ткани при ухудшении 
ее энергообеспечения.
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Ca2+ UPTAKE BY MEMBRANE FRACTIONS OF RAT BRAIN 
AND FROG NERVE FILAMENTS

KRAVTSOV G. M„ MAXIMOV G. V., ORLOV S. N., POKUDIN N. I., 
R1YZHSKY G. G„ SVERDLOVA E. A. •

Department of Biology, Moscow State University, Moscow

The uptake of Ca2+ by membrane fractions of rat brain and frog 
nerve filaments has been investigated by labelled isotope technique. Pa
rameters of both ATP-independent (binding) and energy-dependent (ac
cumulation) uptake of Ca2+ by plasma membranes, mitochondria and 
microsomes from these tissues have been estimated. The results point to 
the essential role of Ca21՜ accumulation by brain mitochondria and nerve 
plasma membranes in the regulation of intracellular amount of free Ca2+.

Dependence of Ca2+ accumulating ability of these fractions on ATP 
concentration has been also studied.
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 636:612.398:577.1

УЧАСТИЕ ЭТАНОЛАМИНА И ЕГО ПРОИЗВОДНЫХ В ОБМЕНЕ 
КАТЕХОЛАМИНОВ МОЗГА И НЕЙРОАКТИВНЫХ АМИНОКИСЛОТ

КАМА Л ЯН Р. Г.

Этанолами։։ (ЭА) является активным метаболитом, широко пред
ставленным в тканях животных [1-4]. Основной путь обмена ЭД в ор
ганизме—фосфорилирование, взаимодействие фосфорного эфира с СТР 
и «к-тепиАикппия CDP-этаноламина диглицеридами с образованием фос- 
. ' „.,иня Г5—81 Этот путь обмена ЭА приводит к синтезуфатиднлэтаноламина н j

фосфолипидов, в том числе фосфатидил холи на, -который наряду со сво
бодным холином крови является основным источником синтеза ацетил- 

го in Количество последнего повышается в большей холина мозга [9—J U-
степени при включении в рацион животных метилпроизводных ЭА, чем 
холина Г12 13] Введение серина, ЭА и диметилэтаноламииа животным 
должно способствовать синтезу ацетилхолина в мозгу [13].

Вместе с тем при инкубации со срезами мозга ЭА вызывает умень- 
м опетппяснаптата Г14], поставляющего ацетат шение концентрации М-ацетнласиарк» l j

для синтеза ацетилхолина [15]. Аналог..... ЫН аффект оказывают кате-
^^^та^юА^ии-О-сульфа^^СЭА). являя^ь^ши-ибитором ГАМК-транс- 

амнназы, >>е‘3,“\"“““։а'\“"рХшюмвведениях [16-18]. В последнее 
врХ'но^Хь указания на активацию им глутаматдекарбокенла- 

3“ убывая данные о стимул,,рова  ЭЛ [19-20] и диметклэта- 
ноламлком функциональной активности мозга [18, 21]. в ,,«стояще,, ра- 
боте нами -изучено действие внутрибрюшинного введения ЭА, СЭА и 
N-ацетилэтамоламина (АЭА) на -концентрацию .катехоламинов и неко
торых аминокислот в мозгу белых крыс.

В՛ опытах были использованы ЭА («Sigma») и коммерческий отечест- 
- препарат, который перед использованием подвергали вакуумной 

венны р ' ст уд0). Для синтеза АЭА использовали перегнан-
'™ ЭЛ₽’; этялацетата [22]. Смесь из 12.2 г ЭА и 50 , зтил- 

пятили в круглодонной колбе с обратным холодильником в "Я по^ертал... вакуумной перегонке „ри .20-.22’ 
„ остаточком давлении 1 мм рт. ст. Калиевую соль СЭЛ синтезировали 
ио ранее описанному методу [23]. 

* ооо
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Опыты проводили на белых крысах-самцах массой 180—200 г. За 
час до забоя крысам вводили ЭА, СЭА и АЭА в дозе 2,5 мг на 100 г жи
вой массы. Животных декапитировали под легким эфирным наркозом. 
Забой животных, удаление мозга, взятие навесок и гомогенизацию про
водили в холодовом комнате (—4°). Аминокислоты экстрагировали, ис
пользуя 6% раствор НС1О4. Перхлорнокислые экстракты 1нейтрализова- 
лп раствором КОН и после центрифугирования выпаривали па водяной 
бане. Сухой остаток разводили в 1 мл Н2О и использовали для разделе
ния аминокислот методами многократной нисходящей хроматографии 
на бумаге в двух системах растворителей или электрофореза в пиридин- 
ацетатном буфере, pH 4,0.

Катехоламины определяли модифицированным Матлнной и сотр. 
методом [24—26]. Флуоресценцию катехоламинов регистрировали на 
спектрофлуориметре MPF-2A фирмы «Hitachi» и модифицированном 
отечественном флуориметре ЭФА ЗА с соответствующим набором пн 
терференционных светофильтров.

В табл. 1 приведены результаты определения концентрации кате
холаминов в мозгу (без гипоталамуса) «белых крыс через 1 ч после вну
трибрюшинного введения ЭА, СЭА и АЭА. Представленные данные вы

являют достоверное уменьшение концентрации норметанефрина при вве
дении ЭА и ДОФА—при введении СЭА.

Таблица 1 
Действие этаноламииа и его производных на содержание катехоламинов в мозгу и

Ги
по

та
ла

му
с Мозг б

ез
 гнп

<

гипоталвд усе, мкг/г ткани, н=10

Адреналин 11орадре
налин ДОФА Дофамин 11ормстанеф- 

рин

1|<онтро.՝и, 0,012+0,0(>2 0,34+0.02 0,022+0.004 0.36+0,02 0.077+0,006

Этаноламии

Этаноламин

0,015+0.002 0.30+0,07 0.021+0.002 0,47+0,05 0,045+0.004*

—О-сульфат 

N-ацстпл-

0.014+0.002 0,30+0+3 0,013+0,001* 0.39+0.04 0,068+0,005

этаноламин 0.017+0.003 0,35+0.04 0,՛.'5+0,003 0,42+0.05 0.072+0,006

Контроль 0.17+0,02 0,67+0,05 0,135+0,016 1,1 1+0, <>9 0,026+0,008

Этаноламин 0,29:+) .01* 0.82+0,( 4* 0,110+0.023 1.27+0.19 0.065+0,007*

* р<0.05

Учитывая, что в гипоталамических ядрах сосредоточено значитель
ное количество норадреналин- и дофаминергических нервных окончаний, 
вами исследовалось содержание «катехоламинов в изолированном гипо
таламусе. В этих опытах использовали лишь ЭА, который вызывал ста
тически достоверное повышение концентрации адреналина, норадрена- 
384



липа и .норметаиефрина в этом регионе мозга. Возможно, ЭА обладает 
избирательным действием на гипоталамус, о чем свидетельствует уси
ление под его влиянием нейросекреции гипоталамуса [20].

Являясь ингибитором ГАМК-трансаминазы мозга, СЭА путем по
вышения уровня ГАМК может влиять на уровень норадреналина [27]. 
В срезах коры мозга крыс СЭА способствует высвобождению норадре
налина [28].

Введение в наших опытах СЭА крысам не влияло на уровень ГАМК 
в мозгу. Однако СЭА и ЭА вызывали заметное снижение концентрации 
глутамата и резкое увеличение количества аланина в мозгу крыс 
(табл. 2). Недавно было показано увеличение концентрации аланина л 
таурина в мозгу при введении СЭА [18]. М-ацетилпроизводное ЭА ока 
зывает противоположное действие на уровень глутамата, нс влияя на 
концентрацию аланина в мозгу. Вместе с тем ЭА уменьшает, а АЭА 
повышает концентрацию ГАМК в мозгу.

Таблица 2 
Лействк'е этаполамина и его производных на концентрацию свободных аминокислот 

в мозгу, мкМ/г ткани, п=10

6.15+0,45* 
2,50+0,09 
3,12+0,06* 
1 ,81+0,05 
0,37+0,05

Аминокислоты Контроль Этаноламин Этаноламин- 
О-сульфат

N-ацетил- 
этаноламип

Глутамат
Аспартат 
Аланин 

. ГАМК
Тирозин

р<0,05

5,27+0,24* 
3,39+0,17 
4,05+0,10* 
2,12+0.06 
0,45+0,05*

7,48+0,28
3,01+0,20 
0,80+0,11
2,10+0.06 
0 30+0,03

8,95+0,30*
3,84+0.22*
0.88+0,08
2.41+0,08’ 

сл.*

ингибировании ГАМК-транс
гомогенатах мозга по изуче-

данные о специфическомУчитывая
аминазы СЭА, были проведены опыты на
пню влияния ЭА и СЭА на трансаминирование ГАМК- В условиях 
in vitro СЭА полностью подавлял трансаминазную реакцию ГАМК, тог-
Ti как ЭА не действовал на нее.Приеденные исследования показали, что ЭА оказывает, выражен
ное влияние „а обмен катехоламинов, но на какое его звено он деист- 
н°ет пока остается неясным. Однако отсутствие изменении в концен 
“рации катехоламинов в мозгу и наличие таковых в гипоталамусе сви- 

’ ‘ нствмст скорее всего, об усилении захвата катехоламинов из кро
ви. Известно, что ГЭБ проницаем для катехоламинов именно в облает!! 
гипоталамуса [29]. . .

Отсутствие эффекта СЭА в опытах in vivo на уровень ГАМК объ- 
по-внтимому, недостаточным подавлением ГАМК-трансами- 

озга Показано, что уровень ГАМК повышается спустя 4—8 ։ 
"аЗЬ1 ''„очпния СЭА в желудочки мозга, когда подавление активности 
лХнта достигает 60% [16]. Вместе с тем ЭА. и а особенности его 
XJXr приводит к еннже.... о концентрап....... . >, соответет-
Хщему увелпченик> аланина, но „о аспартата, что свидетельствует 
об активировав,.и трансам..... .. глутамата с .... .
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Действие ЭА и его производных на уровень катехоламинов и ней
роактивных аминокислот указывает на то, что ЭА может играть опре
деленную роль в регуляции метаболизма и функциональной активно
сти мозга.

PARTICIPATION OF ETHANOLAMINE AND ITS DERIVATIVES 
IN THE METABOLISM OF CATECHOLAMINES AND NEUROACTIVE 

AMINO ACIDS IN RAT BRAIN

KAMALIAN R. G.
Institute of Zootechnics and Veterinary, Yerevan

The concentration of catecholamines, GABA, glutamate, aspartate, 
alanine and tyrosine has been determined in rat brain after intraperito
neal infusion of ethanolamine (EA), ethanolamine-O-sulphate (EOS) and 
N-acetylethanolamine (N-AEA).

The injection of EA causes the increase in the concentration of 
noradrenaline, adrenaline and normetanephrine in the hypothalamus. EA 
and EOS decrease glutamate concentration and increase that of alanine. 
The administration of N-AEA results in the increase of glutamate and in 
the cecrease of tyrosine concentration.

in the brain cortex homogenate the transamination of GABA dind't 
change in the presence of EA, but was almost completely' inhibited 
by EOS.

However, in vivo EA decreases GABA level and N-AEA increa
ses it.

Data obtained it suggest the that effects of EA and its derivatives 
are realised through the catecholamines and different neuroactive amino 
acids.
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ДИНАМИКА ПРЕАЛЬБУМИНОВ В МОЗГУ ПРИ 
ПIИ Е РБА РОО КСИ ГЕ НАЦИ И

СИНИЧКИН А. А., СТРАДОМСКИИ Б. В.

При острой форме кислородной интоксикации обнаружены значи
тельные метаболические сдвиги в ткани НС, в том числе в ее белко
вом обмене [1]. Представляет интерес исследовать преальбумины 
мозга в связи с их низкой молекулярной массой, высокой анионностыо, 
химической реактивностью, высокой скоростью обмена, проницае
мостью через энцефалические барьеры, а также тем, что среди них об
наружены нейроспецифические белки [2]. Ранее были даны биохими
ческая и иммунохимическая характеристики «крайне кислому» белку 
мозга крыс [3], который при диск-электрофорезе в ПААГ мигрирует 
с фронтом «свидетеля» бромтимолового синего (БТС) и обозначен 
БТС-преальбумином. В настоящей работе приводится количественная 
характеристика структурной гетерогенности БТС-иреальбумина голов
ного мозга крыс и изучено изменение содержания белка в его отдель
ных компонентах при судорогах животных, вызванных действием 0,7 
МПа кислорода.

В опытах использовали белых крыс массой 200—250 г. Конт
рольную группу животных составляли интактные крысы. Животных под
опытной группы подвергали однократным сеансам гипсрбароокснгеиа- 
ции (ГБО)—0,7 МПа—до развития генерализованных судорог, затем 
декапитировалн, извлекали ткань мозга. Белки экстрагировали водой 
из расчета 250 мг/мл и подвергали препаративному диск-электрофорезу 
в 7,5% ПААГ, pH 9,5 [4]. Зону БТС-преальбумипа с R,, 1,0 вырезали. 
Белок из гелей элюировали водой. Структурную гетерогенность белка 
изучали в диск-электрофорезе в 20% геле, pH 9,5 [4].

Для количественной обработки зонального распределения белковых 
зон па электрофореграммах проводили их деиситометрированис. О со
держании белков судили по величинам площадей ников, которые вы
числяли по формуле 1 = к-с а, где I—площадь под колоколообразной 
гауссовской кривой пика, с—ордината максимума пика, а—ширина пика 
на половине его высоты, к—коэффициент гауссовской кривой, равный 
1,064. Находили процентное отношение величины площади пика соответ
ствующей зоны белка к величине общей площади пиков [4]. Определя
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ли достоверность количественных изменений содержания белка в зо
нах [5].

