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ЗАВИСИМОСТЬ ВЛИЯНИЯ Met-ЭНКЕФАЛИНА НА ПРОЦЕССЫ 
ОБУЧЕНИЯ И ПАМЯТИ ОТ СОСТОЯНИЯ

МОНОАМИНЕРГИЧЕСКИХ СИСТЕМ ГОЛОВНОГО МОЗГА

КРУГЛИКОВ Р. И., ОРЛОВА Н. В., ГЕЦОВА В. М., МАЦ В. Н.

В экспериментах на крысах исследовали влияние однократного подкожного вве
дения 25 мкг Met-энкефалина (M-Энк) перед сеансом обучения на выработку и сохра
нение через 7 суток условных рефлексов двустороннего избегания (УРДИ) у интакт
ных животных и животных с измененным с помощью фармакологических пли хирур
гических воздействий содержанием биогенных моноаминов в головном мозгу. Введе
ние M-Энк интактным крысам не изменяло содержания серотонина и норадреналина 
в целом мозгу и ухудшало выработку и сохранение УРДИ. Как снижение, так и в 
особенности повышение содержания в мозгу серотонина и катехоламинов приводили 
к модификации эффектов M-Энк, направленность которых зависела от особенностей 
выработки УРДИ и в определенной мере носила нормализующий характер.

Эндогенные опиоиды—эндорфины, помимо анальгезирующего дей
ствия, оказывают выраженное влияние па процессы обучения и памяти 
[1—3]. Хотя нейрохимические механизмы этого влияния пока во мно
гом остаются неясными, можно предполагать, что в его реализации су
щественная роль принадлежит нейромедиаторным системам. Осно
ванием для такого предположения служат эффекты эндорфинов на 
метаболизм катехоламинов [4], серотонина (5-ОТ) [5] и ацетилхолина 
[6], а также данные о влиянии эндорфинов на высвобождение нейроме
диаторов пресинаптическими нервными окончаниями [7].

В настоящей работе была изучена роль моноаминергических систем 
головного мозга в механизмах действия пентапептида — M-Энк (Н-Туг- 
Gly-Gly-Phe-Met-OH) на процессы образования и закрепления оборони
тельных временных связей.

Материалы и методы

Эксперименты проводили на беспородных крысах-самцах массой 
480—200 г, у которых вырабатывали оборонительные УРДИ. Условным 
раздражителем служил мелькающий свет, безусловным—электрокож- 
ное раздражение, которое сочетали со светом (5 с). В 1- и 2-м опытных 
сеансах, интервал между которыми составлял 7 суток, живот
ным предъявляли по 50 сочетаний света и электрокожных раздраже
нии и регистрировали количество условных реакций избегания. 
Показателем выработки и сохранения УРДИ служило количество из-
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беганий в 1-м опытном сеансе и его прирост ко 2-му. Изменения функ
ционального состояния моноаминергических систем мозга осуществля
ли с помощью хирургических и фармакологических вмешательств. Сни
жение содержания серотонина (5-ОТ) в головном мозгу осуществляли 
путем электролитического разрушения ядер шва (координаты по атла
су Фифковой и Маршала АР—7,0; L—0; Н—7,8) током 2 мА в течение 
20 с или введением ингибитора синтеза 5-ОТ—п-хлорфеиилаланина 
(ПХФА)- Снижение содержания норадреналина (НА) в головном моз
гу достигали с помощью двустороннего разрушения locus coeruleus (ко
ординаты по атласу Кенига и Клиппель АР—10,4; L—0,9; Н—6,8) то
ком силой 1 >мА в течение 15 с или введением ингибитора синтеза НА— 
дисульфирама.

После завершения исследований проводили морфологический конт
роль локализации степени разрушений соответствующих ядер. Учиты
вали данные, полученные на животных, у которых оказывались разру
шенными два основных ядра серотонинергической системы головного 
мозга ( пп. raphe medialis et dorsalis), а в случае норадренергиче
ской системы отмечалось билатеральное разрушение locus coeruleus. 
Ингибитор синтеза 5-ОТ Г1ХФА вводили внутрибрюшинно в дозе 100՛ 
мг/кг в течение 3 дней, а дисульфирам в дозе 100 мг/кг—за 4 ч до 
опыта. Повышение содержания 5-ОТ в мозгу достигали путем введе
ния его предшественника—5-гидрокситриптофана (5 ГТ). Избыток ка
техоламинов в мозгу создавали путем введения L-ДОФА. Эти препа
раты вводили в дозе 100 мг/кг внутрибрюшинно за'1 и 4 ч соответ
ственно до выработки УРДИ. У животных с разрушенными ядрами шва 
выработку УРДИ осуществляли через 2 недели, а у животных с разру
шенными locus coeruleus через 3 недели после операции, к моменту 
максимального снижения содержания моноаминов в мозгу. Эти 
воздействия приводили к изменениям содержания моноамннов в моз
гу, что было показано ранее [8, 9]. M-Энк вводили подкожно в дозе 
25 мкг на животное за 10 мин до выработки УРДИ, что давало воз
можность исследовать его влияние как на процессы выработки, так и 
на самые ранние этапы консолидации. Общая схема эксперимента со
стояла в следующем: вначале предпринимали вмешательства в дея
тельность моноаминергических систем, затем вводили M-Энк. Стати
стическую обработку данных проводили по Стьюденту.

Результаты исследований

В начальной серии опытов было исследовано влияние M-Энк на 
содержание моноаминов в мозгу. Было установлено, что введение 
M-Энк не вызывало изменений количества моноаминов в передних отде
лах головного мозга (табл. 1).

В следующих сериях экспериментов исследовали особенности про
цессов выработки и закрепления УРДИ при введении M-Энк в той же 
дозе интактным животным и на фоне измененного функционального 
состояния моноаминергических механизмов.
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Вмешательства в деятельность серотонинергических механизмов 
вызывали определенные изменения выработки и сохранения УРДИ, 
одновременно модифицируя эффекты М-Энк (табл. 2). Так, введение 
M-Энк интактным животным приводило к значительному снижению 
числа УРДИ в 1-м опытном сеансе (р I—И<0,05). При этом сохра
нение УРДИ, которое оценивали по числу избеганий во 2-м опытном 
сеансе, также ухудшалось. Сами по себе фармакологические вмеша
тельства в деятельность серотонинергических механизмов, приводив
шие к снижению (группа ill) или накоплению (группа V) 5-ОТ в го
ловном мозгу, вызывали в целом нарушения как выработки, так и со
хранения этих рефлексов, о чем свидетельствовало снижение числа 
избеганий в 1- и 2-м опытных сеансах у крыс этих экспериментальных 
групп по сравнению с контролем. Своеобразные изменения были отме
чены у животных с разрушенными ядрами шва (группа IV). Число из
беганий у этих животных в исходном опыте почти не отличалось ог 
числа избеганий у контрольных животных, ио значительно превосхо
дило эту величину у крыс других подопытных групп. Сохранение 
УРДИ у животных .этой группы (IV) практически не отличалось от 
контроля.

Таблица I 
Влияние введения Met-энкефалина на содержание .моноаминов в передних отделах 

головного мозга

Группы животных 5-ОТ
(мкг/гсырого веса)

ПА
(мкг г сырого веса)

Контроль (п 10)
Введение Met-эпке- 

фалпна (п 10)

0.441X0.079

0,480+0,049

0,150+0,023

0,148+0,020

При введении М-Энк на фоне измененного функционального со
стояния серотонинергической системы наблюдаются определенные мо
дификации его эффектов. Фармакологическое снижение количества 
5-ОТ в мозгу модифицировало влияние М-Энк на процессы выработки 
УРДИ, что проявлялось в увеличении числа избеганий у животных 
группы VI в 1-м опытном сеансе по сравнению с группой II. Этот факт 
примечателен тем, что изолированное применение ПХФА приводило к 
резкому снижению числа избегании в 1-м опытном сеансе (группа III). 
В противоположность этому оперативное снижение содержания 5-ОТ 
с помощью разрушения ядер шва не препятствовало «ухудшающему» 
влиянию М-Энк на процессы выработки УРДИ (группа VII): число 
избеганий у этих животных под влиянием М-Энк резко снижалось с 
20,95±2,56 (группа IV) до 10,90+0,84 (группа VII) (табл. 2).

Эффекты М-Энк, имевшие место при снижении содержания 5-ОТ 
в мозгу, зависели в значительной степени от особенностей выработки 
условных рефлексов: при исходно низком числе избеганий (группа III) 
М-Энк улучшал выработку УРДИ (группа VI), при исходно высоком 
числе избеганий (группа IV) он ее ухудшал (группа VII).
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Сохранение УРДИ при введении М-Энк на фоне сниженного ко
личества 5-ОТ в мозгу практически не изменялось. Гораздо более вы
раженные модификации эффектов М-Энк наблюдали в условиях на
копления 5-ОТ: его избыток почти полностью предотвращал отрица
тельное влияние М-Энк на выработку и сохранение УРДИ (группа 
VIII) (табл. 2). Об этом свидетельствовало значительное увеличение 
числа избеганий в 1- и 2-м опытных сеансах у животных группы 
VIII по сравнению с группами II и V. Следует подчеркнуть тот факт, 
что введенные порознь М-Энк и 5-ГТ существенно ухудшали выработку 
УРДИ, а их совместное воздействие способствовало значительному 
улучшению выработки и сохранения УРДИ. Таким образом, введение 
М-Энк на фоне избытка 5-ОТ в головном мозгу оказывало «нормали
зующее» действие на выработку и сохранение временных связей.