Разделение БТС-преальбу.мина .мозга крыс в диск-электрофорезе з 
20% ПААГ свидетельствует о его структурной гетерогенности. На 
денсптограмме выявляли 8 пиков (рисунок, таблица). Основной пик V 
содержал 49,4% белка. Пики I, II, IV, VI—VIII выявляли в виде 
небольших пиков, содержание белка в который колебалось от 6,6 до 
12,2%. На диск-электрофорсграммах в областях пиков VI и VIII обна
руживали по 2 зоны, близкорасположенные друг к другу. Пик III выяв
ляли в следовы<х количествах.

Таблцца
Распределение содержания белка в % по зонам на денсптограмме

Состоя- Номера инков
ннс жи
вотных II | III IV

Контроль 
Гинероксия

Р

8 2+1,1 12.2+2,3 следы 
10,И-2,2 25,6+ 1.6 следы 

>0,] <0,05 J —-

5.3 + 0.5
2.8+0 б

<6,05

<19,4+1,2 8,1 + 1,7
35,9+1.5 6,7+1 .2

<0.05 I >0.1

6,6+1,1 8,3+1,1 
6.7+1.0 5,3+1,2 

। >6,1 <0,05

Примечание. В каждую серию опыта брали по 6 крыс

о, in о2 in tv vw vu viu

денситограммы спектра белковых компонентов БТС-преальбу- 
крыс:_____ в контроле.................. "РИ гипербарооксигенацин;

Ор О2, I—VIII—номера пиков

Рис. Схема 
мина мозга

Развитие кислородных судорог у крыс сопровождается количест
венным перераспределением белковых компонентов БТС-преальбу.мина 
мозга крыс. Содержание белка в пике II возрастает вдвое. В пиках 
IV, V и VIII наблюдали уменьшение содержания белка в 1,9, 1,4 и 1 6 
раза соответственно. Показано появление дополнительных зон белков и 
соответствующих пиков О( и О2, составлявших 2,2; 3,6% белка.

Полученные данные свидетельствуют о значительном количествен
ном перераспределении и качественных изменениях в составе белковых 
компонентов БТС-преальбумина головного мозга крыс при острой фор
ме кислородной интоксикации. Обнаруженные сдвиги происходят за не
продолжительный период времени (25—35 мин) действия кислорода под 
повышенным давлением. Разнонаправленность изменении мы связы
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ваем с вхождением во фракцию БТС-преальбумина различных по струк
туре, свойствам, функциям и тканевой специфичности белковых компо
нентов [3].

Таким образом, преальбумины мозга, в том числе «крайне кислые» 
белки, принимают большое участие в патохимии острой формы ГБО. 
Выявленные изменения в количественных и качественных сдвигах пре- 
альбуминов в ткани мозга при ГБО необходимо связывать с суммарным 
результатом действия таких процессов, как протеолиз, диссоциация вы
сокомолекулярных .белковых комплексов, кровенаполнение сосудов и 
капилляров в ткани мозга, проницаемость энцефалических барьеров 
[1, 6, 7], а также окисление тиоловых групп с образованием дисульфид
ных связей между отдельными белками [8].

DYNAMICS OF BRAIN PREALBUMINS ON HYPERBARIC 
’ OXYGENATION

S1NICHKIN A. A., STRADOMSKY В. V.
Chair of Biochemistry, State University, Rostov-on-Don

The dynamics of 8 brain extremely acid prealbumins lias been stu
died by means of electrophoretic technique in rats with pronounced con
vulsions caused by hyperbaric oxygenation (0,7 MPa). A quantitative 
redistribution of 4 protein zones and appearance of 2 new ones has been 
detected.

ЛИТЕРА1УРА
1. Кричевская А. А., Лукаш А. И., Броновицкая 3. Г. Биохимические механизмы кис

лородной интоксикации, Ростов-на-Дону, Изд-во РГУ, с. 28—33, 1980.
2. Синичкин А. А. Укр. биохим. ж., 58, 121 —130, 1981.
3. Синичкин А. А.. Прокофьев В. Н„ Шерстнев К- Б., Кучеренко /7. А. Укр. биохим. ж., 

50, 429—434, 1978.
4. Маурер Г. Диск-электрофорез, М., Мир, 102, с. 58—59, 1971.
5. Рокицкий П. Ф. Биологическая статистика, Минск, Высшая школа, с. 88—91, 1907.
6. Синичкин А. А., Прокофьев В. Н. Бюл. экспер. биол., 87, 417—419, 1979.
7. Кричевская А. А., Лукаш А. И., Чихачев А. С. Изв. Сев.-Кавк. научи, центра высш, 

школы, 3, 8—13, 1975.
8. Тютюнников В. П. Автореф. канд. дис., Ростов, РГУ, с. 3—17, 1964.

Кафедра биохимии
Ростовского государственного

Университета Поступила 8. IV 1982

390



Нейрохимия», т. I, № 4. 1982

УДК 612.015.33:576.8.097.32

ГЛУТАМАТ, ГАМК И АКТИВНОСТЬ 
ГЛУТАМАТДЕКАРБОКСИЛАЗЫ В МОЗГУ СОБАК 

ПРИ ВНУТРИЦИСТЕРНАЛЫ1ОМ ВВЕДЕНИИ АНТИТЕЛ
К ОСНОВНОМУ БЕЛКУ МИЕЛИНА

МЕНДЖЕРИЦКИИ А. М.

В предыдущих работах было показано изменение метаболизма моз
га при действии противомозговых антител и при действии иммуно-С- 
глобулииов (1ёО сыворотки крови, содержащих главным образом ан
титела к основному белку миелина (ОЬМ) [1, 2], после их внутрици- 
стернального введения. Исследован эффект интравентрикулярного вве
дения антисыворотки к ОБМ на электрогенез коры больших полушарии 
мозга Установлено развитие глубокого тормозного состояния с выражен ой дельта-активностью. В противоположность этому введение ан- 
титё Хому мозпу провоцирует эпилептиформные судороги [3, 4].

Д я изучения механизма действия антител к ОБМ на функциональ
ное состояние коры больших ՝ о^делах'моз-
^^^щ'ве^^ия им в четвертый желудочек фракции сыво

ротки крови, содержащей а11^"г ' беспородных собаках массой 10—
Опыты поставлены ”желудочек ВВОдили 1ёО, содержащий анти- 

12 К'՜’ КОБМЫпоВметодике, описанной ранее [5]. У животных через 48 ч 
тела к ОБМ, по - г невоологическими проявлениями экс-
развивались ^25«ОАЭ)'
ПеР по“учеш,°™нтоге1,а ОБМ, мопосиецнф,тескоГ, антисыворотки к не

му „выделение фраки»" >8° «•"■» изложено ранее [5].
Глутаминовую кислоту и ГАМК определяли в бозбелкопом экстрак

те методом электрофореза на бумаге. Активность глутаматдек.рбоксп- 
’ ’ (К ф 4 1 1 15) (ГДЮ определяли по накоплению ГАМК [6]. 
ЛаЗЬВ таблице представлены результаты определения содержания глу-

Г\МК при внутрицистернальном введении 1ёО в грех отде- Т£1Мамозга собак: коре больших полушарий, белом веществе головного 
Хг“ . спичном мозгу, при введения 18С происходило снижение „а 

ОО/ а повня гтутамата в коре больших полушарии, такой же эффект на- 

бтюда к . пр» развитии ЭАЭ [7]. При ЭАЭ содержанке глутамата по- 
кпжалось также в белом веществе и спинном мозгу. При внутр,,цпетер-
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нальном введении достоверного уменьшения концентрации глутамата в 
этих отделах не отмечалось.

Введение антител к ОБМ приводило к значительному возрастанию 
содержания ГАМК в мозгу. В коре больших полушарий оно составляло 
82, в белом веществе головного мозга—93 и в спинном мозгу-—-48%.

При ЭАЭ, развитие которого связано с иммунизацией животного 
гомогенатом мозга и сопровождается судорожной активностью, проис
ходят сдвиги противоположного характера. Во всех перечисленных от
делах мозга наблюдается уменьшение концентрации ГАМК [6]

Таблица
Содержание глутамата и ГАМК (в мкмоль/г ткани) и активность

ГДК (мкмоль/г ткани/ч) в отделах мозга собак при внутрицистерналыюм 
введении антител к ОБМ (п = 7)

О т л е л ы м о з г а

Исследуе
мые 

показа гели
кора больших 

полушарий
белое вещество 
головного мозга ciniinioi мозг

контроль ОПЫТ контроль опыт контроль опыт

Глутамат

Р

9,42±
0,52

7,62+ 
0.62

<0,01

5,74+
0,28

5,48+ 
0.31 
<0,1

3.42+ 
0,25

3.94+ 
0,30
<0,1

ГАМК

Р

2.50±
0,06

4,57+
0, 10

<0,001

1,40+ 
0,05

2,71 + 
0,09

<0,001

1,33+
0,80

1,98+
0. 12
<0,001

ГДК

Р

9.00+ 
0,42

5,69+ 
0.35

<0,001

4,34+ 
0,18՜

2.69+ 
0.20

<0,01

4,25+ 
0,13

։ .95+ 
0,10 
<0,001

Активность ГДК после внутри цистернального введения антител к 
ОБМ снижалась па 36—54%, что было особенно выражено в спинном 
мозгу (таблица).

В литературе в последнее время обсуждается роль ГДК 
в процессах возбуждения и торможения в связи с регуляцией 
ею содержания ГАМК и глутамата в цитозоле нейронов [8, 9]. При 
ЭАЭ ингибирование активности ГДК коррелирует с уменьшением со
держания ГАМК [6] и некоторой судорожной активностью мозга [10]. 
При демиелинизирующих заболеваниях установлено уменьшение уров
ня пиридоксальфосфата [11], что может лимитировать активность ГДК. 
Активность ГДК лимитируется содержанием глутамата. В данной серии 
опытов установлено уменьшение его количества в коре больших полуша
рий. Снижение содержания глутаминовой кислоты можно объяснить во
влечением ее в другие метаболические пути, и в первую очередь в транс
аминирование, энергетический обмен мозга. В то же время образова
ние ГАМК может происходить другими путями, например в ГАМК- 
шунте-

Таким образом, при внутрицистернальном введении антител к ОБМ 
наблюдается появление медленноволновой активности, которая свиде
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тельствует о развитии тормозного эффекта в коре больших полушарий. 
Это согласуется с полученными данными о значительном увеличении 
содержания ГАМК именно в этом отделе мозга и в меньшей степени в 
белом веществе и спинном мозгу.

GLUTAMATE, GABA AND GLUTAMATE DECARBOXYLASE 
ACTIVITY IN DIFFERENT AREAS OF DOG BRAIN ON 
INTRACYSTERNAL ADMINISTRATION OF ANTIBODIES

MENDZHERITSKY A. M.
Slate Medical School, Rostov-on-Don

The intracysternal administration of antibodies to myelin basic pro
tein in 48 hours leads to a considerable increase in GABA concentrati
on, wich correlates with the delta-activity, developing in cortex after 
this injection. A decrease in glutamate level and glutamate decarboxy
lase activity in the cortex has been also found. I hese results were com
pared with the dynamics of these processes in animals with experimen
tal allergic encephalomyelitis.
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«Нейрохимия», т. 1, № 4, 1982

ОБЗОРЫ

УДК 547.963

ОБ ЭФФЕКТАХ НЕЙРОПЕРЕДАТЧИКОВ НА ГЕНЕТИЧЕСКИЙ 
АППАРАТ НЕРВНОЙ ТКАНИ

КОМЕТИАНИ П. А.

В обзоре обобщены данные, полученные при 
ков на генетический аппарат. Постулируется, что 
цессы, протекающие в ядрах нервных клеток теми

изучении действия нсйропередатчи- 
иейропередатчики активируют про- 
же путями, которые были описаны 

при изучении мехщ.измов их действия на синаптические мембраны, а именно „осред- 
ством системы сАМР и, возможно кальций-кальмодулниа. Эффекты нейропередатчн- 
ков на уровне ядра реализуются сАМР-зависимыми и независимыми протеш.киназчы- 
.ми реакциями. Эго находит выражение в фосфорилировании ячерных белков в том 
числе ферментов.

Результаты изучения индуктивного синтеза (Ьепмрп™.,। ментов, с одной стороны, и эф
фектов нейропередатчиков, разыгрывающихся в клеточном ядре, с другой ппивотят 
к заключению о наличии реципрокной связи между реакциям.. ' ' 1 ‘' 1 '֊•'кииями. протекающими в синаптических мембранах, и работой триады ДНК—РНК—бочок' х «елок. Эту связь можно вы
разить в виде схемы: нсиропередатчик синаптическая передача 
нетнческого аппарата—синтез ферментов, регулирующих уровень -активирование ге- 

пейропередатчиков.

м нейропередатчики стимулируют метаболическиеДанные о том, последнего времени не были изучены
процессы, известны да1 ’ществляется их действие. Большие успехи в 
механизмы, КОТОРЫМН „ ' ня нейропередатчиков на уровне синаптиче- 
изученин характера ДСВ ледования механизмов, которыми реализуется 
ских мембран [1, 4] 11 ^тичеоКий аппарат [3, 4], имели важное зна- 
действие гормонов па гс .,.,г.,.твия нейропередатчиков на процессы, 
чение в выяснении [5].
протекающие в клеточном ль химического сигнала в объединении

Нейропередатчики и'Ра1 „рцписывается исключительная роль 
нервных клеток в ансам ль. тканн> в реакциях, связанных с синапти- 
в основных процессах ’^Р^10 ИМВ1Х мембран. Установлено, что роль 
ческой передачей, работой В°3 цики выполняют и в активировании 
химического сигнала нейропер своей стороны, регулируется ин-
генетического аппарата, которы ’ щих уровень самих нейропере- 
дуктивный синтез ферментов определ™

механизма, с датчиков. Таким образом, выясняет синаптической передачи с ак- 
помощыо которого осуществляется с
тивностью генетического аппарата.
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О механизмах действия нейропередатчиков на уровне синаптических 
мембран. Исходя из положения, что нейропередатчики выполняют роль 
химического сигнала в регуляции активности нервной клетки, а послед
няя находится в исключительной зависимости от мембранных процессов, 
мы можем утверждать, что действие нейропередатчпков должно найти 
отражение в ионных сдвигах и изменениях активности мембранных эн
зимов.