Таблица 2 
Влияние введения МеГэнкефалина иа выработку и сохранение условных рефлексов 

двустороннего избегания у животных с измененным функциональным состоянием 
серотонинергической системы

Группы животных
Количество избегании

1-й опытный 
сеанс

2-й опытный 
сеанс

I—Контроль (п=34) 17,93+1,97 32,11+2,11
11—25 мкг Met-энкефалина

(П 16) 6,62+2,19* 20,11+4,13*
111—ПХФА 100 мг/кг (п = 10),

3-кратно 3,92+0,90* 20,69+3,68*
IV—Разрушение ядер шва

33,75+3,01(п =18) 20,95+2,56
V— 5-гидрокситрнптофан

100 мг/кг (п 15) 23,67+2,12*8.60+2,28*
VI —ПХФА---Met-энкефалин - —

(п-10) 8,00+3,25* 21.11+4,58*
VII—разрушение ядер шва-f-Met-

энкефалин (>1=10) 10,90+0,84* 29,22±0,56
VIII - 5-гидрокситриптофан֊Г Mei-

энкефалин (п -֊ 10) 15,53H-4.il 30,67+4,29

* р<0,05 по сравнению с контролем

В другой серии экспериментов исследовали особенности процессов 
выработки и закрепления УРДИ при введении М-Энк на фоне изме
ненного функционального состояния катехоламинергических механиз
мов мозга.

Вмешательства в деятельность катехоламинергической системы 
мозга, приводившие к снижению (группы III и IV) или накоплению 
(группа V) катехоламинов в мозгу, вызывали как нарушение выработ
ки УРДИ, так и их сохранения (табл. 3). Об этом свидетельствовало 
уменьшение числа условных реакций избеганий у животных этих групп 
в 1- и 2-м опытных сеансах по сравнению с контролем. При введении 
М-Энк на фоне изменения функционального состояния катехоламинер- 
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гической системы проявлялись определенные модификации эффектов 
неиропептида. При введении М-Энк животным на фоне фармакологи
чески сниженного количества НА (группа V) наблюдали тенденцию к 
увеличению числа избеганий в исходном опыте по сравнению с груп
пой животных, получавших только М-Энк (группа II) или только ди
сульфирам (группа III). Тот же эффект проявлялся при проверке со
хранения этих рефлексов. Введение M-Энк животным, у которых уро
вень содержания НА снижали путем разрушения locus coeruleus 
(группа VII), существенно не сказывалось на выработке и сохранении 
УРДИ, хотя и наблюдали некоторую тенденцию к улучшению их со
хранения. Гораздо более выраженные модификации эффектов М-Энк 
происходили в условиях накопления катехоламинов в мозгу с помощью 
L-ДОФА. Введение М-Энк животным с избытком катехоламинов в 
мозгу (группа VIII) существенно улучшало выработку и сохранение 
УРДИ; по соответствующим показателям эти животные не отличались 
от контрольных. Особо следует отметить тот факт, что М-Энк и 
L-ДОФА, примененные порознь, приводили к существенному ухудшению 
выработки УРДИ, а примененные совместно значительно улучшали как 
их выработку, так и сохранение.

Обсуждение результатов

Основной результат проведенных исследований сводится к тому, 
что эффекты М-Энк в виде нарушений выработки УРДИ у интактных 
животных модифицировались при изменении функционального состоя
ния моноаминергических систем мозга. Оценивая этот факт, следует 
учитывать три важных обстоятельства—величину использованной дозы 
М-Энк (25 мкг); род и особенности вырабатываемых рефлексов; воз
можное влияние ухудшения их выработки на последующее сохранение. 
Зависимость эффектов нейропептидов, в том числе эндогенных опиои
дов, от дозы иосит своеобразный характер: с увеличением дозы эффек
ты либо исчезали, либо приобретали противоположную направленность 
[10]. Это касается как выработки, так и закрепления временных свя
зей. Например, введение крысам сразу после выработки УРДИ от 0,3 
до 10,0 мкг/кг М-Энк вызывало явления ретроградной амнезии, чего при 
увеличении его дозы до 20 мкг/кг не наблюдали [10]. М-Энк в дозе 25 
мкг оказывал значительно более выраженный эффект на выработку 
временной связи, чем на ее закрепление [3]. Очевидно, использованная 
нами доза М-Энк находится в диапазоне доз, нарушающих выработку 
временных связей, ио мало сказывающихся на их фиксации. Эта зако
номерность относится, по-видимому, лишь .к активному избеганию, так 
как на выработку и закрепление условных рефлексов пассивного избе
гания М-Энк в дозах 0,1—100,0 мкг/г веса не оказывал действия [И]- 
Примечательно, что М-Энк не ухудшал, а напротив, улучшал выработ
ку пищевых условных рефлексов [>12]. Это означает, что его влияние на 
выработку условных рефлексов связано с их родом, а следовательно, с 
мотивацией. Можно, по-видимому, согласиться с Riley и соавт. [13], по-
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лагающими, что эндорфины, ослабляя аверсивность безусловных раз
дражителей, тем՜ самым ухудшают выработку соответствующих услов
ных рефлексов. Учитывая, что М-Энк и другие эндогенные опиоиды в 
определенном диапазоне доз нарушают главным образом процессы вы
работки условных рефлексов, мало сказываясь на их сохранении [3, 14], 
можно думать, что ухудшение сохранения УРДИ, которое наблюдали в 
наших условиях при введении М-Энк интактным животным, является в 
основном следствием 1нарушения процесса собственно выработки услов
ных рефлексов.

Таблица 3 
Влияние введения МеЬэнкефалина на выработку и сохранение условных рефлексов 

двустороннего избегания у животных с измененным функциональным состоянием 
катехоламинергической системы

* р<0,05 но сравнению с контролем

Группы животных
Количество избеганий

1-й опытный 
сеанс

2-й опытный 
сеанс

1—Контроль (п = 34)
11—25 мкг Met-энкефалина

17,93+1,97 32.11+2,11

(п = 16) 6,62+2,19* 20,11+4,13*
III—100 мг/кг дисульфирама

17,20+4,55*(п -10) 4,40±2,47*
IV—Разрушение lotus coeruleus

(n=21) 8,71+1,82* 20,10+3,70*
V—L-ДОФА (n=14)
VI—Дису тьфирам4-Ме1-энкефа-

8,64+2,23* 25,29+4,31

лин (п = 12) 8,08+2,26* 22,45+4,40
VII—Разрушение locus coeruleus-|-

Met-энкефалин (n=18) 6,63+2,37* 24,13+6,08
VIII —L-ДОФА-]-Met-энкефалин

(n = 12) 15,25+3,27 31,75+3,97

Как было установлено, фармакологическое снижение и повышение 
содержания моноаминов в мозгу сопровождались ухудшением выработ
ки УРДИ—значительным уменьшением числа избеганий в 1-м опытном 
сеансе. На этом фоне М-Энк, также вызывавший при изолированном 
введении ухудшение выработки УРДИ, оказывал более или менее нор
мализующее действие, которое было слабо выражено при снижении со
держания 5-ОТ и НА в мозгу. В отличие от этого введение М-Энк на 
фоне избытка моноаминов в мозгу полностью нормализовало выра
ботку и закрепление временных связей. Эффекты М-Энк, вво
димого животным, у которых содержание моноаминов в мозгу 
изменялось в результате разрушения соответствующих ядер, не 
носили столь закономерного характера. Частично это объясняет
ся тем, что снижение количества моноаминов в этих условиях 
сопровождалось, вероятно, побочными эффектами [9, 15], в мень
шей мере контролируемыми эндогенными опиоидами. Тем не менее 
хирургически вызываемое уменьшение моноаминов не препятствовало 
ухудшающему влиянию М-Энк на выработку УРДИ, которое при раз
рушении locus coeruleus было статистически недостоверно и достигало 
8



статистически значимого уровня при разрушениях ядер шва (количе
ство избеганий снижалось с 20,95 до 10,9; р<0,05). Избыток в мозгу 
моноаминов полностью предотвращал отрицательное влияние М-Энк 
на выработку и закрепление УРДИ. Можно предположить, что отри
цательные эффекты М-Энк обусловлены вызываемым им снижением 
содержания моноаминов. Однако содержание 5-ОТ и НА в целом моз
гу под влиянием 25 мкг М-Энк не изменялось (табл. 1). Следователь
но, региональные сдвиги метаболизма моноаминов под влиянием 
М-Энк не сказывались на их количестве при определениях в целом моз
гу. По-видимому, избыток моноаминов может предотвращать те отри
цательные последствия, к которым приводят региональные изменения 
их метаболизма, вызываемые М-Энк.

Обращает внимание на себя тот факт, что направленность влия
ния М-Энк на выработку УРДИ зависит от особенностей выработки: 
при исходно высоком числе избеганий М-Энк ухудшал выработку 
рефлексов; при исходно низком числе избеганий в случае фармаколо
гически вызываемого дефицита или избытка моноаминов в мозгу вве
дение М-Энк, напротив, улучшало выработку УРДИ. Это подтверж
дает ранее обнаруженные различия в эффектах М-Энк у хорошо и 
плохо обучающихся животных [3] и, возможно, отражает общую за
кономерность физиологического действия эндорфинов и нейропепти- 
Дов в целом: при использовании в адекватных дозах нейропептиды 
оказывают нормализующее действие на деятельность мозга, поэтому 
столь перспективно их использование в клинической практике.

Модификации эффектов М-Энк при изменениях функционального 
состояния моноа.минергнческнх систем мозга указывают на участие 
моноаминов в механизмах действия М-Энк (и эндорфинов вообще). 
Применительно к катехоламииергической системе мозга это заключе
ние подтверждается данными [16], согласно которым улучшение кон
солидации временных связей при введении опиатного антагониста на
локсона предотвращается блокадой дофаминергических и р-адренер- 
гических рецепторов. По отношению к серотонинергической системе 
мозга такого рода прямые данные пока отсутствуют. Однако, исходя 
из сведений о влиянии М-Энк на метаболизм 5-ОТ [5] и о предотвра
щении вызываемой 5-ГТ амнезии налоксоном [17] и данных, получен
ных в настоящей работе, можно сделать заключение о том, что пред
ставление об участии серотонинергической системы мозга в механиз
мах действия М-Энк достаточно обоснованно.