Последнее десятилетие ознаменовалось крупными успехами в изу
чении молекулярных основ действия нейропередатчпков. Имеются в ви
ду факты, связанные с реализацией эффектов нейропередатчпков по
средством’ протеинкиназных (ПК.) реакции и кальций-кальмодулина на 
мембранные ферментные системы и рецепторные белки [6—И, 24—26]. 
Аналогичные механизмы используются нейропередатчиками и в активи
ровании ядерных процессов.

Решающим в изучении роли фосфопротеинов в нервной ткани бы
ло установление того факта, что стимулирование реакции фосфорилиро
вания мембранных белков происходит при участии циклических нуклео
тидов [12]. При изучении ПК. реакций была обнаружена стимуляция 
нейропередатчикамп активности циклазы, катализирующей образова
ние сАМР [13, 14], что было использовано для обоснования положения 
о химическом сигнале, который в виде гормона или нейропередатчика 
вызывает в эффекторных клетках ответные реакции при участии ПК 
реакций.

Характер ответных реакций на действие химического сигнала опре
деляется свойствами воспринимающего сигнал рецепторного белка клет
ки-мишени, а также свойствами белков-модуляторов и ферментов, ко
торые должны фосфорилироваться ПК реакциями в результате усиле
ния продукции циклических нуклеотидов [7, 8, 15] и действия .кальмо
дулина [31, 32].

Роль циклических нуклеотидов в ПК реакциях, как выясняется, не 
является универсальной. Фосфорилирование может осуществляться и 
независимыми от циклических нуклеотидов ПК- Причем эффекты ней
ропередатчиков не во всех случаях сопровождаются фосфорилирова
нием белков [16, 17], что свидетельствует о том, что в эффектах нейро
передатчпков принимают участие и другие механизмы [18], но их регу
ляция окончательно не выяснена [19].

Катионными АТРазами поддерживаются градиенты концентрации 
протонов, ионов кальция, натрия, калия. Ими в основном определяется 
функциональное состояние нервной клетки, адекватным выражением 
которого является биоэлектрическая импульсация. Все те агенты, в том 
числе и нейропередатчики, эффект которых обнаруживается в сдвигах 
функционального состояния клетки, должны действовать на катионные 
АТРазы. В отношении протонных АТРаз мы пока сведениями не рас
полагаем. О других АТРазах имеются данные, указывающие на то, что 
их взаимоотношение с нейропередатчиками имеет сложный, до конца 
не выясненный характер. Характерен, например, такой факт, что ней-
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ропередатчики при их непосредственном воздействии на Л^2*, Са2+- 
ЛТРазу никаких сдвигов в активности фермента не вызывают [20, 21]. 
Установлено, что в нервной ткани так же, -как и в мышечной, представ
лены такие белки, фосфорилирование которых без участия сАМР уси
ливает, транспорт Са2+ [17, 22].

Исходя из того, что фосфорилирование белка-модулятора 
Са2+-АТРазы является обязательным -звеном в проявлении активности 
этого фермента, и имея в виду участие ПК реакций в реализации эф
фектов нейропередагчиков, ставится под вопрос утверждение о том, 
чю нейропередатчики не влияют на М^2+-зависимую Ыа՜*՜, К'- 
А I Разу. Это противоречие было объяснено опытами, показывающими 
что в процесс высвооождения иммобилизированного кальция включа
ются как А ГР, так и нейропередатчики. Величина захвата Са21 мик
росомной фракцией֊] находится в зависимости от АТР, и этот за
хват в присутствии 0,5 мМ норадреналина снижается на 60%. Доф
амин снижает захват Са2+ на 45, а серотонин֊на 52%. С повышением 
концентрации био։ енных аминов проявляется тенденция снижения их 
отрицательного эффекта, и они могут оказывать даже положитель
ное действие на захват Са2+ [72].

Таким образом, биогенные амины, не влияя непосредственно на 
активность ՛, Са ь-А1Разы, могут снизить иммобилизацию Са2+ и 
этим облегчи 1Ь их доступ к ферменту. Это достигается выключением 
положительного действия АТР на захват Са2- [17]

Более сложные взаимоотношения обнаруживаются между нейро- 
передатчиком и №+, К+-АТРазой. Было показано, что все нейропе
редатчики вызываю։ сдвиги в активности фермента, которые в зависи
мости от концепт ранни неиропередатчика, а также других условий опы
та, бывают неравнозначны. Они могут быть вызваны тремя причинами 
Первая обусловлена локальным перераспределением Са21՜ в мембране 
под действием неиропередатчика. Вторая связана с изменениями са
мой 1Ча+, К + -АТРазы после непосредственного воздействия на нее 
нейропередатчика. Третья мотивирована активированием циклазы и 
ПК реакций.

Са՜ ингибирует Ыа+, К -АГРазу. в присутствии ЭДТА поло
жительный эффект биогенных а.мннов на активность фермента усили
вается. Отсюда можно заключить, что объяснение первой причины нуж
но искать в устранении высвобождающегося во время раздражения им
мобилизованного кальция. Вторая причина взаимодействия нейропере
датчика с Иа , К -А I Базой выяснена на примере того эффекта, ко
торый оказывает ацетилхолин на активность фермента. Показано, что 
ацетилхолин вызывает деполяризацию мембран торможением натрие
вого насоса при таком соотношении Ыа+ к К+, когда активность 
фермеша максимальна [23]. Грегий путь взаимодействия пейропере- 
д<11 шка с К'а + , К -А 1 Базой связан с теми процессами, которые про
исходят в мембране в результате фосфорилирования белка-модулято
ра, катализируемого ПК-
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Исключительное значение Са2+ в регуляции внутриклеточных 
процессов известно давно. Полученные в последнее время данные при
влекают внимание в связи с выяснением молекулярных механизмов 
взаимоотношения биохимических превращений с функцией нервной 
клетки (24—28]. Крупным успехом в изучении роли Са2*՜ можно счи
тать идентификацию кальций-рецепторного белка, названного кальмо
дулином. Ионам кальция, иммобилизированным кальмодулином, при 
инсывают роль второго химического сигнала в активации ряда фер
ментных систем, играющих ведущую роль в функциональной активно
сти нервной клетки. Кальмодулин представлен во всех тканях жи
вотных и растительных организмов, но в наибольшем количестве он 
содержится в нервной ткани (5—50 мг%). Кальмодулин принимает 
участие в активации циклазы, фосфодпэстеразы циклических нуклео
тидов. М£2н, Са21՜-АТРазы, НК, триптофан- и (тирозингидроксилаз 
[26. 29—33]. Действие кальмодулина ассоциируется с белками, модули
рующими процессы митоза и генной экспрессии [34, 35].

Пока до конца не выясненным остается молекулярный механизм 
действия кальмодулина, по не вызывает сомнения его роль в регуляции 
аденилатциклазной системы и ПК реакций.

Ферментативный распад АТР, который связан с образованием 
сАМР. находится под контролем кальций-кальмодулина. Последний 
принимает участие в регуляции и сократительной и плазматической 
М£2ь, Са՜1-АТРазы. Биоэлектрический стимул вызывает торможение 
активности плазматической М»2', Са2+-АТРазы, и Са2՜'՜ устремляется 
из внешней среды в клетку путем диффузии. Здесь он связывается 
со своим рецепторным белком — кальмодулином. Образовавшийся ком
плекс взаимодействует с рядом мембранных белков и ферментов. 
Важную роль в транспорте Са2*՜ внутрь синапсов играет протеин 1, 
являющийся модулятором синаптической передачи [36], фосфорилиро
вание которого осуществляется под влиянием сАМР-завпсимой и каль
модулин-за виси мой ПК.

Большая часть кальмодулии-зависимых ПК представлена в сииап- 
тосомах. В каком взаимоотношении они находятся с ПК, активируемы
ми сАМР. остается пока не ясным. Но необходимо учесть, что кальций- 
кальмодулин наряду с сАМР играет роль второго посредника, при уча
стии которого в ряде случаев реализуются эффекты нейропередатчиков.

Индуктивный синтез ферментов, регулирующих уровень нейропере
датчиков в нервной ткани. Общепринятым является положение о том, 
что генетический аппарат принимает участие в функциональной актив
ности нервной клетки, обеспечивая пластическим материалом структу
ры, ответственные за выполнение функции. Но остается открытым воп
рос, каким путем активируется генетический аппарат и как реализуется 
закодированная в нем информация в процессе функциональной актив
ности НС. Первые указания о путях активирования генетического аппа
рата были получены в опытах, в которых изучались изменения в голов-

397



ном мозгу активности ферментов, регулирующих уровень нейроперсдат- 
чиков в процессе тренировки и обучения.

Важное значение в изучении участия генетического аппарата в яв
лениях памяти имели исследования, 'которыми было установлено, что 
при резких изменениях соотношения содержания ацетилхолина и аце- 
тилхолинэстеразы (АХЭ) ухудшается межнейрональная передача, воз
растает порог возбудимости, удлиняется латентный период условных 
рефлексов и угасает ряд выработанных двигательных реакций [37]. 
Увеличение АХЭ активности ассоциируется с улучшением памяти. Спо
собные к обучению крысы характеризовались более высокой АХЭ ак
тивностью ткани мозга, чем крысы линии «малоспособных» [38].

Обучение и тренировка крыс сопровождались увеличением АХЭ 
активности^ коюрое носило специфический характер. Показано, что в 
процессе обучения крыс доставать пищу непредпочитаемой лапой, ак
тивность АХЭ возрастает также в контралатеральной по отношению к 
«работающей» лапе зоне двигательной коры [39].

АХЭ является ключевым ферментом в холинергических нейронах. 
Стимуляция ее активности должна быть обусловлена усилением про
дукции ацетилхолина (субстрата) и вовлечением генетического аппа-
рата в индуктивный синтез фермента

В настоящее время мы располагаем 
тельствами активирования ацетилхолином

только косвенными доказа-
генетического аппарата.

Установлено, что ацетилхолин усиливает продукцию сСМР, а послед
няя путем стимулирования ПК реакций принимает участие в регуляции 
генной экспрессии хроматина [71. Имя™™ ПДО ПЙПТНЛР ГПАПППиа
об усилении биосинтеза РНК.

[7]. Имеются и более ранние сведения
ацетилхолином [40]. Связь индукции 

ферментов со стимулированием работы генетического аппарата была 
показана в исследованиях синаптической регуляции синтеза фермен
тов, определяющих уровень биогенных
группе которых

аминов в нервной клетке, в 
оказались thdoquu тт < г^п‘ирозин-н триптофангидроксилазы [41].

Эти данные доказывают высказанные- ранее предположения [42] о 
том, что неиропередатчики выполняют пе только медиаторную функ
цию в синапсах, но и регулируют работу генетического аппарата [40. 
43].

Стимулируюшее влияние ацетилу,-,- 1 J “■'-“‘лхолина на генетический аппаратпроявляется и в изменениях активности“11исти тех ферментов, которые уча
ствуют в синтезе катехоламинов. Было „ -J п ыло показано, что индуктивныйсинтез тирозин р-гидроксилазы и Д0(Ьями„ о'1и(рамин В-гидроксилазы происходит 
в процессе деполяризации симпатического•четкого ганглия в результате раздражения холинергического нерва [411 пL .1 ■ важно отметить, что селективно усиливается индукция вышеупомяии-г,, ։у помянутых ферментов и не затрагивается активность других, также pervnun,.нс1улирующих уровень биогенныхаминов. J1

Таким образом, изучение индуктивного
деляющих уровень нейропередатчиков, синтеза ферментов, опре

выявляет пути, благодаря ко-
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торым генетический аппарат вовлекается в активность нервной клетки 
В индуктивном синтезе ферментов принимают участие и циклические 
нуклеотиды. Это говорит о том, что в роли посредника в эффектах ней- 
ропередатчиков на генетический аппарат выступают циклические нук
леотиды и, возможно, кальций-кальмодулин.

Влияние нагрузки животных свободными аминокислотами на ак
тивность генетического аппарата. Исследования показали, что продол
жительная нагрузка крыс малыми дозами аминокислот (по 125 мг 
на 1 кг массы) в продолжение 45 дней в определенном сочетании вы
зывает в головном мозгу закономерные сдвиги в распределении ами
нокислот, биогенных аминов, циклических нуклеотидов и активности 
ферментов, регулирующих их уровень, что находит отражение в функ
циональной активности головного мозга [50].

В литературе имеются указания на то, что сдвиги свободных ами
нокислот в тканях животных могут влиять на активность генетическо
го аппарата [44—49]. Односторонняя перегрузка пищевого рациона 
свободными аминокислотами вызывает дисбаланс азотистого обмена,, 
поэтому одновременно с аминокислотами в рацион добавляли кофак
торы их обмена в виде витаминов (рибофлавин, тиамин, никотинамид, 
пантотенат кальция и пиридоксин) [50].

Было изучено изменение в распределении всех аминокислот и био
генных аминов (катехоламинов и серотонина) в мозговой ткани. Уста
новлено, что при введении животным смеси глутамата и метионина 
наблюдается закономерный прирост всех аминокислот и в наибольшей 
степени метионина, лизина и глутамина. При этом имеют значение не 
изменения в распределении аминокислот вообще, а сдвиги в соотноше
нии между аминокислотами, играющими роль нейропередагчиков 
(глутамат, аспартат, ГАМК и глицин). В опытах с нагрузкой смесью 
глутамата и метионина в головном мозгу значительно увеличивается 
соотношение глутамата и аспартата к сумме глицина и ГАМК, что 
свидетельствует об увеличении соотношения возбуждающих нейропе
редатчиков к тормозным и должно найти отражение в функциональной 
активности головного мозга.

Другой факт, который должен иметь не меньшее значение, чем 
изменение в распределении свободных аминокислот в головном мозгу 
после нагрузки животных смесью глутамата и метионина, связан с из
менением содержания и распределения биогенных аминов. Было уста
новлено, что вышеуказанная смесь вызывает неравнозначный прирост 
содержания биогенных аминов, который выражается в заметном сни
жении соотношения норадреналина к серотонину.

Увеличение соотношения возбуждающих аминокислот к тормозя
щим, с одной стороны, и снижение соотношения норадреналина к се
ротонину, с другой, находит выражение в улучшении функционального 
состояния головного мозга. Специальными исследованиями было уста
новлено, что условиорефлекторная память, изученная методом проб и 
ошибок, при обучении крыс в Т-образном лабиринте, улучшалась. Под
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опытные крысы допускали меньше ошибок по сравнению с контроль
ными в решении лабиринтных задач [50].

Продолжительная нагрузка крыс малыми дозами лизина также 
вызывала закономерные сдвиги в распределении как свободных ами
нокислот, так п биогенных аминов. Аналогично смеси глутамата и ме
тионина это выражалось в увеличении соотношения возбуждающих 
аминокислот к тормозным. Но соотношение норадреналина к серотони
ну не уменьшалось, а. напротив, увеличивалось. Эти неравнозначные 
сдвиги нашли другое выражение в изменении активности головною 
мозга по сравнению с тем. что наблюдалось в опытах нагрузки смесью 
гл\тамата и метионина [51, 52].

Так как нагрузки животных аминокислотами вызывают значитель
ные сдвиги в распределении биогенных аминов п. имея в виду, что 
эффекты биогенных аминов на функциональное состояние реализуют
ся при участии циклических нуклеотидов, возникла необходимость вы 
яснить, какое действие оказывает нагрузка аминокислот на содержа
ние сАМР. Проведенные исследования показали, что нагрузка живот
ных смесью глутамата и метионина, а также лизином увеличивает 
продукцию сАМР.

В другой серии опытов были изучены эффекты введения в пище- 
>. тппптогЬана Эти аминокислоты исполь- вой рацион крыс тирозина и триптофана.

‘ ' ..... . лппснитеза катехол- и индоламинов. Г оэ-зуются как предшественники биосинтеза
..... „ .тпЖяном должна вызывать значитель- тому нагрузка тирозином и триптофаном а

аминокислот, так и оиогенны.х аминов, ные сдвиги в распределении как аминокн՝֊
Под влиянием тирозина, и в особенности триптофана, значительно 
снижается соотношение аминодпкарбоновых кис.ли к сумме 'лицина а 

.„«..mi-la биогенных аминов выражается в ГАМК, а изменение распределения оиок֊... г
.. олпппжяния дофамина. Характерным более значительном увеличении содержав в । .

как для тирозина, так и триптофана является уменьшение продукции 
сАМР. Сдвиги в распределении аминокислот и оиогенны.х аминов, вы
званные тирозином и триптофаном, находят выражише в ухудшении 
условнорефлокторной памяти. В снижении ироду кипи с следуем, 
вероятно, искать причину нарушения синаптической передан! и рабо
ты генетического аппарата.

Эффекты нейропередатчиков на синтез РН v в °' ь гах 111 eitro и 
in vivo. В литературе есть указания на то, что в 1ответ на действие ка
техоламинов усиливается биосинтез РНК [53—о ]. а Д-՝я акгизпрова 
пня рибосом требуются белки-факторы инициации [о |. хроме тою, 
имеется много данных, свидетельствующих о гом, и.) Д.>я нормально 
го течения процессов трансляции требуется фосфорилирование белков 
и модуляторов, связанных непосредственно с рибонуклеотидам!!. Ак
тивация как белков-иницирующих факторов, так и риоону клеоир лен
дов происходит путем их фосфорилирования зависимыми и незави
симыми от циклических нуклеотидов НК [57].

Исходя из положения, что в стимулировании процессов трансля
ции принимают участие ПК, а активность последних рчуллруегся 
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нейропередатчиками, была поставлена задача изучить эффект нейро- 
передатчиков на содержание РНК в нервных клетках, для чего были 
предприняты опыты, в которых исследовалось изменение содержания 
РНК после введения биогенных аминов.

Было показано, что интравентрикулярное или интракраниальное 
введение крысам норадреналина (20 мкг) вызывает заметный прирост 
содержания ядрышковой РНК в гипоталамусе и гиппокампе. Сдвиги 
в остальных фракциях РНК или не обнаруживались, или оказались 
незначительными. Важность этого факта заключается в том, что имен
но этой фракцией РНК определяется скорость продукции белка в клет
ке [58].

Адреналин оказывает неравнозначный эффект в разных структу
рах головного мозга. Изменения в содержании РНК. оказались неоди
наковыми как в разных структурах, так и в отношении разных РНК 
[59]. Серотонин в аналогичных условиях введения оказывал достовер
ное снижение содержания РНК, синтез которой усиливался в таких 
условиях опыта, когда уровень серотонина снижался под влиянием на
грузки организма ингибиторами его синтеза. Этот факт указывает на 
изменение при этом соотношения нейропередатчиков.

С целью выявления путей, посредством которых реализуются эф
фекты нейропередатчиков на биосинтез РНК, были поставлены экспе
рименты с использованием сАМР и его деривата—дибутирил сАМР. 
Был применен метод аппликации растворов нейропередатчиков и пре
паратов АМР на мозжечок при экспозиции 10—30 мин и выяснено, 
что норадреналин вызывает прирост ядрышковой РНК в клетках Пур
кинье, а аппликация ГАМК—только кариоплазматической РНК. сАМР 
и ее дибутирил-дериват достоверно увеличивает только кариоплазма- 
тическую РНК. Этот эффект циклического нуклеотида усиливается в 
присутствии теофиллина—ингибитора фосфодиэстеразы [60].

В опытах с интракраниальным введением или аппликацией раст
воров нейропередатчиков выясняется, что они вызывают сдвиги в со
держании РИК в нервных клетках, используя систему сАМР. Причину 
неоднозначных ответов нужно искать в побочных явлениях, сопровож
дающих реакцию действия нейропередатчиков, и специфике клеток- 
мишеней.

То, что нейропередатчики реализуют свой эффект на биосинтез 
РНК в нервной ткани посредством сАМР, было установлено также при 
исследовании РНК-сннтезирующей способности изолированных клеточ
ных ядер.

Крысам предварительно в третий желудочек вводили нейропере
датчик (20 мкг адреналина или норадреналина). Спустя 1 ч живот
ных декапитировали, выделяли клеточные ядра и определяли в них 
активность двух форм РНК-полимеразы. Адреналин при 1-часовой 
экспозиции приводил к значительному повышению полимеразной ак
тивности. Норадреналин в этих условиях опыта не вызывал достовер
ных изменений и посредством ПК реакции активировал другой фер
мент хроматина—ДНК-полимеразу, играющую ведущую роль в про
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лессе репликации [62]. Отсюда был сделан вывод, что -биогенные ами
ны могут оказывать влияние на матричную и полимеразную актив
ности клеточных ядер и таким образом регулировать уровень РНК и 
мозгу. К такому же заключению можно прийти па основании данных 
об изменении уровня РНК в нервных клетках иод влиянием психо
тропных веществ [61].

Антидепрессант, ингибитор МАО—трансами после подкожного 
хроническою введения стимулировал одновременно содержание био
генных аминов п продукцию сАМР. Эти изменения сопровождались 
усилением синтеза РНК и, в первую очередь, ядрышковой РНК. При 
этом активность РНК-полимеразы I увеличивалась на 100%. Аминазин 
и резерпин представители транквилизаторов, наоборот, снижали ак
тивность адепилатциклазы. Продукция сАМР уменьшалась, и одновре
менно тормозился биосинтез РНК в результате отрицательного влияния 
этих соединении на полимеразную активность. Важно отметить, что в 
препаратах клеточных ядер ни одно из взятых для исследования психо
тропных веществ не оказывало влияния на полимеразную активность, 
iai< как для реализации эффектов этих веществ на нее требуется целост
ность клетки.

Влияние нейропередатчиков на активность генетического аппарата 
путем стимуляции аротеинкиназных реакций. Langan был одним из пер
вых, обнаруживших, что сАМР стимулирует фосфорилирование ядерных 
оелков [ ]. дальнейшем было показано, что вместе с увеличением 
фосфорилирования ядерных белков улучшается способность животных 
к оохчепию [64] п высказано предположение, что положительный эф- 
фек! с • 11,1 активность генетического аппарата обусловлен дерепрес
сией Д < в результате фосфорилирования гистонов, экранирующих ее 
фрагменты, i 1ы располагаем данными, доказывающими, что нейропе
редатчики, как и гормоны вообще, принимают участие в регуляции ра
боты юиетпчсскою аппарата стимулированием ПК реакций [65—67] 
Участие неиропередатчиков осуществляется активацией синтеза нуклеи
новых кислот, а также процессов транскрипции и трансляции.

Как выясняется, в клеточном ядре представлены сАМР-зависимач 
п независимая формы ПК. О наличии сАМР-зависимой ПК можно было 
судить из указания [68] о том, что каталитическая субъединица ПК в 
присутствии сАМР транслоцируется в ядро, где происходит реассоциа
ция ПК из регуляторной и каталитической субъединицы.

Были предприняты специальные опыты с целью изучения действия 
нейропередатчиков на активность ядерных ПК. Эффекты нейропередат- 
чиков изучались при инкубации препаратов фермента в присутствии ме
ченого по терминальному фосфату АТР [69, 70]. В элюатах ферментно
го препарата после инкубации было обнаружено, что норадреналин 
усиливает включение метки в три белковых пика, обладающих ПК ак
тивностью, и в ядрах клеток нервной ткани активность этих трех форм 
ПК не зависит от сАМР.

В дальнейшем при изучении свойств вышеуказанных ПК выясни
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лось, что одна из них является, по-видимому, ДНК-зависимой полиме
разой. Если ядериый экстракт инкубировать с 3Н сАМР и фракциони
ровать на сефадексе G-200, в элюате появляется новый пик белка, с ко
торым связана меченая сАМР, ио не обладающий активностью ПК. По 
своим свойствам этот белок идентифицируется как регуляторная субъе
диница сАМР-зависимой ПК.

Исследование эффекта норадреналина на активность ядерных ПК 
показало, что этот нейропередатчик усиливает активность той ПК, ко
торая не стимулируется сАМР. Сложнее обстоит дело с регуляторной 
субъединицей ПК, представленной в ядерном экстракте, так .как усиле
ние активности одной из ядерных ПК обусловлено транслокацией ката
литической субъединииы из цитозоля. Вместе с тем выясняется, что ак
тивность этой ПК. в присутствии норадреналина в цитозоле не увеличи
вается, а снижается. Активность восстанавливается после реассоциации 
ее регуляторной субъединицы с каталитической.

То, что нейропередатчики могут действовать на ядерные процессы 
посредством ПК реакций, доказывается также опытами, в которых изу
чались сдвиги в активности фермента в присутствии соединений, изме
няющих уровень сАМР, оказывая действие па активность адеиилцикла- 
зы и фосфодиэстеразы. Полученные данные выявили, что все те нейро
тропные соединения, которые увеличивают уровень биогенных аминов 
(ингибиторы МАО), стимулируют ПК реакции, а транквилизаторы 
(аминазин и резерпин) подавляют их, трентал-ингибитор фосфодиэсте 
разы и ряд аналогов сАМР стимулируют активность ядерных ПК в 
•5— 10 раз [71].

Подытоживая сказанное об эффектах нейропередатчиков па про
цессы, протекающие в ядрах нервных клеток, необходимо отметить, что 
они реализуются тем же путем, который был описан при изучении ме
ханизмов их действия на синаптические мембраны, то есть посредством 
циклических нуклеотидов.

EFFECTS OF NEUROTRANSMITTERS ON THE NERVOUS 
TISSUE GENETIC APPARATUS

KOMET1ANI P. A.
institute of Physiology, Georgian SSR Academy of Sciences, Tbilisi

The present review deals with the effect of neurotransmitters on 
the genetic apparatus. It is postulated that neurotransmitters activate the 
processes in the nervous cells nuclei in the same way as it has been 
described for synaptic membranes, namely by means of cAMP and cal
modulin. Data on the phosphorylation of the nuclear proteins including 
enzymes present good evidence for this idea.

The study of the inductive synthesis of the enzymes stimulated by 
the membrane processes and the effect of neurotransmitters on the events 
in the cell nuclei allow us to conclude that there is a reciprocal relati
onship between the reactions in the synaptic membrane and the activity
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of the triad DNA—RNA—protein. This interrelationship may be expressed 
by the following scheme: neurotransmitter-synaptic transmission-activation 
of the genetic apparatus-synthesis of the enzymes regulating the level 
of neurotransmitters.

1.
2.
3.
4.

McIlwain H. Progress in 
Osborne N. N. Neuroch.
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«Нейрохимия», т. 1, № •!, I98Z

УДК 577.12 + 612.82:547.466.5

МЕТАБОЛИЗМ И ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ 
ГАМК-КОНЪЮГАТОВ И ГАМК-ПРОИЗВОДНЫХ

В ЦНС МЛЕКОПИТАЮЩИХ

РОЗАНОВ В. А.