Наряду с этим необходимо учитывать, что вызываемые М-Энк из
менения функционального состояния катехоламииергической системы 
мозга не moi у г не сказываться на серотонинергических механизмах. 
Это заключение вытекает как из данных о тесном взаимодействии мо- 
иоаминергических систем [18], так и из исследовании Kovacs и соавт. 
[19], показавших, что лизин-вазопрессин вовлекает серотонинергиче
скую систему мозга в процесс консолидации не непосредственно, а че
рез норадренергическую систему.
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INVOLVEMENT OF BRAIN MONOAMINEROIC SYSTEM IN THE 
EFFECT OF Met-ENKEPHALIN ON LEARNING

AND MEMORY
KRUGLIKOV R. I., ORLOVA N. V., GETZOVA V. M., MAZ V. N.
Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, USSR 

Academy of Sciences, Moscow

The effect of Met-enkephalin (M-Enk, 25 pg) a single subcuta
neous injection) on the elaboration and consolidation (after 7 days) of 
bilateral avoidance conditioned reflexes (BACR) has been studied in rats 
with altered level of brain catecholamines caused by pharmacological 
agents or by surgical operations.

In control animals M-Enk didn't affect the content of serotonin and 
epinephrine in the whole brain and hampers the elaboration and conso
lidation of BACR. Both the decrease and especially the increase in the 
brain catecholamines and serotonin content altered the effect of M-Enk 
in the direction that depends on the peculiarities of BACR elaboration 
conditions and was to some extent of normalizing character.
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УДК 612.815.—8.015

ИЗБИРАТЕЛЬНОЕ УВЕЛИЧЕНИЕ ХОЛЕЦИСТОКИНИНОМ 
МЕТАБОЛИЗМА ДОФАМИНА

В МЕЗОЛИМБИЧЕСКОЙ СИСТЕМЕ

АНОХИН к. В., КОГАН Б. М., ХРИСТОЛЮБОВА Н. А.

Изучено влияние сульфатированного октапептида холецистокинина (ХЦК) на об
мен дофамина (ДА) в некоторых отделах мозга крыс, где этот пептид сосуществует 
с ДА в одних и тех же нейронах (миндалина, прилежащее ядро) и в тех отделах, где 
ДА-нейроны не содержат ХЦК (стриатум, гипоталамус). Внутрибрюшинное введение 
5 и 15 мкг/кг ХЦК значительно увеличивало кругооборот ДА в миндалине и прилежа
щем ядре, не влияя па его обмен в других структурах мозга. Большие дозы ХЦК (30 
и 100 мкг/кг), кроме лимбических структур, незначительно увеличивали обмен ДА и 
в стриатуме. В поведенческих тестах ХЦК тормозил спонтанную двигательную актив
ность мышей и подавлял гиперактивность, вызванную фенамином. Высказывается 
предположение, что в мезолнмбической ДА-системе, где ХЦК сосуществует с ДА в 
одних и тех же нейронах, этот пептид может быть модулятором ДА синаптической 
активности, тормозя передачу информации в ДА-синапсах. .

Октапептид холецистокинин (ХЦК) широко распространен в нейро
нах коры больших полушарий и подкорковых образований головного 
мозга многих видов животных и человека [1]. Он синтезируется в ней
ронах и накапливается в пресинаптических пузырьках, откуда высво
бождается при деполяризации с помощью Са2т-зависимого механиз
ма [2]. В мозгу обнаружены предполагаемые рецепторы к ХЦК 
[3], а сам он оказывает возбуждающее действие на нейрональную ак
тивность [4], что дает основание некоторым авторам считать ХЦК 
нейромедиатором [5, 6].

Установлено, что ХЦК содержится в дофаминовых нейронах мезо- 
лимбической системы [7]- В нигростриатной дофаминовой системе оба 
биоактивных вещества также имеются в больших количествах, но в 
разных нейронах [8]. Сосуществование нейропептидов и биогенных 
аминов в одних и тех же нейронах, по-видимому, является достаточно 
распространенным фактом, однако его функциональное назначение по
ка неясно. Существует предположение, что в нейроне, содержащем 
нейропептид и «классический» нейромедиатор, пептид может служить 
модулятором синаптической передачи, осуществляемой его основным 
медиатором [9].

Для проверки этой гипотезы факт сосуществования ХЦК с ДА 
лишь в одной из ДА-систем мозга представляет большой интерес и поз
воляет сопоставлять влияние ХЦК на синаптические процессы в тех
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ДА-нейронах, где этот нейропептид сосуществует с ДА (мезолимби- 
ческая система), с его действием на ДА-нейроны, не содержащие 
ХЦК. (нигростриатная система). Таким образом, нигростриатпая ДА- 
система может служить контролем для тех эффектов ХЦК на ДА, ко
торые не связаны с сосуществованием этих двух веществ в одном 
нейроне.

Поэтому в данной работе было проведено сравнительное изучение 
влияния ХЦК на интенсивность обмена ДА в областях проекций ней
ронов мезолимбической и нигростриатной систем.

Влияние ХЦК на функцию ДА-систем оценивали по его действию 
на спонтанную двигательную активность и вызванную фенаминовую 
гиперактивность у мышей.

Материалы и методы

Интенсивность обмена ДА в проекции мезолимбической ДА-систе- 
мы, в миндалине, прилежащем ядре, в нигростриатной ДА-системе, 
стриатуме, среднем мозгу и гипоталамусе определяли по содержанию 
самого ДА и продуктов его метаболизма—диоксифенилуксусной кис
лоты (ДОФУК) и гомованилиновой кислоты (ГВК)—в исследуемом 
отделе мозга. Опыты были выполнены на крысах-самцах линии Ви- 
стар массой 200—250 г. ХЦК (Институт медицинской химии, Сегед. 
ВНР) разводили в 0,9% NaCl и вводили внутрибрюшинно в дозах 5, 
15, 30, 100 мкг/кг. Контрольным животным вводили 0,9% NaCl. Через 
30 мин крыс декапитировали и определяли содержание норадреналина 
(НА). ДА, ГВК и ДОФУК по методу Westernik, Korf [10]. Флуорес
ценцию измеряли на спектрофлуориметре «Hitachi MPF—2 а».

О характере действия ХЦК на функцию ДА-иейронов судили по 
его влиянию на спонтанную двигательную активность и вызванную 
фенамином гиперактивность. Вещества, облегчающие передачу в ДА- 
сннапсах, увеличивают спонтанную двигательную активность, а ДА- 
•блокаторы тормозят ее и уменьшают гиперактивность, вызванную аго
нистом ДА фенамином [И]. Двигательную активность белых мышей 
массой 20—25 г измеряли на актометре ДАЭР-20. Двигательное воз
буждение вызывали введением фенамина (3 и 5 мг/кг) за 30 мин до 
начала опыта; ХЦК (15 и 30 мкг/кг) вводили за 15 мин до начала ре
гистрации двигательной активности (оба вещества вводили внутри
брюшинно). Всего в опытах использовано 40 крыс и 45 мышей.

Статистический анализ результатов исследования производился 
по методу Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Введение крысам 15 мкг/кг ХЦК вызывало значительное увеличе
ние содержания продуктов обмена ДА—ГВК и ДОФУК в миндалине и 
прилежащем ядре (таблица). В стриатуме не наблюдали достоверных 
различий в уровне метаболитов ДА у контрольной и подопытной групп 
крыс. В среднем мозгу и гипоталамусе содержание ГВК и ДОФУК не 
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изменялось. Количество НА и ДА во всех исследованных областях 
оставалось практически таким же. Повышение концентрации продук
тов метаболизма ДА в миндалине и прилежащем ядре без изменения 
содержания в стриатуме указывает на то, что ХЦК увеличивал высво
бождение ДА в мезолимбической системе, не влияя на его обмен в ни- 
гростриатной ДА-системе.

Постоянство содержания самого ДА при увеличении его разруше
ния свидетельствовало об увеличении синтеза нейромедиатора в ней
ронах мезолимбической системы.

Рис. 1. Влияние разных доз холецистокинина на содержание ДОФУК и 
ГВЦ в миндалике (I), прилежащем ядре (II) и стриатуме (III) крыс: 
1-0,9% \'аС1; 2—5 мкг/кг ХЦК; 3-30 мкг/кг ХЦК; 4—100 мкг/кг ХЦК.

* р<0,05; ** р<0,01; *** р<0,001—по сравнению с контролем

ХЦК. в дозе 5 мкг/кг оказывал аналогичный, ио менее выражен
ный эффект, а более высокие дозы ХЦК (30 и 100 мкг/кг), помимо 
лимбических структур, незначительно увеличивали содержание ГВК 
и ДОФУК и в стриатуме (рис. 1). Количество НА и ДА при этом во 
всех исследованных отделах оставалось прежним.
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Влияние ХЦК (15 мкг/кг) на содержание НА, ДА, ДОФУК и ГВК в мозгу крыс (нг/г)
Таблица

Определяемые 
вещества

Вводимые 
вещества Средний мозг Гипоталамус Миндалина Прилежащее 

ядро Стриатум

НА 0,9% !ЧаС! 
ХЦК

563,6+72,0
599,9+21,0

1367,5+1'9,5
1333,8+119,1

447,1+20,9
461,7+16,5

542,0+26,4
531,9+31,1

376,5+26,9
355,3+26,9

ДА 0,9% ЦаС1 
ХЦК

570,7+42,9
577,7+59,5

546,4+76,1
632,2+120,3

315,5+18.9
321,7+20,5

1214,5+88,4
1263,9+108,2

10954,7+711,3
11005,3+737,1

ДОФУК 0,9% ЦаС| 
ХЦК

177,4+21,3
255,7+52,1

273,7+48,1
209,7+52,6

309,6+20,5
850,2+103,9*

754,7+56,2
1709,9+182,9*

1373,1+87,2
1373,9+96,2

ГВК 0,9% ЦаС1 
ХЦК

192,1+29,8
205,9+21,5

180,2+13,1
197,8+20,9

428,9+20,1
647,6+50,9*

626,5+30,5 
1138,7+86,7*

884,8+51,2
871,0+42,4

п = 12, *р<0,001 по сравнению с контролем



В поведенческих тестах ХЦК (15 и 30 мкг/кг) значительно тормо
зил спонтанную двигательную активность мышей и уменьшал гиперак
тивность, вызванную фенамином (рис. 2).