Проанализированы и обобщены данные экспериментальных исследований, посвя
щенных метаболическим превращениям, возможным физиологическим функциям ,։ 
биохимическим эффектам гомокарнозина, гомоанссрина, ГАМК•холина, ГАМК-лизи- 
на, гомопантотената, ГАМК-цистатионина, ГОМК, R-окси-у-аминобутирата, ?-бутиро- 
лактона, ?-гуанидинбутирата, интрацеребрального карнитина, а, -у-диаминобутирата и 
циклических пиррольных производных ГАМК в ЦНС млекопитающих.

В ЦНС млекопитающих обнаружен ряд естественных метаболитов, 
содержащих ГАМК в виде аминоацильного остатка (ГАМК-конъюга
ты), либо представляющих собой химически модифицированную моле
кулу у-аминобу гира га (ГАМК-производные). В первую группу входят 
вещества, содержащие неизмененную молекулу ГАМК, соединенную 
амидной или эфирной связью с другими естественными метаболитами 
организма. Сюда относятся гомокарнозин, гомоансерин, ГАМК-лизин, 
ГАМК-холин, гомопанготенат и ГАМК-цистатионпн. Вторую группу со
ставляют соединения, построенные на основе молекулы ֊ГАМ1< путем 
введения новых функциональных групп или циклизации у-аминобутира- 
та. Это такие естественные метаболиты, как ГОМК, у-бутиролактон у- 
гуанидинбутират, 0-окси-у-аминобутират, карнитин, а, у-диаминобути- 
рат и производные пиррола.

Подробное описание метаболизма и физиологических функций не
которых из перечисленных выше соединений дано в монографии И. А. 
Сытинского [1]. В настоящее время в ЦНС млекопитающих открыты 
новые метаболиты I АМК, накоплены экспериментальные данные об их 
обмене и функциях. Некоторые из этих соединений нашли применение 
как нейротропные фармакоагенты [2, 3] g последние годы интенсивно 
развивается такая область нейрофармакологии, как поиск и испытание 
синтетических ГАМК-подобных соединений, обладающих эффектами 
ГАМК, влияющих на ее обмен в мозгу или модифицирующих ее нейро
физиологические влияния [4-7]. Подходы к созданию подобных соеди
нении в значительной степени основываются „а сведениях о естествен
ных ГАМК-конъюгатах и производных и их физиологической активно
сти.

Гомокарнозин и гомоансерин. Kalyankar, Meister обратили внима-
406 



ине на неснецифичность действия карнозинсинтетазы (КФ 6.3. 1. 11) из 
грудной мышцы цыпленка и показали возможность синтеза in vivo 
ряда ГАМК-конъюгатов: ГАМК-гистидина (гомокарнозина), ГАМК-1- 
и 3-метилгистидина (гомоансерина), ГАМК-лизина, ГАМК-аргини- 
на и ГАМК-орлитина [8]- В связи с этим возникло предположе
ние, что доступность субстрата (р-аланина в мышцах и ГАМК в голов
ном мозгу) определяет состав синтезируемого гистидин-содержащего 
дипептида в соответствующем органе [9]. Содержание гомокарнозипа 
(мкмоль/кг) в головном мозгу млекопитающих сильно варьирует: ми
нимальное содержание (5,0) отмечается у кошек и собак, затем -крысы 
(56,0—69,0), обезьяна (83.0), бык (103,0—144,0), кролик (179,0) н 
человек (153,0—606,0) [1, 10, 11]. У быка, обезьяны и человека содер
жание гомокарнозина в стволовой части мозга значительно превышает 
его содержание в мозжечке; в белом веществе головного мозга челове
ка уровень его выше, чем в сером [10, 11], максимальным содержанием 
гомокарнозина отличались таламус, скорлупа и красное ядро, филоге
нетически древние отделы мозга характеризуются более высоким содер
жанием дипептида [11, 12]- С возрастом содержание гомокарнозипа в 
головном мозгу людей повышается [10, 13], а в СМЖ снижается [13]. 
В течение первых 30-ти суток постнатального периода жизни кролика 
уровень гомокарнозипа в мозгу возрастает в 2,5 раза [14].

Гомокарнозин и гомоансерин близки структурно и функционально, 
их обмен катализируется одними и теми же ферментами, хотя содержа
ние гомоансерина на порядок ниже, чем гомокарнозина [15]. Из голов
ного мозга крысы выделен фермент, катализирующий образование го
мокарнозипа и гомоансерина [16], он идентичен L-гистидин: р-аланин- 
лигазе (КФ 6.3. 1. 11). Оптимум pH фермента—7,4, он требует АТР, 
Mg2 + и NAD+. В реакции расходуется молекула АТР с образованием 
АМР и РР, предполагается существование промежуточного продукта 
реакции—аминоацил-АМР [16]. В головном мозгу быка этот фермент 
синтезирует гомоансерин со скоростью порядка 7,5 нмоль/г ткани/ч [16]. 
Распределение гомокарнозин-карнозинсинтетазной активности в отде
лах мозга крыс коррелирует с уровнем гомокарнозина [12], реакция 
синтеза дипептида выявлена как в телах нейронов, так и в глии, мито
хондриях и цитозоле клеток [17]. В мозгу крыс максимальная актив
ность фермента выявлена в обонятельных луковицах, в цитозоле апи
кальной части клеток. Он имеет одинаковые величины К ш для ГАМК 
и р-аланина [18].

Гидролиз гомокарнозипа и гомоансерина (как и других дипептидов 
1 петидина) осуществляется неспецифической карнозшназой (аминоацил- 
L-гистидингидролазой, КФ 3.4. 13.3). Максимальная ее активность так
же определяется в обонятельных луковицах, но преимущественно в ми
тохондриях нервных клеток [18]. Карнознназа мозга имеетоптимум pH 
в пределах 7—8, активируется Са2н и Mg2+ и подавляется хелатирую
щими соединениями дитиотрептолом и меркаптоэтанолом [19]. Фермент 
обладает большим сродством к карнозину, чем к гомокарнозину, и об
наружен не только в головном мозгу, но и в других органах и тканях. 
Как следствие этого парентеральное введение 10 мкмоль/кг карнозина 
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и гомокарнозина приводит лишь к кратковременному подъему содержа
ния обоих соединений в головном мозгу (через 5 мин после инъекции), 
затем следует снижение их содержания, более быстрое в случае карно
зина [20].

Содержание и обмен гомокарнозина тесно связаны с состоянием 
азотистого метаболизма нервной ткани и всего организма в целом. Так, 
при резком ограничении белжа в диете (2% казеина, 3—5 месяцев) уро
вень гистидина и гомокарнозина в головном мозгу возрастал [21], од
нако гомокариозин и другие дипептиды гистидина практически исчеза
ли из мозга при кормлении животных пищей, не содержащей последне
го [22], их содержание резко менялось при В։-, В2-, В3- и Вг,-витамин
ной недостаточности [23].

При экспериментальной черепно-мозговой травме наблюдается по
вышение уровня гомокарнозина [24, 25]. При судорожной фазе кисло
родного отравления отмечается снижение содержания гомокариозина и 
ГАМК, торможение карнозинсинтетазной и тлутаматдекарбоксилазиоА 
активности. Высказывается предположение о вероятной роли снижения 
уровня гомокариозина в генезе судорог при гинероксии [12, 14, 
26, 27]. Интерес представляют данные о снижении содержания го
мокарнозина в СМЖ у больных паркинсонизмом и хореей Гентингто
на, тесно связанные с аналог ичными изменениями уровня ГАМК 
[28, 29].

Многие авторы указывают на тесную взаимосвязь метаболизма 
гомокариозина и гомоанссрина с ГАМК՜ и высказывают предположе
ние о возможной тормозной нейромедиаторной функции этих ГАМК- 
конъюгатов [2, 10. 17, 21, 26]. Действительно, по многим признакам 
(неравномерность в распределении по морфо-функциональным обра
зованиям Ц11С, быстрая хшлизация в постсинаптических структурах, 
эволюционные различия концентраций в мозгу) гомокариозин напо
минает 1 АМК. Однако прямых доказательств нейромедиаторного 

эффекта гомокарнозина и гомоанссрина нет. Гомокариозин является 
неконкурентным ингибитором ГАМ1\-а-кетоглутаратаминотрансферазы 
(ГАМК-Т) и глутаматдекарбоксилазы (ГДК)—ферментов ГАМК-шун- 
та [30].

Необходимо учитывать, что в ЦНс наряду с гомокарнозином со
держится и карнозин, причем во всех отделах мозга его содержание не
значительно по сравнению с гомоаналогом, кроме обонятельных луко
виц, где он сильно преобладает [31] и где отмечается высокая актив
ность ферментов его оомена [18]. Полагают, что обонятельные лукови
цы уникальное нервное образование, специфическим дипептидом ко
торого является карнозин [32]. В головном мозгу обнаружены также 
их N-ацетильныс производные. N-ацегилгомокарнозпн и N-ацетилкар- 
нозин [33].

ГАМК-лизин (а.-^-иминобутирил)-лииин). ц щдд г Nakajima с 
соавт. [34] сообщили об идентификации в головном мозгу кроликов 
1 АМК-лизина. Ртот дипеитнд, по-видимому, является специфическим 
для нервной ткани, в других тканях животного организма он не обнару- 
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жен. Доказано его наличие в головном мозгу крысы, морской свинки, 
кролика, быка, собаки и человека, у кошки ГАМК-лнзин, по-видимому, 
отсутствует [34, 35]. Существенных различий в его распределении меж
ду морфо-функциональными образованиями ЦНС кролика не выяв
лено [34].

Содержание ГАМК-лизина в головном мозгу примерно на порядок 
ниже, чем гомокарнозина (у кролика оно составляет 10 мкмоль/кг). 
Это, вероятно, связано с различиями в скорости синтеза или распада 
этих дипептидов, поскольку концентрация свободных лизина и гистиди
на в нервной ткани почти одинакова [33], и уровень соответствующих 
дипептидов не лимитируется различиями в доступности их компонентов. 
В мозгу человека содержание ГАМК-лизина выше, чем у низших мле
копитающих, оно значительно варьирует в его образованиях и коррели
рует с концентрацией гомокарнозина; максимальным содержанием 
ГАМК-лизина (до 140 мкмоль/кг) отличается черпая субстанция, мини
мальным (40 мкмоль/кг)—хвостатое ядро [11]. С возрастом у людей 
содержание ГАМК-лизина в головном мозгу повышается, в СМЖ—сни
жается что также коррелирует с аналогичными изменениями уровня 
юмокарпозина [13] и указывает на существование тесной взаимосвязи 
между ГАМК-лизином и гомокарнозином.

ГАМК-холин. Этому дипептиду присущ широкий спектр физиоло
гических эффектов (ингибирование секреции, антигистаминное влия
ние), ему приписывается тормозное нейромедиаторное действие [36]. 
Ингибиторный эффект ГАМК-холина показан в периферической НС ра
кообразных и ЦНС млекопитающих, в частности, ГАМК-холин оказы
вал противосудорожное действие по тесту коразоловых судорог и у 
спонтанно «судорожащих» мышей. В дозах, близких к токсическим, 
ГАМК-холин вызывал угнетение дыхания, а при непосредственном вве
дении в нейроструктуры мозга—явления, аналогичные интоксикации 
ацетилхолином [1].

Предполагалось, что именно ГАМК-холин, по конформации соот
ветствующий структуре бикукуллина, выступает тормозным нейроме
диатором, поскольку для свободной ГАМК, более существенным яв
ляется участие в азотистом метаболизме мозга [37]. Согласно другой 
точке зрения, фармакологические эффекты ГАМК-холина связаны е 
холинергической системой, а не с ГАМК-ергической.

Синтез ГАМК-холина в ткани головного мозга in vitro подтверж
ден опытами с использованием меченых препаратов ГАМК и холина 
[39] и можно предположить, что его катализирует холин-у-аминобутн- 
рилтрансфераза, аналогичная холпн-ацетплтрансферазе (КФ 2.3.1.6). 
Гидролиз ГАМК-холина осуществляется под действием неспецифиче
ской холинэстеразы (КФ 3.1. 1.8). В одной из работ, посвященных 
ГАМК-холину, описан высокочувствительный метод его индикации в 
ЦНС. Содержание его в коре головного мозга кошки составляет 12,7 
мкмоль/кг [40].

Гомдпантотеновая кислота (пантоил-ГАМК). Гомопантотеновая 
кислота (ГПК, а,у-диокси-р, р-диметил-бутнрнл-у-аминобутират) —томо- 
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аналог пантотената—естественный .метаболит ряда растений и микро
организмов описана как ковалентно-связанная форма ГАМК [41]. 
ГП1\ при парентеральном введении быстро выводится из организма п 
медленно транспортируется в мозг [42], оказывая ощутимые седатив
ный и противосудорожный эффекты [G], что послужило основанием для 
ее клинического применения.

В опытах на крысах-гнотобпонтах (исключалось возможное влия
ние микрофлоры кишечника) было обнаружено накопление в головном 
мозгу пантотснат-подобного соединения после введения [|1С] ГАМК- 
Ингибирование трансаминазного пути утилизации ГАМК, в НС приво
дило к значительному' усилению синтеза го.мопантотената [43, 44]. Это 
является прямым доказательством того, что гомопантотенат представ
ляет собой естественный метаболит животного организма. В связи с 
этим следует ожидать наличия гомопантотенат-сиптетазы и гомопанто- 
теназы в ткани мозга аналогично ферментам синтеза и распада панто
тената.