Проведенные эксперименты показали, что ХЦК может избира
тельно повышать обмен ДА в мезолимбической системе. Влияние ХЦК 
на обмен ДА в стриатуме было обнаружено лишь в дозах 30 мкг/кг, 
что примерно в 100 раз больше, чем необходимо для возникновения 
специфических поведенческих эффектов этого пептида [12].

Рис. 2. Действие холецистокинина иа спонтанную двигательную актив
ность мышей и двигательную гиперактивность, вызванную фенамином:

/_0,9% МаС1; 2— ХЦК; 3—фенамин; 4—фенампн+ХЦК (30 мкг/кг).
* р<0,05 по сравнению с фенамином, ** р<0,01 по сравнению с 0,9% КаС1, 

*** р<0,001 по сравнению с 0,9% №С1

Иммуногистохимические исследования показали, что ХЦК не со
держится в ДА-нейронах нигростриатной системы [7]- Более того, в 
•стриатуме нет морфологического субстрата и для непосредственной 
пресинаптической регуляции ХЦК выделения ДА, поскольку ДА-тер- 
миналн в этой структуре не несут на себе ХЦК рецепторов [8]. Все 
это позволяет считать, что действие больших доз ХЦК на нигростриат- 
ную ДА-систему неспецифично и не свидетельствует о наличии в этой 
области физиологического механизма регуляции ДА активности с по
мощью ХЦК.

Гораздо интереснее способность малых доз ХЦК избирательно из
менять обмен ДА именно в той системе, в которой оба вещества сосу
ществуют в одних и тех же нейронах. Это позволяет предположить, что 
■в ДА-синапсах, содержащих ХЦК, последний модулирует нейромедиа
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торные функции ДА. Исследование обмена ДА не может объяснить на
правленность действия ХЦК, поскольку интенсификацию этого процесса 
наблюдали как при усилении ДА функции (увеличение высвобождения 
ДА, торможение обратного захвата и т. п.), так и при ее торможении (к 
примеру, блокада ДА-рецепторов, приводящая к компенсаторному вы
бросу ДА)- Однако поведенческие корреляты усиления и торможения 
ДА функций хорошо изучены, и поэтому, используя специальные тесты, 
можно судить о направленности действия ХЦК на активность ДЛ-систе- 
мы. Эксперименты показали, что ХЦК тормозил спонтанную двигатель
ную активность у мышей и устранял вызванное фенамином двигатель
ное возбуждение, которое является следствием активации ДА-струк- 
ТУР [П].

Можно полагать, что увеличение выделения ДА в мезолимбической 
системе при введении ХЦК является компенсаторной реакцией на 
вызываемое им торможение дофаминергической синаптической пере
дачи. В пользу этого предположения говорит и то, что ХЦК устраняет 
поведенческие эффекты L-ДОФА [13], потенцирует гексабарбиталовый 
сон, вызывает птоз и тормозит исследовательское поведение [14], то 
есть обладает большим 'количеством поведенческих эффектов, свойст
венных антагонистам ДА. Необходимо, однако, отметить, что в некото
рых проведенных экспериментах использовали высокие дозы ХЦК 
(100—200 мкг/кг), влияющие, очевидно, и на функции нигростриатной 
ДА-системы.

Таким образом, установленные нами факты позволяют высказать 
предположение, что ХЦК является модулятором дофаминергической си
наптической передачи в мезолимбической системе, то есть в структурах, 
в которых он сосуществует с ДА в одних и тех же нейронах. Выделяю
щийся ХЦК, вероятно, может тормозить передачу информации в ДА- 
синапсах этой системы, напоминая по характеру своего действия эф
фекты ДА-блокаторов.

CHOLECYSTOKININ SELECTIVELY INCREASES DOPAMINE 
TURNOVER IN MESOLIMBIC SYSTEM

ANOKHIN К. V., KOGAN B. M„ CHRISTOLUBOVA N. A.
P. K. Anokhin Institute of Normal Physiology, USSR Academy of 

Medical Sciences, Moscow
All-Union Research Institute of General and Forensic Phsychlatry. Moscow

The effect of cholecystokinin-octapeplide (CCK-8) on dopamine 
(DA) turnover in rat brain areas where both substances coexist in the 
same neuron (amygdala, n. accumbens) was compared with its action 
on DA turnover in the areas where DA neurons do not contain CCK-8 
(striatum, hypothalamus). Intraperitoneal injection of 5 or 15 mcg/kg of 
CCK-8 markedly increased DA turnover in amygdala and n. accumbens 
but did not produce any changes in other areas. In addition to limbic 
structures high doses of CCK-8 (30 and 100 mcg/kg) slightly Increased 
DA turnover in striatum.
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In behavioural tests on mice CCK-8 inhibited the spontaneous 
locomotor activity and suppressed hyperactivity caused by amphetamin. 
It is supposed that in the neurons of mesolimbic DA system, where 
CCK-8 coexists with DA it may modulate DA activity by inhibiting 
DA synaptic transmission.
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Нейрохимия», т. 2, № I, 1983

УДК 612.822.1

УЧАСТИЕ Са2+ И С1֊ В ДЕЙСТВИИ ГАМК И ПИКРОТОКСИНА 
НА ВЫЗВАННОЕ К + ВЫСВОБОЖДЕНИЕ 3Н-НОРАДРЕНАЛИНА

ИЗ СИНАПТОСОМ МЕЗОДИЭНЦЕФАЛЬНОИ ОБЛАСТИ 
МОЗГА КРЫС

АРМЕНЯН А. Р„ ЧИФЛИКЯН М. Д„ БУНЯТЯН Г. X.

Было изучено влияние ГАМК и пикротоксина на вызванное Кт высвобожде
ние 3Н-норадреналина (3Н—НА) из сипаптосом мезодиэнцефалыюй области мозга 
крыс и влияние пикротоксина на действие ГАМК в присутствии и в отсутствие 
Са2+ и С1—. Пикротоксин в концентрациях 10՜5—10՜3 М подавлял вызванное 10- 
высвобождение 3Н—НА и не блокировал тормозящий эффект ГАМК на этот про
цесс. В бескальциевой среде вызванное К+ высвобождение 3Н —НА ингибировалось. 
Дальнейших изменений в присутствии пикротоксина не наблюдалось; в этих усло
виях ГАМК не стимулировала высвобождение 3Н—НА, что происходило в отсутст
вие пикротоксина. При отсутствии С1— вызванное К г высвобождение 3Н-НА под 
действием пикротоксина подавлялось, и стимулирующее действие ГАМК на этот 
процесс блокировалось. В среде, из которой были удалены Са-ь и С1 , вызванное 
высвобождение 3Н — НА из сипаптосом ингибировалось. При добавлении к этой 
среде ГАМК, ’пикротоксина или ГАМК па фоне пикротоксина ингибирование выс
вобождения 3Н—НА углублялось.

ГАМК, является главным тормозным медиатором в ЦНС млекопи
тающих. Многие данные свидетельствуют, что в основе тормозящего 
действия ГАМК, кроме гиперполяризации, в некоторых структурах ле
жит и деполяризация. Деполяризующее пресппаптпческое действие 
ГАМК показано в различных частях ЦИС (клиновидном ядре, обоня
тельной коре, спинном мозгу) [1—3], а также периферической НС (в 
ганглиях дорсальных корешков, верхнем шейном ганглии, синаптиче
ских ганглиях) [4—6].

Результаты исследований [7—9], показавшие при действии ГАМК 
усиление спонтанного высвобождения 3Н—норадреналина (НА) из си- 
наптосом мезодиэнцефальной области мозга крыс и подавление высво
бождения 3Н—НА, вызванное электрической стимуляцией, высокими 
концентрациями К+ и протовератрином, указывают, что ГАМК, деполя
ризует норадренергические нервные окончания и дают основание для 
предположения о ГАМК как возможном медиаторе прссинаптнческого 
торможения в этой области мозга. Показано также, что тормозящее 
действие ГАМК на вызванное деполяризацией высвобождение 3Н—НА 
из синаптосом зависит от Са2 ՛ , и в его отсутствие направленность дей-
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ствия ГАМК на этот процесс изменяется [8, 9]. Известно, что специфи
ческий блокатор действия ГАМК—пикротоксин антагонизирует как ее 
постсинаптическое, так и пресинаптическое действие [1, 4, 10—13]. Счи
тается, что пикротоксин ингибирует действие ГАМК неконкурентно^ 
влияя на ионную проницаемость мембраны, особенно на транспорт С1՜ 
[10, 14]- Для внесения некоторой ясности в понимание механизма дей
ствия ГАМК на высвобождение НА из нервных окончаний мезодиэнце- 
фальной области мозга в настоящей работе изучено влияние пикроток
сина на вызываемое К* высвобождение 3Н—НА из синаптосом, выде
ленных из этой структуры, и на действие ГАМК на данный процесс в 
присутствии и в отсутствие Са'՜1՜ и С1՜.

Материалы и методы

Спнаптосомы из мезодиэнцефальной области мозга крыс получали 
по методу Hajos [15]. Их инкубировали 10 мин в присутствии 5-Ю՜8 М 
3Н НА. Затем 1 мл инкубированной суспензии переносили в суперфу- 
зионные камеры на миллипоровые мембранные фильтры. Высвобожде
ние 3Н—НА из синаптосом изучали суперфузнонным методом Raiteri и 
соавт. [16]. Суперфузию проводили со скоростью 1 мл/мин. Пробы бра
ли каждые 30 с. ГАМК добавляли вместе с К + , пикротоксин—на 1 мин 
раньше ГАМК и К+- Радиоактивность суперфузионной среды и синап
тосом измеряли после добавления 0,5—1 мл этанола и 10 мл сцинтил
ляционной среды Брея на жидкостном сцинтилляционном счетчике 
«Intertechnique-SL-4221» (Франция). Величину высвобождения (1) рас
считывали по отношению радиоактивности суперфузионной среды к ос
тавшейся радиоактивности синаптосом (число распадов в мин). Подроб
ности методики исследований описаны в предыдущих работах [7, 8].

Использовали Кребс-бикарбонатный буфер pH 7,2—7,4 со следую
щим составом (в мМ): NaCl—113; КС1—4,75; КН2РО4—1.2; MgSO4— 
1,2; NaHCO3—25; СаС12—2,5; глюкоза—11,5. В буфер добавляли 0,1 
мг/мл ипразида и 0,2 мг/мл аскорбиновой кислоты- В усиленной 
К среде (40 мМ) изотоничность раствора достигали изомолярным за
мещением NaCl на KCI. В бесхлорной среде С1՜ заменяли нонами аце
тата и глюконата. В бескальциевую среду СаС12 не добавляли. Исполь
зовали 3Н—НА с удельной активностью 39 Ки/мМ фирмы «Amersham», 
ГАМК—фирмы «Reanal», пикротоксин и ипразид — фирмы «Sigma».

Результаты и обсуждение

Влияние ГАМК и пикротоксина на вызванное 7՝+
ние 3Н—НА из синаптосом мезодиэнцефальной 0 бации
Стимуляция синаптосом 40 мМ К+ после 11‘мину1Н0Н усилению 
в Кребс-бикарбонатном буфере приводила к значитель ‘ 
высвобождения ’Н-НА. При добавлении ГАМК вызва. ноеК выс֊ 
вобождение аН—НА подавлялось (рис. 1, а)- Эти‘ даннЬ 1
дают результаты предыдущих исследований [Ь]. ак вид ___
б, в, г, все использованные концентрации пикротоксина
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М) нс влияли на спонтанное высвобождение 3Н —НА из синаптосо.м. 
Изучение действия различных концентраций пикротоксина на вызван
ное !<■* высвобождение 3Н—НА показало, что при концентрации пик
ротоксина 10՜5—10՜3 М вызванное К + высвобождение 3Н—НА подав
лялось (рис. 1. б, 6, г). Примечательно, что в присутствии пикроток

сина (10 5 —10 3 М) тормозящее действие ГАМК сохранялось (рис. 1,

Рис. 1. Действие ГАМК (10՜3 М) (пунктирная линия) на К+-вызванпое 
высвобождение 3Н—НА из синаптосо.м мезодиэнцефальной области моз
га крыс: а) в отсутствие н в присутствии различных концентраций пик
ротоксина (заштрихованная область), б) 10—5 М, в) 10-* М, г) 10 3 М. 
Стандартное отклонение не более 10%. Средние данные 5—10 опытов

б, в, г). Таким образом, пикротоксин, подобно ГАМК, подавлял выз
ванное К4 высвобождение 311 — НА из синаптосом мезодиэнцефальной 
области мозга и не блокировал действие I АМК на этот процесс. 
ГАМК-подобное тормозящее действие пикротоксина (10 10 3 М) 
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описано на клетках Пуркинье [17]. Несмотря на то, что ГАМК и пик
ротоксин имели одинаковое тормозящее влияние на вызванное К+ вы
свобождение 3Н—НА из синаптосом, в основе их действия, по всей ве
роятности, лежат разные изменения норадренергической нервной мем
браны. Это можно предположить на основании того, что пикротоксин не 
действовал на спонтанное высвобождение 3Н—НА из синаптосом, тогда 
как ГАМК стимулировала этот процесс [7]. Степень ингибирования вы
званного высвобождения 3Н—НА при разных концентрациях пикроток
сина различалась, а под действием ГАМК на фоне разных концентра
ций пикротоксина почти не изменялась (рис. 1, б, в, г).

Рис. 2. Действие ГАМК (!0 3 М) на К4՛-вызванное высвобождение 
3Н—НА из синаптосом мезодпэпнефальной области мозга крыс: а) в от
сутствие и б) в присутствии пикротоксина (10 3 М) в Ca’i--свободной 
среде. Стандартное отклонение не более 10%. Средние данные -1—S 

опытов. Обозначения те же, что и па рис. 1

Влияние ГАМК и пикротоксина на вызванное К՜' высвобождение 
3Н—НА из синаптосом мезодиэнцефальной области мозга в отсутствие 
Са֊+. Полученные данные о подавлении под действием ГАМК высво
бождения 3Н —НА, вызванного электрической стимуляцией, добавле
нием 40 мМ К + или протовератрина |7 —9] можно объяснить деполя
ризацией норадренергических нервных окончаний, при которой выс
вобождение медиатора является Са2՜1 -зависимым процессом. Иссле
дования показали, что вызванное К1 и протовератрином высвобож
дение 3Н—НА из синаптосом блокируется в бескальциевой среде, но в 
присутствии ГАМК эффект деполяризующих веществ частично восста
навливается [8, 9], и стимулирующее действие ГАМК на спонтанное 
высвобождение 3Н—НА из синаптосом в бескальциевой среде сохра
няется [9]. Это приводит к предположению, что под действием ГАМК, 
по всей вероятности, высвобождается Са2*՜ из его внутриклеточных 
запасов. Исходя из этих данных, для выяснения участия Са в дей
ствии пикротоксина было изучено вызванное К + высвобождение 
JH —НА в бескальциевой среде в присутствии пикротоксина. Как видно 
из рис. 2, а, вызванное К4՜ высвобождение 3Н НА из синаптосом в 
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бескальциевой среде ингибировалось, что было показано ранее [8]. 
Добавление пикротоксина не вносило ничего нового (рис. 2, б). В бес
кальциевой среде при добавлении ГАМК на фоне пикротоксина выз
ванное высвобождение 3Н—НА не стимулировалось (рис. 2, б), как это 
имело место в его отсутствие (рис. 2, а). В бескальциевой среде пикро
токсин не проявляет ГАМК-подобного действия на вызванное высво
бождение 3Н—НА из синаптосом, следовательно, ГАМК и пикротоксин 
вызывают разные ионные изменения, и Са2+, вероятно, не вовлечен в 
действие пикротоксина. Есть данные, что пикротоксин влияет па 
К+-проводимость мембраны. Подавление под действием пикротоксина 
потенциалов дорсальных корешков, вызванных афферентной стпмуля-

Рис. 3. Действие ГАМК (10 3 М) на К+-вызваппое высвобождение 
311 —НА из синаптосом мезодиэнцефальной области мозга крыс: а) в от
сутствие и б) в присутствии ппкроток ина (10՜3 М) в С1~-свободной 
среде. Средние данные 4—8 опытов. Стандартное отклонение не более

10%. Обозначения те же, что и па рис. 1

цией (при которой медиатором является ГАМК) и непосредст
венной аппликацией ГАМК, некоторые исследователи объясняли 
блокированием пикротоксином К+ транспорта [18—20]. Возмож
но, в наших исследованиях подавление вызванного К + высвобождения 
3Н—НА из синаптосом пикротоксином, а также отсутствие стимулирую
щего действия ГАМК па высвобождение 3Н—НА в бескальциевой среде 
в присутствии пикротоксина были обусловлены изменением транспорта 
К+ в синаптосомной мембране.

Влияние ГАМК и пикротоксина на вызванное К *՜ высвобождение 
3Н—НА из синаптосом мезодиэнцефальной области мозга в отсут
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ствие С1~. Полагают, что пикротоксин ингибирует действие ГАМК 
посредством блокирования хлорных каналов [10, 14]. Есть сведения, 
что в пресинаптическом действии ГАМК С!՜ играет важную роль [6]. И 
так как мы предполагаем, что ГАМК в мезодиэнцефалыюй области моз
га является медиатором пресинаптического торможения, в следующей 
серии опытов было изучено влияние ГАМК па вызванное высвооождс- 
ние 3Н—НА из сипаптосом в бесхлорпой среде в отсутствие и в присут
ствии пикротоксина. Результаты исследований показали, что в бесхлор- 
ной среде 40 мМ К+ стимулировали высвобождение 3Н — НА из си- 
наптосом, и ГАМК усиливала этот процесс (рис. 3, а), то есть в от
сутствие С1՜ происходила реверсия действия ГАМК на вызванное К1

Рис. 4. Действие ГАМК (10~3 М) на К+-вызваш։ое высвобождение 
3Н—НА из сипаптосом мезоднэнцсфалыюп области мозга крыс: а) в от
сутствие и б) в присутствии пикротоксина (10 3 М) в Са2+ и С1—сво
бодной среде. Средние данные 3-6 опытов. Стандартное отклонение 

не более 10%. Обозначения те же, что и па рис. 1

высвобождение 3Н—НА. В бесхлорпой среде в присутствии пикротокси
на вызванное высвобождение 3Н—НА из сипаптосом подавлялось. В 
этих условиях в присутствии пикротоксина ГАМК нс вызывала измене
ний (рис. 3, б). Примечательно, что в отсутствие С1“ пикротоксин 
стимулировал спонтанное высвобождение 3Н — НА из сипаптосом (рис. 
3, б). Эти данные указывают на то, что С1 вовлечен как в дейпвие 
ГАМК, так и пикротоксина, и, по всей вероятности, сдвиги транспор
та С1-, вызванные ГАМК и пикротоксином, имеют противоположные 
•направления, вследствие чего в бесхлорной среде пикротоксин подавлял 
вызванное высвобождение 3Н—НА, а ГАМК, наоборот, стимулировала 
этот процесс. Более того, в этой среде пикротоксин блокировал стиму 
•пирующее действие ГАМК на вызванное высвобождение 3Н НА.

Когда из суперфузионной среды удаляли Са2+ и С1 , вызванное 
высвобождение 3Н—НА из сипаптосом подавлялось и имело место тор
мозящее действие ГАМК на этот процесс (рис. 4, а). При этом пикро- 
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токсин ингибировал вызванное высвобождение 3Н—НА, и добавление 
ГАМК на фоне пикротоксина приводило к дальнейшему ингибированша 
процесса (рис. 4, б).