ГПК в течение ряда лет является объектом наших исследований. 
Нами были подтверждены данные о слабой биотрансфор.мации и быст
ром выведении ГПК, из организма и показано, что в первые минуты по
сле подкожного введения эквимолярных доз меченых ГПК и ГАМК 
метка ГПК. значительно преобладает над ГАМК как в крови, так и в 
головном мозгу [45]. ГПК in vivo метаболизируется до '’СОг, а в вы
деляемой животными моче среди ряда метаболитов присутствует [|!С] 
IАМК. Интенсивность катаоолизма гомопантотената кальция при его. 
парентеральном введении мышам в дозе 1,5 ммоль/кг массы оценена в- 
пределах 6—8% ()Т введенной дозы за 6 ч [46]. В экспериментах пока
зано, что многократное введение П-гомопантотената кальция в дозе 
150 мкмоль/кг массы вызывает торможение ГАМК-шунта в головном 
мозгу животных, особенно в течение первых часов после последней 
инъекции [47]. Эти функциональные взаимоотношения между экзоген
ной ГПК и системой ГАМК имели место (в несколько видоизменном 
виде) и при экстремальных состояниях организма, в частности при ло
кальном воздействии на область головного мозга у-лучей [48]. Итогом 
этих исследований явилось представление о возможной регуляции аль
тернативных путей окисления а-кетоглутарата в нервной ткани панто- 
тенат-подобными соединениями, в частности гомопантотенатом [49]. 
Описанные особенности влияния ГНК на систему ГАМК головного моз
га подтверждены рядом авторов [50, 51].

Г АМК-цистатионин (ГАМК-серин-гомоцистеин). Ранее сообщалось 
о существовании взаимосвязи между цистатионином и ГАМК. В голов
ном мозгу кроликов с эпилепсией уровень ГАМК и цистатионина сни
жался пропорционально [52]. Выявлено, что у-тиоцианаминомасляная 
кислота является субстратом пиридоксальзависимой нистатионазы 
(КФ 4.4. 1. 1), которая расщепляет ее на а-кстобутират, NH3 и тиоциа
нат (аналогично действию па цистатионин) [53]. ГАМК-цистатионин 
был выделен из головного мозга человека и идентифицирован в 1977 г. 
[54]. Выявлено, что концентрация этого ГАМК-конъюгата в окципи- 
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тальной коре, бледном шаре, покрышке, черной субстанции, таламусе, 
зубчатом ядре составляет 10,0—-90,0 мМ, что сравнимо с уровнем 
ГАМК-лпзина. В СМЖ содержится 0,1—0,2 мкМ ГАМК-нпстатионина. 
В головном мозгу новорожденных он практически отсутствует, но с воз
растом его содержание нарастает. ГАМК-цистатионнн не был обнару
жен в головном мозгу крыс, кошек и низших обезьян, но найден у ба
буинов [54].

ГОМК (у-оксимасляная кислота) и ГБЛ (у-бутиролактон). VOtAK. 
является метаболитом ГАМК, предшественником энергетически важ
ных субстратов мозга. I БЛ образуется из ГОМК, как полагают, в ре
зультате процесса лактонизации, осуществляемого специфическим фер
ментом. Другим вероятным продуктом превращения ГОМК является 
обнаруженный в организме млекопитающих 1,4-бутандиол, существо
вание которого в ЦНС пока не доказано [1]. Присутствие ГОМК в 
ЦНС является следствием восстановления образующегося в резуль
тате переамиппроваппя из ГАМК янтарного полуальдегида (ЯПА); в. 
гиппокампе, среднем мозгу и мозжечке морских свинок этот процесс 
происходит интенсивнее, чем в других нейроструктурах [55]. В голов
ном мозгу крыс наибольшая скорость этой реакции выявлена в мозжеч
ке, перегородке мозга и коре больших полушарий, наименьшая—в ги
поталамусе и черной субстанции- Реакция восстановления ЯПА наибо
лее интенсивно происходит в цитозоле в присутствии NADPH2 [56]. 
Ранее приводились данные о том, что восстановление ЯПА в ЦНС 
осуществляется обратимо действующей лактатдегидрогеназой [1]. В 
последнее время полагают, что эта реакция катализируется по меньшей 
мере двумя NADP-зависнмыми ферментами, отличными от лактат- и 
алкогольдегидрогеназы [56]. В то же время есть данные, что обрати
мое превращение ГОМК tZ ЯПА катализируется NADP-зависимой алко
гольдегидрогеназой с М 31—38 000 дальтон [57]. Природа и специфич
ность фермента, катализирующего эту реакцию, требуют дальнейшего 
изучения.

Вероятно, ГАМК превращается в ГОМК с достаточно большой 
скоростью. Так, в опытах in vivo уже через 30 с после введения мече
ной ГАМК через хронически имплантированный катетер в боковой же
лудочек мозга обнаруживалось максимальное включение метки в 
ГОМК. Период обновления ГОМК составляет 26 мин. введение амп- 
нооксиуксусной кислоты (ингибитора переаминировання ГАМК) тор
мозит образование ГОМК из ГАМК [58]. Логическим завершением 
этих исследований стали работы, продемонстрировавшие включение 
метки глутамата в ГОМК [59, 60].

Убедительно доказано также обратное превращение ГОМК в 
ГАМК. При нагрузке ГОМК уровень ГАМК в головном мозгу незна
чительно, по достоверно возрастал [61], значительная часть радиоак
тивности ГОМК через 15—180 мин обнаруживалась в составе амино
кислот, главным образом, в аланине, глутамате и ГАМК [62]. Эти дан
ные были неоднократно подтверждены [63, 64). При внутривенном вве
дении меченая ГОМК легко поступает в головной мозг, время полу- 
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жизни ее составляет 5 мин, метка через 2—3 мин включается в аспар
тат, через 10 мин—в глутамат и глутамин, медленнее всего- в ГАМК 
[69]. По всей видимости, превращение ГАМК в ГОМК происходит ин
тенсивнее, чем обратный процесс.

Углеродный скелет как эндогенной, так и экзогенной ГОМК быст
ро вступает в цикл трикарбоновых кислот на уровне сукцината. При 
введении крысам в желудочек мозга [1-иС] ГОМК и [1-иС] сукци
ната включение метки в ''СОг было практически одинаковым. Предпо
лагается, что превращения I ОМ1\ катализируются в особом, быстро 
метаболизирующем компартменте головногочч՝мозга, сосредоточенном в 
глиальных клетках и синаптосомах [65]. Получены данные, подтверж
дающие р-окисление ГОМК, в частности, при нагрузке у-бутиролакто- 
ном в моче людей повышалось содержание 3,4-диоксибутирата [66], 
однако этот пу гь, по-видимому, не является основным, как предпола
галось ранее [1].

Прямых доказательств лактонизации ГОМК и обратного превраще
ния ГБЛ в ГОМК или в 1,4-буI анднол в ЦНС и сведений о специфиче
ских ферментах, катализирующих эти процессы, в литературе нами не 
обнаружено. Есть данные, .что 1,4-бутандиол может в организме -крыс 
превращаться в ГОМК и, следовательно, выполнять роль ее резервной 
формы [67].

ГОМК обладает выраженным противогипоксическим эффектом, 
что, вероятно, связано с ее быстрым превращением в ЯПА а затем в 
энергично окисляемый сукцинат [1, 3], усилением окислительных про
цессов [68], активацией утилизации глюкозы мозгом [69] под ее влия
нием. ГБЛ в противоположность ГОМК угнетает утилизацию глюкозы 
тканью мозга и -энергообмен в нервной ткани [70].

Седативное, наркотическое и снотворное действия ГОМК и ГБЛ 
хорошо известны [1—3, 6], они, очевидно, реализуются в силу влияния 
на дофаминергические нейроны. Согласно многочисленным эксперимен
тальным данным, ГОМК повышает уровень дофамина в СТриопаллпдар- 
ной системе, блокируя высвобождение вновь синтезированного нейроме
диатора и замедляя его обмен. Эти эффекты ГОМК коррелируют с ее 
анестезирующим и седативным действием [71]. Введение ГБЛ в зави
симости от дозы, длительности наблюдения, вида животных и исследуе
мого отдела ЦИС вызывает как понижение [72], так и повышеиие г 73 
74] уровня дофамина. Необходимо учитывать, что это эффекты экзоген
ных ГОМК и ГБЛ, применяемых в больших дозах (до Ю00 мг/кг 
массы).

„пгтчвляют данные о том, что ГОМК яв-Значительный интерес пред , ментов обмена ГАМК-глутамат- 
ляется конкурентным ингибитор - 1 111Отрансферазы [75], воз- декарбоксилазы и ГАМК-а-кстоглутарат^
можно, с этим также связаны ее эф > [ТМК. впервые описанная 

у-Гуанидинмасляная кислота (11 >՛
как продукт окисления аргинина, широко распространена в животном и 
растительном мире [76, 77], ее содержание в головном мозгу млекопитаю
щих сравнимо с содержанием ГАМК-лизина, 
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порядок меньше содержания гомокарнозина, в частности, в головном моз
гу теленка, собаки и человека оно составляет 34,0; 55,0 и 34,0—69,0՛ 
мкмоль/кг. ГГМК содержится не только в головном мозгу, но и в дру
гих органах и тканях [78]. Синтез ГГМК ш vitro и in vivo осущест
вляется вследствие аргинин: ГАМК-трансаминирования [1, 79], мож 
но предположить, что эту функцию выполняет L-аргинин-ГАМК-амидин- 
трансфераза, аналогичная L-аргиннн-глнщин-амидинтрансферазе (КФ 
2. 1.4. 1). Реакции образования ГГМК придается особое значение как. 
вероятному механизму синтеза мочевины в головном мозгу [79]. Ак
тивность фермента, расщепляющего ГГМК с выделением мочевины_
у-гуанидинбутпрат-уреогидролазы или у-гуанидинбутпрат-амидиногндро- 
лазы (КФ 3. 5. 3. 7) в головном мозгу крыс, всего лишь вдвое ниже, чем 
активность аргиназы (КФ 3.5.3. 1); этот фермент сосредоточен в цито
плазматической и синаптосомпой фракциях нервной ткани, активность 
его в глин выше, чем в телах нейронов [80]. Таким образом, ГГМК яв
ляется типичным гуанидиновым производным, тесно связанным с обме
ном аргинина. Выделение этого соединения с -мочой (как и других 
производных гуанидина) усиливается при гипераргпнппгмпп . де
тей [81].

Экспериментальные данные свидетельствуют о возможности взаи
модействия ГГМК 11 других со-гуанндинаминокислот с ГАМК-рецепто
рами НС [82, 83], в связи с чем они выступают .как слабые конкурент
ные антагонисты ГАМК [84]. ГГМК, ио данным рентгеноструктурного 
анализа, относится к конформационно-лабильным соединениям [85], 
что хорошо согласуется с приводимыми ранее сведениями о ГГМК как 
о судорожном агенте, действие которого проявляется при парентераль
ном и интрацистернальном введениях [1, 2].

^-Окси-у-амчномасляная кислота (БОГАМК). БОГАМК в ЦНС. 
млекопитающих образуется, по-видимому, в результате р-окисления 
ГАМК- Предполагается, что у-аминобутирпл-СоА окисляется до р-ок- 
си-у-аминобутирил-СоА, затем аминогруппа переносится на а-кетоглу- 
тарат, р-оксибутприл-СоА окисляется дальше обычным путем [1]. 
БОГАМК может возникать в этой цепи реакций в результате деацили
рования.

Имеются сведения о возможности р-окисления ГАМК в головном 
мозгу. Для этого процесса необходимы ATP, FAD и Pj. Реакция 
ускоряется Mg2+, ингибируется Na+, NAD+ и метиленовым синим 
[86]. Приведены косвенные доказательства образования бутирил-СоА 
из ГАМК, и I ОМК в организме и высказано предположение, что этот 
процесс имеет большое значение для регуляции метаболизма [87].

Содержание БОГАМК в головном мозгу крысы (48О.О±20.Э 
мкмоль/кг) на порядок ниже, чем содержание ГАМК [88], но примерно 
ь 10 раз выше, чем содержание ГГМК- Для БОГАМК, как и для ГАМК, 
характерно тормозное влияние на НС [2, 88]. В последнее время одно
типность влияния I АМК и БОГАМК неоднократно была подтверждена 
[84, 88].
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В опытах in vitro БОГАМК при добавлении в инкубационную сре
ду стимулировала выход ГАМК, из синаптосом [89], возможно, это свя
зано с тормозным эффектом БОГАМК, то есть ее действие опосре
довано.

Карнитин. Изолированные из головного мозга кротонбетаин и кар
нитин оказались сильными судорожными агентами [90]. Одновремен
ное существование в головном мозгу у-бутиробетаина и карнитина да- 
ло основание предполагать, что синтез карнитина в нем осуществляет- 
ся путем метилирования аминогруппы ГАМК, с последующим гидрокси
лированием у-бутиробетаипа [91], не исключено также образование 
карнитина метилированием аминогруппы БОГАМК [1].

Несмотря на обнаружение в головном мозгу у-бутиробетаина, кар
нитина и карнитил-СоА [90], превращение ГАМК в карнитин, в том 
числе меченой ГАМК, экспериментально нс подтвердилось [91]. Основ
ным путем синтеза карнитина является 'последовательность реакций, 
включающая метилирование лизинового остатка, входящего в состав 
белка, с последующим протеолитическим освобождением co-N-триметил- 
лизина, который расщепляется альдолазой с образованием y-N-тримс- 
тилбутирата (у-бутиробетаина), последний при гидроксилировании пре
вращается в карнитин [92, 93].

Нейротропные эффекты карнитина, вероятнее всего, обусловлены 
его структурным сходством с ГАМК, так как по происхождению карни
тин имеет к ней лишь косвенное отношение.