Сопоставляя полученные данные, можно полагать, что пикротоксин 
не блокирует пресинаптическое тормозящее действие ГА1М.К на высво
бождение НА из норадренергических нервных окончаний мезодиэнце- 
фальной области мозга. Это, по всей вероятности, обусловлено тем, что, 
кроме действия на транспорт С1՜, ГАМК и пикротоксин вызывают и 
другие более существенные, но разные сдвиги в ионной проницаемости 
мембран норадренергических нервных окончаний.

INVOLVEMENT OF Са2:- AND Cl՜ IONS IN THE EFFECTS OF 
GABA AND PICROTOXIN ON THE К’■-EVOKED RELEASE 

OF 3H-NA FROM RAT BRAIN MESODIENCEPHALIC 
SYNAPTOSOMES

ARMENIAN A. R., CHH'LIKIAN M. D., ] BUN1AT1AN 11. Ch.

Institute of Biochemistry, Academy of Sciences of the Arm. SSR, Yerevan

Effects of GABA and picrotoxin on the K+-evoked release of 3H-NA 
from synaptosomes of rat brain mesodienceplialic region and influence 
of picrotoxin on GABA effect on this process in Ca2*՜ and CD-free me
dia has been studied. GABA has been shown to inhibit K^-evoked re
lease of 3H-NA from synaptosomes. The effect of GABA was not bloc
ked by 10՜®—10 3M picrotoxin, which itself reduced К’■-evoked release 
of 3H-NA. In a Ca?+-free medium К ’■-evoked release of 3H-NA from sy
naptosomes was not observed and GABA has stimulated K + -evoked re
lease. This effect of GABA was blocked by picrotoxin. In a CD-free 
medium К * -evoked release of 3H-NA from synaptosomes was not alte
red. Under these conditions GABA stimulated K+-evoked release of 
3H-NA while picrotoxin reduced this process. In the presence of picro
toxin the effect of GABA on the K+-evoked release was reversed. The 
results obtained Indicate that picrotoxin does not block the presynaptic 
inhibitory effect of GABA in the brain mesodiencephalic region.
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ВНУТРИЯДЕРНОЕ распределение 
НЕЙРОСПЕЦИФИЧЕСКОГО БЕЛКА Б-100 В МОЗЖЕЧКЕ БЫКА

КАПРАЛОВ А. А., СМЕРЧИНСКАЯ Л. С., БЕЛИК Я- В., ТЮЛЕНЕВ В. И.

Методом иммунодиффузии изучали наличие нейроспецифического белка 5-100 во 
фракциях, образующихся при дифференциальной экстракции изолированных ядер моз
жечка быка. Наличие белка обнаружено в ядерном соке и ядернои мембране. Белок 
5-100 не выявлен в исходном препарате хроматина и его фракциях, полученных мето
дом хроматографии на гидроксиапатите. Обсуждаются возможные механизмы дейст
вия белка 5-100 в реализации генетической информации!.

С помощью иммуногистохимических методов установлено наличие 
нейроспецифического белка Б-100 в ядрах нейронов и отсутствие его в 
ядрах глиальных клеток [1-4]. Обнаружены также специфические уча
стки связывания этого белка в изолированных ядрах [5]. Показано, 
что белок Б-100 может стимулировать активность НК-полимеразы 
[6]. На возможную роль этого белка в процессах регуляции экспрес
сии генома указывает также его способность увеличивать включение 
32Р в ядерные белки при его добавлении к препаратам ядернои про- 
теинкнпазы [7]. В то же время фосфорилирование как негистоновых 
белков [8], так и гистонов [9] имеет важное значение в регуляции ак
тивности генов.

Для выяснения функции белка Б-100 в клеточных ядрах и меха
низма его действия необходимо знание его субъядерной локализации, 
что и являлось целью настоящей работы.

Материалы и методы
Ядра выделяли из 50 г серого вещества мозжечка быка и прово

дили дифференциальную экстракцию белков, в основном, по методу 
Вигбтап [10]. Изолированные ядра суспендировали в 0 мл раствора 
содержавшего 0,14 М №С1, 0,02 М. трис-НС1 и 0,005 М МеС12 (pH 7,о). 
После 30-минутного экстрагирования надосадочну ю фракцию отделя 
ли центрифугированием при 27 000 £ в течение мин, °^а'^ок эк^тРа 
гировали последовательно дважды таким же ооьемом , ; 1 а
Осадок после извлечения растворимых белков дважды суспендировали 
в 30 мл 2 М ИаС1 и энергично перемешивали с помощью магнитной 
мешалки 60 мин с последующим центрифугированием в течение 30 
мин при 27 000 8- Оба гелеобразных экстракта рассматривали как
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фракции дезоксирибоиуклеопротеидов (ДНП). Остаток ядерной фрак
ции, нерастворимый в 2 М. NaCl и представленный, главным образом, 
ядерными мембранами и, видимо, ядрышками и элементами рибонук- 
леопротеидной сети, экстрагировали в 10 мл 0,05 и. NaCl (щелочераство- 
римая фракция 1) с последующим центрифугированием. В части опы
тов из остатка ядерной фракции получали экстракт с помощью 0,2 %- 
ного раствора дигитонина. Осадок обозначали как остаточную фрак
цию. Для дальнейшего разделения белков ДНП фракции экстракт, по
лученный с помощью 2 М NaCl, диализировали против 13 объемов ох
лажденной воды 15—16 ч и центрифугировали при 20000 g 20 мин. Над
осадочную фракцию (фракцию ДНП, растворимую в 0,14 М NaCl) 
исследовали отдельно, а осадок последовательно обрабатывали 10 
мл 0,25 п. НС1 и 0,1 и. NaOH и получали соответственно кислотораст
воримую фракцию и щелочерастворимую фракцию 2.

В отдельных опытах из фракции ядер получали хроматин мето
лом, предложенным Bloom, Anderson [12]- Хроматин фракционировали 
при помощи хроматографии на гидроксиапатите, используя последова
тельно растворы: 0,35 М NaCl, 1 М NaCl, 2 М NaCl и 2 М NaCl с 5 М 
мочевиной. Все растворы готовили на 0,8 М натрий-фосфатном буфере 
(pH 7,0). Гидроксиапатит готовили по методу Siegelman и соавт. [13]-

Ядрышки получали, в основном, по Методу Busch [14]. При этом 
ядра суспендировали в растворе 0,25 М сахарозы, озвучивали в тече
ние 3 мин при 15 кГц и центрифугировали 15 мин при 4500 g, наслоив 
их на 30%-пый раствор сахарозы. Осадок ресуспендировали в 0,25 М 
сахарозе и еще два раза очищали подобным образом.

Мембраносвязанный белок S-100 экстрагировали 5%-ным пентано
лом [15, 16] из осадка ядер, отмытых раствором, содержавшим 0,14 М 
NaCl, 10 мМ трис-НС1 (pH 8,0), 1 мМ MgCl2.

Все полученные субъядерные фракции исследовали методом имму
нодиффузии по Ouchterlony в модификации Гусева и Цветкова [17]. В 
этих исследованиях была использована специфическая кроличья анти
сыворотка, полученная к бычьему белку S-100 [18].

Электрофорез белковых фракций проводили в 7%-ном геле в систе
ме геля № 1 по Мауреру [19] с добавлением ЭДТА и 2-меркаптоэтанола 
(1 мМ) или с использованием 1%-ного додецилсульфата натрия [20].

Результаты и обсуждение

Согласно данным электронной и световой микроскопии, полученные 
препараты ядер не содержали цитоплазматических загрязнений, и их 
морфологическая структура была сохранена (рис. 1). Отношение бе- 
лок/ДНК в них составляло 4,6, что соответствует чистым ядрам по кри
териям, предложенным Busch [21].

Вначале ядра фракционировали по модифицированному нами мето
ду Michelti и соавт- [22]. При использовании метода двойной иммуно
диффузии в геле (рис. 2) белок S-100 был обнаружен в растворимой
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фракции, экстрагируемой при последовательном применении растворов 
0,14 М ЫаС1 и 0,35 М ИаО. Из двух последовательных экстрактов ДИП 
только первый взаимодействовал с иммунной сывороткой в иммуноднф- 
фузионных опытах. Фракция ДИП, образующаяся в результате пониже
ния концентрации соли до 0,14 М ИаС1, также взаимодействовала с ан
тисывороткой к белку 5-100. Иммунодиффузионным методом белок 
5-100 не был выявлен во фракциях кислот- и щелочерастворимых; 
ядерных белков. Четкое взаимодействие со специфической антисыворот
кой в иммунодиффузионном тесте было обнаружено для фракции,, 
экстрагируемом щелочью или дигитонином из остатка ядер после 
экстракции 2 М ИаС1.

Рис. 1. Элсктронномикроскопическое изображение ядер мозжечка;
X 20 000 раз

о „„,,,„,.тяти электрофореза полученныхНа рис. 3 представлены результаты => з
, . ” то/ ПЛАТ Необходимо отметить, что су-су бъядерных фракции в /%-ном 11АА1.

шественная часть материала всех фракций остаВ ’ Иа стаРте 11 1 
входила в разделяющий гель. Значительная часть ка мигрировала 
бромфеноловым синим, примененным в качестве маркера фронта, та 
же зона белка, но выраженная гораздо слабее по сравнению с таковы 
ми других субъядерных фракций, имеется также в щелочерастворимои 
фракции 2, экстрагируемой из ДНП. Очевидно, эта елковая зона нс со 
держит белка 5-100 хотя нельзя исключить того, что он может терять 
> 1 „ „„„.„.тяте воздействия химическихиммунологическую активность в результате 
агентов.

Полученные результаты в целом как будто ы согласуются с да, 
нымн, согласно которым белок 5-100 был обнаружен в растворимой 
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фракции ядер, ДНП комплексе и остаточной фракции [20]. Однако из- 
двух последовательных экстрактов ДНП с иммунной сывороткой взаи
модействовал только первый- Белок Б-100, обнаруженный в ДНП комп
лексе, полностью переходит в надосадочную фракцию после снижения 
концентрации ИаС1 до 0,14 М. Кроме того, электрофоретические спек
тры белков растворимой фракции ядер и белков, переходивших в раст
вор при диализе ДНП фракции, были подобны. На основании этих фак
тов сделано предположение о возможном взаимозагрязнении раствори
мой фракции ядер и ДНП при выделении. Поэтому далее была моди
фицирована схема фракционирования ядерных белков путем увеличе
ния объема и количества применяемых отмывок и использования мето
да .хроматографии на гидроксиапатите.

Рис. 2. Иммунодиффузиоинын анализ суб
фракций ядер. 1—растворимые белки ядер; 
2—фракция ДНП; 3—щелочерастворимая 
фракция 2; 4—щелочерастворнмая фрак
ция I; 5—фракция ДНП, растворимая в 

0,10 М 1\аС1; 6—белок 8-100

Необходимо было выяснить вопрос, содержится ли белок Б-100 в 
-хроматине и на какой стадии получения последнего он может экстраги
роваться. Во избежание взаимозагрязнения получаемых фракций на 
каждом этапе получения хроматина ядра экстрагировали небольшими 
объемами соответствующих растворов (1/3 от веса ткани), центрифуги
ровали и в надосадочной фракции по- 
методом иммунодиффузии определяли 
ченные осадки экстрагировали еще 3-

Рис. 3. Днск-элсктрофореграммы белков 
субъядерных фракций. 1—растворимые бел
ки ядер; 2— фракция ДНП, растворимая в 
0,14 М НаС1; 3—щелочерастворнмая фрак

ция 1; 4—щелочерастворнмая фракция 2

ле диализа и концентрирования 
присутствие белка Б-100. Полу- 
-4 раза объемом раствора, рав

ным исходному весу ткани. Препараты хроматина ” свидетельством 
рактеристики: Е23о/Е26о= М- Е26о/Ез2о • оМ таким образом,
его чистоты [23]. В суммарном хР°матине’ ‘ ' иммунодиффузии, 
белок Б-100 не обнаруживался. Используя - нз ядср уже
было показано (рис. 4), что он полностью ЭКСТР ння хроматнна я 
первым раствором, который применяется для



■содержит 80 мМ. ПаС1, 20 мМ ЭДТА (pH 6,5). Предполагая, что бе
лок 5-100 может связываться с другими белками и ДНК и поэтому нс 
диффундировать в геле, было проведено фракционирование хроматина 
с использованием гидроксиапатита. Во фракциях белка, полученных 
при отмывке гидроксиапатита растворами с возрастающими концен
трациями ИаС1 и мочевиной, белок 5-100 также не обнаруживался 
(рис. 4), хотя во всех фракциях, образовывавшихся как при очистке 
хроматина, так и при его фракционировании была выявлена белковая 
полоса, мигрирующая вместе с фронтом бромфенолового синего в 
10,5%-ном ПААГ с додецилсульфатом натрия (рис. 5).

Рис 4 Иммунодиффузионный анализ экстрактов, образующихся при вы
делении хроматина (а) и его фракционировании на гидроксиапатите (б) 
а) /—белок 5-100; 2—экстракт исходных ядер раствором 80 мМ ЫаС1, 
20 мМ ЭДТА; 3—экстракт раствором 0,15 М К'аС1, 10 мг! трие-ИС), 1 мМ 
ЭДТА (pH 7 0)՛ 4—экстракт раствором 1,5 мМ 1 а , 0,15 мМ цитрата 
натрия (pH 7,0); б-исходный хроматин; б-физнологическин раствор 
б) 1-экстракт хроматина раствором 0,35 М ИаС1, 80 мМфосфата натрия 
(рН 7,0); 2-экстракт раствором 1 М ЫаС1, 80 мМ фосфата натрия (pH 
7,0); 3-экстракт раствором 2 М №С1, 80 мМ фосфата натрия; 4-экс
тракт раствором 2 М К’аС1, 5 мМ мочевины, 80 мМ фосфата натрия (pH 
7,0); 5-экстракт раствором 2 М КаС1, 5 М °’5 М Фос*ат

натрия (pH 7,0); 6—белок 5-

При последовательном применении для ^тракции ядер раство
ров 0,14 М ИаС1 (pH 7,0), 0,14 М МаС1 (pH 8,0), 0,3 М ИаС1 (pH 8,0), 
объемы которых превышали вес исходной ткани в 5, 1,5 и 1,5 раза со
ответственно, белок 5-100 обнаруживался в каждом из этих экстрак 
тов (рис. 6). Первым раствором проводили одну экстракцию, вторым 

о тлпи пгшмрнении второго раствора в боль- 11 третьим՛—по три. Однако при применен *
՛ / -7 вес взятой ткани) белок 5-100ших объемах (в 7 раз превышавшем вес >

экстрагировался только первыми двумя растворах . елок՜ >ы. 
обнаружен также в осадке, образовавшемся после о раоотлИ ядер 

„„ экстрагировался 5%-ным пен- этими растворами; в этом случае он экс р 1 о
танолом.

Можно сделать вывод, что белок 5-100 не входит в состав хрома
тина, а локализуется в нуклеоплазме и на ядерной мембране. Подоб
ные результаты были получены и с использованием имму иофлуорес 
центной техники [11, 24]. Не исключено, что белок 5-100, локализую
щийся в нуклеоплазме, образует два различных пула, так как раство
ром 0,14 М №аС1 при pH 7,0 экстрагируются ядерные рибосомы, а при 
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pH 8,0—ядерные РНП и некоторые другие белки [25]. Обнаружение՝ 
белка 5-100 в составе хроматина [22], по-видимому, можно объяснить- 
недостаточной отмывкой последнего от белков нуклеоплазмы.

Рис. 5. Диск-электрофореграммы белковых фракций, полученных при вы
делении хроматина и фракционировании его на гидроксиапатите (электро
форез фракций 1—5 проводили в течение 3 ч, а фракций 6—8—2,5 ч). 
/—фракция, экстрагируемая из ядер раствором 80 мМ Х’аС1, 20 мМ ЭДТА 
(pH 6,5); 2—фракция, экстрагируемая из ядер раствором 1,5 мМ Х'аС| и 
0,15 мМ цитрата натрия (pH 7,0); 3— хроматин; 4—фракция, экстрагируе
мая из хроматина раствором 0,35 М ХаС1 и 80 мМ фосфата натрия (pH 
7,0); 5—фракция, экстрагируемая раствором 1 М \аС1 и 80 мМ фосфата 
натрия (pH 7,0); 6—фракция, экстрагируемая раствором 2 М Х'аО, и 
80 мМ фосфата натрия (pH 7,0); 7—фракция, экстрагируемая раствором 
2 М ХаС1, 5 М мочевины, 80 мМ фосфат натрия (pH 7-.0); 8—фракция, 
экстрагируемая раствором 2 М ХаС1, 5 М мочевины, 0,5 М фосфата 

натрия (pH . 7,0)

Рис. 6. Иммунодиффузионный анализ экстрактов при фракционировании 
ядер. 1—фракция, экстрагируемая из ядер раствором 0,14 М ХаС1, 10 мМ 
трис-11С1, 1 мМ М5С12 (pH 7.0); 2—фракция, экстрагируемая 0.14 М 
ИаС1, 10 мМ трис-НС1, 1 мМ МйС12 (pH 8,0); 3—фракция, экстрагируе
мая 0,3 М ЫаС1, 10 мМ трис-НС1, 1 мМ МеС12 (pH 8,0); -/—фракция, 
экстрагируемая 0,3 М Х’аС1, 10 мМ трис-НС1, 1 мМ МдС12 (pH 8,0) после 
интенсивной экстракции раствором 0,14 М №С1, 10 мМ трис-НС1, 1 мМ 
МбС12 (pH 8,0); 5—фракция, экстрагируемая 5% пентанолом; 6—ядрышки

Была предпринята попытка выяснить, содержится ли белок 5-100 
в ядрышках. Учитывая способность белка 5-100 увеличивать актив- 
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«ость РНК-полимеразы I [6], можно предположить, что его функции 
связаны именно с этой структурой. В работах с использованием им
мунофлуоресценции получены как данные о том, что белок S-100 вхо
дит в состав ядрышка [3, 4, 27], так и что он там отсутствует [1, 2, 
26]. Полученные в наших условиях препараты хроматина содержали 
ядрышки, поэтому мы выделили очищенные ядрышки, так как в слу
чае низких концентраций в тих белка S-100 последний мог бы маски
роваться за счет большого разведения и в результате не определяться 
в составе суммарного хроматина. Однако и в препарате изолирован
ных ядрышек не удалось обнаружить белка S-100 (рис. 6). Эти ре
зультаты согласуются с данными Michetti, Donato [27], которые пока
зали наличие участков связывания белка S-100 на ядерной мембране 
и отсутствие таковых в хроматине.

На основании проведенных исследований можно сделатаь вывод, 
что ядерный белок S-100 локализован лишь в ядерном соке и ядерной 
мембране, но не в хроматине. Следовательно, вряд ли он может не
посредственно принимать участие в регуляции генетической актив
ности клетки на уровне транскрипции. Однако, оказывая влияние на 
фосфорилирование ядерных белков и, возможно, на другие процессы 
в ядре, белок S-ГОО может опосредованно изменять степень экспрессии 
генома, а также участвовать в посттранскрипционной регуляции на 
этапах ֊процессинга и транспорта РНК-

INTRANUCLEAR DISTRIBUTION OF NEUROSPECIFIC PROTEIN 
S-100 IN BOVINE CEREBELLUM

KAPRALOV A. A.. SMERCHINSKAYA L. S. BELIK Ya. V., TJHLENEV V. I.