а, у-Диаминомасляная кислота (ДАМК) пр„ парентеральном вве
дении проявляет себя как судорожный агент [2]. ДАМК и продукт ее 
декарбоксилирования 1,3-диаминопропан идентифицированы в голов
ном мозгу быка [94]. ДАМК сильно ингибирует поглощение ГАМК 
срезами мозга [95] и синаптосомами [96], усиливает аналогично К’ 
выход меченой ГАМК из срезов [97] и синаптосом [98], не оказывая 
существенного влияния на активность ферментов обмена ГАМК [99]. 
Большинство экспериментальных данных свидетельствуют о том, что 
ДАМК оказывает ингибирующий эффект на процесс поглощения ГАМК 
в нейрональных, ио не в глиальных структурах [100]. Сама ДАМК. ве
дет себя аналогично ГАМК—активно поглощается срезами головного 
мозга [101], локализуясь при этом в терминалях [102], а также спо
собна выходить из срезов при смене среды инкубации,'что позволяет 
приписывать ей псевдомедиаторные свойства по отношению к ГАМК 
[103]. Вероятно, именно конкурентные отношения между ГАМК и 
ДАМК лежат в основе судорожного действия этого соединения

Продукты циклизации ГАМК—производные пиррола. До недавне
го времени соединения этого типа (пирролины, пирролидины и пирро
лидоны) исследовались главным образом как синтетические фармако
агенты [3]. Однако имеются сообщения о том, что они являются естест
венными метаболитами организма млекопитающих. В частности, пока
зано превращение путресцина в печени крысы в Д'-пирролин, а затем в 
2-пирролидон, а также обратное превращение последнего в ГАМК [104] 
Другим идентифицированным в ЦНС продуктом циклизации ГАМКяв- 
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ляется 2-нпрролидинон. Полагают, что между ГАМК и продуктами ее 
циклизации, в частности 2-пирролндинОном, содержание которого в ин
тактном головном мозгу сравнимо с количеством других ГАМК-конъю
гатов и производных (42,9 мкмоль/кг), существует равновесие, которое 
может иметь значение для регуляции уровня ГАМК [105]. В функцио
нальном отношении пиррольные производные ГАМК (2-пирролидон, 1- 
окси-3-амино11ирролидон-2 и пирацетам) известны как фарсмакоагенты 
с тормозным действием, частично имитирующие эффекты ГАМК [3, 6]. 
Подчеркивается быстрое пропп.кновеиие этих соединений через ГЭБ и 
возможное превращение в ГАМК или ГОМК в головном мозгу [5].

Закл ючение

Известные на сегодняшний день естественные метаболиты ГАМК с 
точки зрения их структуры, метаболизма и функции были разделены 
вамп на две группы—ГАМК-конъюгаты и ГАМК-производные. В состав 
ГАМК-конъюгатов ГАМК входит в неизмененном виде, а ГАМК-произ
водные представляют собой самостоятельные вещества, построенные на 
основе ГАМК путем химической модификации ее молекулы. В связи с 
этим ГАМК-конъюгаты .целесообразно рассматривать как резервные 
формы ГАМК, обладающие физиологической активностью. В отличие 
от них ГАМК-производные—это, скорее, формы деградации ■у-аминобу- 
тирата, появляющиеся на путях ее метаболических превращений (на
пример, при включении в цикл Кребса, как ГОМК н ГБЛ, или при р- 
окислениидкак БОГАМ К). Следует подчеркнуть, что все ГАМК-коныога- 
ты в физиологических условиях обладают ГАМК-подобным эффектом, 
а некоторые из них рассматриваются как вероятные нейромедиаторы 
(гомокарнозин, ГАМК-холин) [10, 17, 21, 26, 37]. В противоположность 
этой группе веществ среди ГАМК-производных есть функциональные 
антагонисты ГАМК֊—это судорожные агенты ГГМК, ДАМК, карнитин 
[2,90]. Вероятно, это связано с том, что ГАМК-конъюгаты, содержащие 
целую молекулу ГАМК, сохраняют важнейшие функциональные груп
пы («ониевую» и карбонильную), представляющие собой заряженные 
центры [6, 100], необходимые для взаимодействия с ГАМК-рецептором 
и, следовательно, для проявления ГАМК-ергичсской активности. Среди 
ГАМК-производных лишь БОГАМК содержит эти группы в неизменен
ном виде; ГОМК, ГБЛ действуют опосредованно, через дофаминерги
ческие пути, а циклические производные пиррольного типа, по-йндн.мб- 
му, разрушаются в мозгу с образованием ГАМ К [5].

ГАМК-конъюгаты и ГАМК-производные, очевидно, несут многооб
разную функциональную нагрузку. Некоторые из <них в отличие от 
ГАМК хорошо проникают через ГЭБ, например, ГОМК, пиррольные 
производные, в известной степени гомопантотенат [5, 45, 69]. Возмож
но, синтез этих соединений в экстраневральных структурах позволяет 
углеродному скелету ГАМК, проникать в мозг с последующим внутри
мозговым образованием молекулы функционально активного нейроме
диатора. Особый интерес в этом отношении представляет ГОМК, кото-
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рая может образовываться непосредственно в стенке капилляров мозга,, 
обладающих ГАМК-Т-активностыо, и гомопантотенат, синтезируемый 
микрофлорой 1кишечни'ка. Функция ГАМК-конъюгатов как резервных 
ковалентно-связанных форм ГАМК подкрепляется тем обстоятельством, 
что их образование в головном мозгу легко обратимо. Их распад, проис
ходящий интенсивнее, чем синтез [20], осуществляется малоспецифич
ными гидролазами, что приводит к высвобождению ГАМК. Образова
ние же ГАМК-производных (за исключением ГОМК, ГБЛ, ГГМК и пир
ролидинов) предусматривает дальнейшее превращение этих соединений 
по метаболическим путям, уже не связанным с ГАМК- Для них более 
характерны самостоятельные функции. Тан, ГГМК может участвовать в 
синтезе мочевины в головном мозгу [79], карнитин служит для перено
са ацилов через мембраны митохондрий [92], система превращений 
ЯПА^ГОМК выступает в роли буфера, регулирующего соотношение 
окисленных и восстановленных форм пиридиннуклеотидов [68].

Важной функцией ГАМК-конъюгатов и производных является их 
влияние на обмен ГАМК и реализацию ее постсинаптических эффектов. 
Продукты обмена ГАМК служат факторами регуляции ее обмена, что 
является отражением общей закономерности обмена нейромедиаторов и 
гормонов [106].

Таким образом, ГАМК-конъюгаты и ГАМК-производные представ
ляют собой две разновидности естественных метаболитов ГАМК, разли
чающихся по происхождению и функциональной активности. Многие 
стороны их метаболизма, особенно количественные характеристики их 
синтеза и распада, компартментализация, распределение между нейро
нами и глией, не до .конца выяснены.

METABOLISM AND PHYSIOLOGICAL FUNCTIONS OF GABA- 
DERIVAT1VES AND GABA-CONTAINING COMPOUNDS IN THE 

CENTRAL NERVOUS SYSTEM OF MAMMALS

ROZANOV V. A.
State Medical School, Odessa

The experimental data dealing with metabolic conversions, possible 
physiological functions and biochemical effects of homocarnosine, ho. 
moanserine, GABA-choline, GABA-lysine, homopanthotenic acid, GABA- 
cystathionine, -j-hydroxybutyric acid, (Fhydroxy֊-[-aminobutyric acid, 
7-butyrolactone, f-guanldinebutyrate, cerebral carnitine, a, f-dlaminobu- 
tyric acid and cyclic pyrrol derivatives of GABA in the central nervous 
system of mammals are reviewed.
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:Нейрохимня», т. 1, № 4, 1982

ХРОНИКА.

МЕЖДУНАРОДНОЕ СОБРАНИЕ НЕЙРОХИМИКОВ

В сентябре 1981 года в Англии (г. Ноттингем) состоялось очередное VIII собрание 
Международного нейрохимического общества, в работе которого участвовало более 
900 делегатов из 30 стран мира. Собрание открыл президент Международного нейро
химического общества проф. М. Aprison (США). Председатель местного организацион
ного комитета проф. J. Newthorne (Англия) приветствовал участников и ознакомил их 
с программой.

Работа этого нейрохимического собрания была организована в виде симпозналь- 
ных и секционных заседаний, а также стендовых докладов и бесед за круглым столом. 
Было представлено 637 докладов и сообщений. Наиболее активными участниками (по 
количеству докладов) были Англия, США, Франция, Швеция, Италия, Япония, Фин
ляндия, Канада, Нидерланды. Несмотря на то, что в СССР нейрохимические исследо
вания получили большое развитие, на этом собрании было лишь 4 доклада из нашей 
страны. Можно надеяться, что на следующих международных нейрохимических кон
ференциях будет представлено больше работ, достойно отражающих истинную карти
ну исследований советских нейрохимиков.

Заседания проходили в одном здании, где все залы и коридоры были оснащены 
телевизионными установками, информирующими о программе и ходе проводимых за
седаний во всех залах. В последний день на конференции были заслушаны отчеты ру
ководящих органов общества, избран новый состав президиума общества и Оргкоми
тет очередного IX собрания Международного нейрохимического общества, которое со
стоится в июле 1983 г. в Ванкувере (Канада). Президентом Международного нейрохи
мического общества па новый срок был избран Е. Kwamme (Норвегия), секретарем— 
Е. Porcell'ati (Италия), казначеем—A, Boulton.

Из Советского Союза в Совет общества избран П. А. Кометиани, а в программный 
комитет—А. А. Галоян.

Кроме основного собрания, которое состоялось в Ноттингеме, были организованы 
следующие сателлитные симпозиумы:
1. Регенерация нервной системы.
(Катания, Италия, 1—5 сентября 1981 г.)
2. Клеточные и молекулярные механизмы созревания (Св. Винсент, Италия, 27—29 

августа 1981 г.)
3. Метаболизм фосфолипидов в нервной системе (Бирмингем, Англия, 12—15 сентября 

1981 г.)
4. Тнреотропнн-рилизинг гормон (Ноттингем, 11 13 сентября 1981 г.)
5. Фармакологические и нейрохимические подходы к мышечной дистрофин (Лондон, 

3—5 сентября 1981 г.)
В программу собрания были включены следующие 13 симпозиумов:

1. Новые аспекты рецепторов нейротрансмиттеров (физиологическая регуляция и мо
лекулярная генетика)

2. Иммуногистохимия
3. Миелиногенез
4. Биосинтез и метаболизм нейропептидов
5 Пуриновые производные в нейропередаче
6. Аминокислотные трансмиттеры и нейрон-глиальные взаимоотношения
7. Перинатальные биохимические изменения и развитие мозга
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8. Моноаминооксндаза: клинические и фундаментальные проблемы
9. Взаимоотношение трансмиттеров в базальном ганглии
10. Иммунный ответ к белкам нервной системы при нейрологических заболеваниях
11. Визуальная система как нейрохимическая модель
12. Нейрохимические корреляты поведения
13. Наследственные и приобретенные болезни углеводного обмена

На заседаниях за круглым столом и коллоквиумах обсуждались вопросы, относя
щиеся к нейрофиламентам, нейрохимической роли Са2+, незаменимым жирным кисло
там и простагландинам, механизмам нейротоксических заболеваний, использованию 
жидкостной хроматографии высокого разрешения в нейрохимии, фосфорилированию 
протеинов и т. д. Были заслушаны также доклады по биохимии астроглиальных куль
тур, нейрохимическому эффекту этанола на ЦНС, структуре и биохимической органи
зации хромаффинных грануд и т. д.

В данной статье приводятся лишь основные данные по белкам и пептидам, многие 
из которых были впервые доложены в Ноттингеме։.

О. Langley и др. из Страсбургского нейрохимического центра (Франция) изоли
ровали из мозжечка крыс путем обработки тритоном Х-100 нерастворимый конканава- 
лин Л (КопЛ)—связывающий гликопротеин и получили иммунную сыворотку против 
этого белка с М 24 000. Эта сыворотка строго специфично связывается с клетками 
Пуркинье, что было показано электронномикроскопически с помощью иммуноперок
сидазной гистохимической методики. Функция этого гликопротеина еще не выяснена.

В. Moore (США), открывший нейроспецифический белок S-100, на этом собрании 
представил данные о его субъединичном строении. Получив этот белок из мозга крупч 
лого рогатого скота и других видов животных в индивидуальном виде, автор иссле- 
довал его иммуноэлектрофорстическим методом на тритон-мочевина-ПААГ. Ему уда
лось идентифицировать не менее 7 субъединиц, которые имели размер около 10000 
дальтон при хроматографировании на гуаниднн-НШ-сефарозе. У различных животных 
обнаруживается аналогичная картина, но соотношения этих субъединиц у разных жи
вотных отличаются.

Тот же автор с сотрудниками выделил из синаптических мембран и из синаптиче-։ 
ских везикул путем дифференциального центрифугирования гликопротеин, содержащий 
остатка галактозы или галактозамина. Мембраны обрабатывали нейраминидазой, ко
торая удаляет концевую сиаловую кислоту и облегчает получение ноли пептидных фраг
ментов Удалось выделить полипептиды с М 66000 (ИЭТ—7,6), 39000 (ИЭТ—7,4—7,81), 
27000 (ИЭТ—5,1), 26000 (ИЭТ—8,5) и 48000 (ИЭТ—7,5).

Y. Takahashi и К. Sakimure (Япония) выделили из мозга крыс мРНК, кодирую
щую нейроспецифическии белок 14-3-2, являющийся маркером при изучении процессов 
клеточной дифференциации в ЦНС. Размер этой РИК 19—20 дальтон. Используя очи
щенную РНК, им удалось выделить соответствующую ДНК, что дает возможность ме
тодом генной инженерии получить белок 14-3-2.

J. Gurd и др. (Канада) идентифицировали КонА-связывающие белки, связанные 
с мембранами синапсов ЦНС. Эти высокомолекулярные гликопротеины реагируют с 
несколькими лектинами, в том числе с КонА, WGA (Wheat Germ Agglutinin) и с 
фукозосвязывающим протеином. Они находятся в ряде регионов мозга, и появление 
этих белков идет параллельно с развитием процессов еннаптогенеза. Манноза, входя
щая в состав олигосахаридной части гликопротеина, связывается через N-гликозидиую 
связь с аспарагином белковой молекулы. К. Uemura и corp. (Япония), S. Stein и 
S. Brostoif (США), М. Kadlubowski u J. Huges (Англия) доложили о структуре и 
функции белка Р2 человека и быка.

Белок Р2, содержащий большое количество основных аминокислот, локализуется 
в миелиновои мембране периферической НС и, возможно, является антигеном, вызы
вающим аллергические невриты. Однако предыдущие попытки этих авторов вызвать 
экспериментальный аллергический неврит у морских свинок и кроликов не увенча
лись успехом. На этом собрании они привели данные о том, что белок Р2 быка вы-
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зывает аллергический неврит у крыс Lewis-a. Для того, чтобы идентифицировать 
пептидные участки, ответственные за это действие в протеине Р2. К. Uemura н сот;։, 
установили полную аминокислотную последовательность этого белка путем анализа 4 
нианоген-бромидных пептидов и 12 пептидов, полученных путем распада белка про
теазой стафилококка V3. Этот белок содержит 131 аминокислотный остаток. 
Человеческий белок Р2 был изучен под влиянием протеазы V8. В этом белке 
пептид СВ2 (93 аминокислотных остатка, 21—113) Обладал биологической актив
ностью, вызывая невриты у крыс Lewis-a. Интересно, что если белок Р2 кролика 
смешать с липидами, то он также приобретает способность вызывать невриты у эти» 
крыс. Белок Р2 быка, как отмечалось, сам вызывает невриты у этих крыс и может 
быть более мощным иевритогенным фактором, чем Р2 кролика.

В 1930 г. W. Gispen и .1. Jolies (Нидерланды) вместе с Н. Zwiers (Zwiers Н. 
el al.. .1. Neurochem., 34, 1689 — 1699) сообщили об очистке и некоторой характери
стике Са։+/кальмодулин чувствительной киназы, связанной с мембранами мозга 
крыс (70 К, ИЭТ 5,5). На этом собрании они показали, что структурно близкие к 
АК.ТГ пептиды оказывают ингибирующее влияние на этот фермент. Был выделен и 
очищен одни из субстратов этого фермента—белок В-50 (ИЭТ—4,5). Иммуноцитохи
мические исследования показали, что этот белок имеет синаптическую локализацию 
(скорее всего, находится в пресинаптических мембранах). Белок-ферментный комп
лекс в растворимой форме обладает свойством фосфорилировать липиды. Экзогенно 
добавленный к этому комплексу фосфатидплинозитол-4-фосфат (DPJ) фосфорили
руется, превращаясь в фосфатидилинозитол—4,5-дифосфат (TPJ). DPJ-киназная 
активность зависит от фосфорилирования белка В-50. Полагают, что фосфорилирова
ние белка оказывает воздействие на метаболизм полифосфоинозитидов в клеточных 
мембранах мозга. АКТТ|_24 может принимать участие в поведенческих реакциях ну 
тем изменения активности DPJ-киназы, АКТ Г i - тм стимулирует образование TPJ и 
ингибирует фосфорилирование белка В-50. Образование фосфатидиловой кислоты 
также ингибируется под влиянием АКТГ. Белок В-50 наилучшим образом фосфорили
руется при наличии Са2+ , в то время как максимальное образование TPJ происходит в 
его отсутствие. Существуют функциональные взаимоотношения между фосфорилирова
нием белка В-50 и метаболизмом мембранных фосфолипидов. Молекулярные механиз
мы поведенческого воздействия АКТГ-подобных иенропептидов, ио-видимому, реали
зуются через указанный механизм.

V. Whittaker и сотр. привели данные об очистке и функции сократительное 
белка—синекснна, который был открыт в 1978 г. (Creutz С. р֊> j. [}i0| Chern., 253, 
2858 2866). Установлено, что этот белок имеет М 17000, находится в цитоплазме 
клеток мозгового слоя надпочечников, усиливает Са-+-вызванную агрегацию мем
бран хромаффинных гранул и других органелл, содержащих липосомы, но не влия
ет на агрегацию, вызванную Mg2 т.

Используя этот тест, авторы очищали синексии и показали, что очищенный про
теин содержит единственную полнпептидную цепь с М -17000.

Р. Cohen (Франция) из нейрогипофиза быка выделил и идентифицировал белок с 
М 80 000, содержащий в своей структуре иейрофизин и вазопрессин.

Методами радиоиммунологического анализа и ИЭФ экстрактов нейрогипофиза 
было показано наличие двух типов высокомолекулярного предшественника՛. 1--с М 
17—22000 и II—с М 80000. S. Stein и S. Udenfriend (США) изолировали и охаракте
ризовали проэнкефалин из мозгового слоя надпочечников быка, с М около 45 000, со
держащий 7 повторяющихся участков Met-энкефалина и один—Leu-энкефалнна. Инте
ресно, что каждый энкефалиновый участок разделен друг от друга двумя аминокисло
тами (Arg и Lys). Образование энкефалинов из проэнкефалинов происходит парал
лельно.

Сходные данные были получены J. Rossier (Франция). Он изолировал из мозго
вого слоя надпочечников белок с М 50000, содержащий 7 повторяющихся участков 
Met-энкефалина и одни участок Leu-энкефалина. Другие белки, имеющие М 10000 
22 000, были изолированы и некоторые из них очищены и получены в гомогенном виде. 
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Один из них содержит как Leu-, так и Met-энкефалин и является общим предшествен
ником для обеих форм энкефалинов. Таким образом, проформой энкефалинов являются 
не только р-эндорфнп или р-липотропин.

D. Cochia (Италия) показал наличие белка S-100 в меланоцитах и в клетках Лан- 
генгарса из человеческой кожи. Было показано, что S-100 находится в эпифизе, адено
гипофизе и в мозговом слое надпочечников, являясь скорее не специфическим про ген
ном нервной системы, а своеобразным маркером нейроэктодермальных клеток.

G. Vincendon и сотр. (Франция) из мозжечка 12-дневной крысы выделили глико
протеин с М 23000. Этот белок специфически локализован в клетках Пуркинье, функ
ция его пока не выяснена.

J. Rehfcld (Дания) показал, что холецистокинин (ХЦК), пблипептндный гормон 
желудочно-кишечного тракта, синтезируется также в различных центральных и пери
ферических нейронах. Полученные данные свидетельствуют о том, что ХЦК действует 
как нейротрансмиттер. Нейрональный ХЦК синтезируется в различных молекулярных 
формах: макромолекулярная форма (М 10000), ХЦК-33 (М—4000), ХЦК-12 (М—1600) 
и ХЦК-8 (М—1150). Была обнаружена также малая форма ХЦК (М 600). Имеется 
ряд ХЦК-подобных пептидов в НС.

Иммуногистохимическими и радиоиммунологическнми методами Р. Marley (Ан
глия) показал, что ХНК-подобиые пептиды связываются с определенными нейронами 
головного и спинного мозга крыс. Наличие ХЦК в телах нейронов гипоталамических 
магноцеллюлярных ядер, его свойство вызывать секрецию нейрогипофизарных гормо
нов указывает на роль ХЦК в регуляции нейроэндокринной функции. ХЦК, был найден 
также в мезоэнцефальных допаминергических нейронах. ХЦК, по-виднмому, играет 
роль в этиологии паркинсонизма и шизофрении. В спинном мозгу ХЦК найден в попу
ляции первичных афферентных нейронов.

J. Fahrenkrug (Дания) привел данные о том, что вазоактивный кишечный поли
пептид (VJP—Vasoactive -Intestinal Peptide), первоначально в 1970 г. выделенный из 
кишечника свиней, обнаруживается как в центральной, так и периферической НС ч 
имеет ряд свойств классического нейротрансмиттера. Хотя он обнаружен в большом 
количестве в коре, гиппокампе, гипоталамусе и других отделах мозга, его роль до сих 
пор неизвестна. Опыты показывают, что VJP оказывает влияние на нервную актив
ность и регулирует секрецию некоторых гипофизарных гормонов. VJP-содержащие 
клеточные тела и волокна находятся в желудочно-кишечном тракте и VJP-ергических 
нервных волокнах, иннервирующих кровяные сосуды, гладкую мускулатуру, эпителий 
и т. д. VJP может выполнять роль трансмиттера, принимая участие в нервной регуля
ции вазодиллятации.

Недавно было показано сосуществование VJP и ацетилхолина в холинергических 
нейронах, иннервирующих экзокринные железы. A. Cuello (Англия) доложил о транс- 
миттерной роли вещества Р в ЦНС. Были получены данные о наличии вещества Р и 
ипдоламина в одних и тех же нейронах. VJP и энкефалины были обнаружены в нерв
ных волокнах в симпатических ганглиях как человека, так и крысы и морской свинки.

К. Tatemoto (Швеция) изолировал и охарактеризовал новые нейропептиды и гор
моны с использованием химических методов определения. Автору удалось обнаружить 
2 новых кишечных пептида, названных им PHJ и PYY, из экстракта кишечника свиньи. 
P1IJ содержит 27 аминокислотных остатков и является новым членом семьи глюкагон- 
секрстипов. Он обладает VJP- и секретин-подобным свойством. PYY содержит 36 ами
нокислотных остатков и принадлежит к семье панкреатических полипептидов. Этот 
пептид сильно ингибирует секрецию поджелудочной железы, стимулируемую инфузией 
VJP у анестезированных кошек. Автор выделил также из мозга свиньи новый пептид, 
обозначенный им BPYY, который всецело относится к структуре PYY и находится в 
большом количестве в мозгу (0,1 —1,0 мг/кг). Подобно PYY, BPYY ингибирует панкреа
тическую секрецию у кошек.

Представленные на нейрохимическом собрании доклады убедительно показали, что 
в настоящее время интенсивно изучаются физико-химические свойства изолированных 
холнно-, адрено- и опиатных рецепторов, выделенных из самых различных отделов

L 423



ЦНС. Характерная особенность этих исследований—выделение субъединиц рецепто
ров, попытка установить первичную структуру и найти структурно-функциональные 
взаимоотношения рецепторов с ферментами мембран. Так, например, из электрического 
органа Torpedo marmorata выделены ацетилхолиновый рецептор и Na4՜, К+-АТРаза, 
которые, по радиоиммунологическим данным, имеют общие структурные участки в 
молекуле (L. Elfman и др., Швеция).

Работа VIII Международного нейрохимического собрания показала, это нейрохи
мия стала одной из фундаментальных биологических паук, играющих важную роль в 
развитии биологии и медицины. Принципы и методы молекулярной биологии и биоор- 
гапической химии прочно вошли в нейрохимию. Вместе с тем многие результаты нейро
химических исследований находят свое широкое применение в медицинской практике.

Г АЛОЯН А. А.



«Нейрохимия», т. 1, № 4, 1982

О ЗАСЕДАНИИ СЕКЦИИ НЕЙРОХИМИИ 
(4—5 октября 1982 г., Махачкала)

4—5 октября 1982 г. состоялось очередное заседание Секции нейрохимии научных 
советов АН СССР по проблемам биохимии животных и человека и комплексным проб- 
лемам физиологии человека и животных.

Заседание было приурочено к проходившему накануне в г. Махачкале Всесоюзно
му симпозиуму по механизмам пластичности мозга, в работе которого приняли актив
ное участие нейрохимики из различных городов пашей страны. Члены секции ознако
мились с работой проблемной лаборатории нейрохимии Дагестанского государственно
го университета, руководимой проф. Э. 3. Эмирбековым, в которой на протяжении 
многих лет интенсивно изучается метаболизм мозга при гипотермии и зимней спячке, 
внесли ряд полезных предложений и дали положительную оценку проводимым иссле
дованиям.

Была обсуждена программа IX Всесоюзной нейрохимической конференции, кото
рую намечается провести в октябре 1983 г. в Цахкадзоре. Предполагается включить в 
нее 6 симпозиальных заседаний, посвященных следующим вопросам: нейроспецнфиче- 
ские белки и нейропептиды; нуклеиновые кислоты и нуклеотиды; биохимия мембран 
нервной ткани; биохимия синапсов и нейромедиаторы; функциональная нейрохимия; 
биохимия сенсорных процессов. >

По каждой из перечисленных тем будет заслушано 3 доклада, примерный перечень 
которых был утвержден членами секции нейрохимии. На симпозиумах будут представ
лены также стендовые сообщения. По предложению председателя секции проф. 
Н. Н. Демина и акад. Е. М. Крепса, учитывая важность прикладных аспектов нейро
химии, было принято решение впервые за время проведения нейрохимических конфе
ренций организовать «круглый стол» на тему «Нейрохимия—медицине и сельскому 
хозяйству».

На пленарном заседании будут представлены доклады, касающиеся липидов как 
рецепторов нейропептидов, биоактивных нейропептидов и роли кальмодулина в нервной 
системе.

В секцию нейрохимии поступили предложения от акад. АН ГССР П. А. Коме- 
тиани о проведении в 1983 году рабочего совещания на тему «Молекулярные основы 
памяти животных» и проф. А. Ю. Буданцева о созыве совещания, посвященного «Мо
лекулярным механизмам синаптической передачи». Ознакомившись с этими предложе
ниями, секция вынесла решение о целесообразности объединения этих мероприятий с 
ежегодно проводимыми на базе Института биофизики АН СССР в г. Пущино-на-Оке 
совещаниями по механизмам памяти,

Проф. А. Д. Рева информировал членов секции о том, что в июне - июле 1984 г 
в Днепропетровске планируется провести конференцию по белкам мозга.

Была заслушана информация проф. Н. Н. Демина о созыве очередного IX Меж
дународного нейрохимического симпозиума в июле 1983 г. в Ванкувере (Канада) и об
сужден вопрос о принятии мер по организации делегации и группы научных туристов 
на этот форум.

Следующее заседание секции нейрохимии, на котором будет обсужден план рабо
ты на 1983 г., было решено провести 25—27 января 1983 г. в Москве.

АРУТЮНЯН А. В.
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