A. V. Palladin Institute of Biochemistry, likralnian Academy of Sciences, Kiew

The presence of neurospecific protein S-100 has been studied by 
means of Onchterlony immunodiffusion technique in the fractions obtai
ned on differential extraction of isolated nuclei from bovine cerebellum. 
The protein was discovered In the nuclear juice and membrane. S-100 
-was not detected in the initial chromatin preparation and its fractions. 
When all chromatin fractions were subjected to SDS gel electrophoresis 
.a protein zone had been detected that comigrated with bromphenol blue 
and didn't crossreact with antiserum against S-100. A possible mecha
nism of S-100 involvement in the realization of genetic information is dis
cussed.
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ДЕЙСТВИЕ НОРАДРЕНАЛИНА НА ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ 
ЯДЕРНЫХ БЕЛКОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА

МИКЕЛАДЗЕ Д. Г., ФРАИКИНА Т. Я.

Показало, что норадреналин (НА) снижал активность формы 1 сАМР-завя-?::мой 
протеипкиназы (ПКазы) в цитозоле н увеличивал ее в ядрах клеток головного мозга 
крыс.

Изучено также фосфорилирование эндогенных субстратов ядерных ПКаз мозга. 
Обнаружено 4 фракции фосфорилирующихся белков, одна из которых обладала РНК' 
полимеразной активностью. Одним из механизмов действия НА па фосфорилирова
ние ядерных белков в нервной ткани может быть транслокация цитоплазматической 
сАМР-зависимой ПКазы в ядро. Показано, что влияние НА на генетический аппарат 
нервной ткани может быть опосредовано сАМР. ч

Эффекты сАМР реализуются, в основном, через активацию про- 
теинкиназ (ПКаз), катализирующих фосфорилирование белков [1]. 
Реакции фосфорилирования—дефосфорилирования белков, по-впднмо- 
му, являются одним из важных механизмов, регулирующих функцио
нальную активность клетки [2]. В последнее время интенсивно иссле
дуют ядерные ПКазы и их участие в процессах транскрипции и дере
прессии генома [3]. Показано, что в ядро транслоцируется каталити
ческая субъединица ПКаз, и ее специфическое воздействие на акцеп
торные участки хроматина сопровождается фосфорилированием ядер
ных белков [4—6]. Появились сведения о возможной миграции свобод
ных регуляторной и каталитической субъединиц, а также компчекса 
холофермент—сАМР из цитоплазмы в ядро [7]- Взаимодействие сАМР 
с регуляторной субъединицей сАМР-зависимой ПКазы может стиму
лировать не только фосфорилирование белков, но и процессы транс
крипции по типу стероид-рецепторных комплексов [8].

В нервной, как и в других тканях, ПКазы опосредуют эффекты 
сАМР в ответ на действие гормонов или нейромедиаторов, фосфори
лируя белки синаптических мембран, ферменты, участвующие в син
тезе нейромедиаторов и т. д. [9]. Согласно модели, предложенной 
Williams [10], фосфорилирование ядерных белков в нервной ткани, 
осуществляемое ядернымн ПКазами, может принимать участие в дсре- 
прессии генома и контролировать таким образом функциональную ак
тивность ЦНС, Однако в механизме действия нейромедиаторов л 
сАМР на фосфорилирование ядерных белков мозга многое еще ос
тается неясным.
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Настоящая работа была посвящена изучению механизма действия 
НА на фосфорилирование ядерных белков и активность ядсрных ПКаз, 
а также выявлению эндогенных субстратов указанных ферментов в 
нервной ткани.

Материалы и методы

Опыты были проведены на белых крысах массой 100—150 г. Ак
тивность ПКазы определяли по методу Chuang и др. [11]. Инкуба
ционная среда содержала: 50 мМ трис-НС1 (pH 6,5), 8 мМ MgCl2, 2,5 
мМ теофиллина, 550 мкМ у-32Р-АТР (2-5ХЮ6 имп/мин в пробе), 
6,2% глицерина, 0,6 мг/мл суммарного гистона и 25—40 мкг фермента. 
Инкубацию проводили при 30° в течение 15 мин. Реакцию начинали 
добавлением фермента и останавливали охлаждением инкубационной 
смеси до 4°. К реакционной смеси добавляли 50 мкл 50%-нои ГХУ, со
держимое пробирки наносили на смоченный стандартный диск диамет
ром 24 мм из бумаги Whatman 3 ММ, пробирку промывали 200 мкл 
25%-ной ТХУ. Фильтры промывали 4 мл 10%-ной ТХУ, 4 мл раствора со
левой смеси (10 мМ NaHoPO4, 10 мМ Na4P2O7, 10 мм Na2WO4), далее 
4 мл смеси спирт-ацетон (1:1) и, наконец, 2 мл ацетона. Высушенные 
фильтры заливали 10 мл толуольного сцинтиллятора и измеряли радио
активность на жидкостно-сцинтилляционном счетчике «Intertechnique- 
SL-ЗО» (Франция).

Определение активности РНК-полимеразы проводили по методу, 
описанному Hirsch, Martelo [12]- Инкубационная смесь в объеме 50 мкл 
содержала в мкмоль: трис-НС1—2 (pH 7,9), А ГР, GTP, СТР по 0,3; 
МпС12—0,1, HC-UTP (1—2ХЮ6 имп/мин в пробе)—0,018, (NH4)2 SO4— 
2,6; ДНК тимуса—20 мкг (в контрольную пробу ДНК не добавляли) и 
белковый раствор—Ю—15 мкг. Инкубацию проводили 10 мин при 37°, 
после чего инкубационную смесь охлаждали до 0° и наносили на смо
ченный 5%-ной ТХУ стандартный диск диаметром 24 мм из бумаги 
Whatman 3 ММ. В дальнейшем такой фильтр промывали на воронке с 
водоструйным насосом 4 раза по 5 мл охлажденной 5%-ной ТХУ и один 
раз 10 мл охлажденного 95%-ного этанола- Высушенные фильтры по
мещали в сцинтилляционные флаконы и измеряли радиоактивность.

Срезы готовили на микротоме (d = 0,4 мм) из замороженного моз
га. Инкубацию срезов с НА в концентрации 500 мкМ [13] проводили 
согласно Reddington и соавт. [14]. Инкубационная среда содержала в 
мМ: NaCl—128; КС1—6,3; СаС12—2,8; MgSO4—1,3; трис-ИС1 (pH 7,4) — 
25; глюкозы—10; АТР—5. Инкубацию проводили при 37° в течение 15 
мин из расчета 5 мл инкубационной смеси па 1 г срезов. В контроле 
срезы инкубировали без НА в тех же условиях. После инкубации смесь 
охлаждали и центрифугировали 10 мин при 11 000 g.

Ядра из срезов мозга крысы получали по методу, описанному Ма- 
jomder [15]. Для получения ядерных белков ядра суспендировали в бу
фере, содержавшем 1 М NaCl; 0,02 М трис-НС1 (pH 7,5); и гомогенизи
ровали в стеклянном гомогенизаторе с тефлоновым пестиком. Далее к го- 
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могенату добавляли 1,5 объема 0,02 М трис-НС1 (pH 7,5) и оставляли- 
на 30 мин. Суспензию центрифугировали 1 ч при 20 000 g. Супернатант 
диализовали в течение ночи против 0,4 М NaCI, 0,02 М трис-НС1 (pH 
7,5). Все процедуры проводили при 4°.

Для получения цитозольной фракции белков срезы после инкуба
ции суспендировали в трех объемах 0,32 М сахарозы, центрифугирова
ли 45 мин при 20 000 g и собирали надосадочную жидкость- Далее про
водили хроматографию ядерных и цитоплазматических белков на ко
лонке с ДЭАЭ-целлюлозой (0,9X30). Элюцию осуществляли в гра
диенте NaCI (0—0,4 М) со скоростью 20 мл/ч, собирали фракции по 2 
мл, в элюатах определяли активность ПКаз. Содержание белка в про
бах определяли по методу Lowry и др. [16].

В работе были использованы: f-32-P-ATP „Amersham" [(Англия),. 
14С-АТР, ”C-UTP. ,,UBBRU (Чехословакия), ATP, GTP, СТР „Rea- 
nal“ (Венгрия), суммарный гистон „Sich“ (Польша), сефадекс G-200,. 
G-50, „Pharmacia11 Швеция, тритон Х-100 „Schuchardt*1 (ФРГ), ДЭАЭ-32- 
-целлюлоза „Whatman11 (Англия), ДНК тимуса „Олайн11 (г. Рига),, 
норадреналин „Koch-Light11 (Англия).

Результаты и обсуждение

Действие НА на активность ядерных и цитоплазматических ПКаз 
мозга. Большинство исследователей придерживается гипотезы, согласно 
которой присутствие ПКаз в ядрах клеток является результатом опо
средованной сАМР транслокации регуляторной или каталитической 
субъединиц фермента из цитоплазмы в ядро [6]. Другая точка зрения 
предполагает присутствие в ядрах собственно ядерных сАМР-зависи
мых ПКаз; в пользу этого мнения в литературе представлено мало ра
бот [17, 18].

Ранее нами в мягких условиях очистки также была выделена сАМР- 
зависимая ПКаза из ядер клеток мозга крыс, диссоциирующая на регу
ляторную и каталитическую субъединицы в присутствии сАМР [19]. 
Полученные данные свидетельствовали в пользу того, что одним из ме
ханизмов действия сАМР на фосфорилирование ядерных белков яв
ляется, возможно, непосредственный эффект циклического нуклеотида 
на ядерный фермент.

В настоящей работе транслокация сАМР-зависимых ПКаз из цито
плазмы в ядро в нервной ткани была исследована в опытах по. изуче
нию действия НА на активность ядерных и цитоплазматических ПКаз 
в срезах мозга крыс. На рис. 1 представлены данные, указывающие на 
изменения ПКазной активности в растворимой фракции мозга под дей
ствием НА. При хроматографии цитоплазматических белков из срезов 
мозга на ДЭАЭ-целлюлозе в градиенте NaCI было получено две формы 
ПКазы, что согласуется с литературными данными о том, что в цитозо
ле клеток различных тканей присутствуют две формы сАМР-зависимых 
ПКаз: I и II [20]. После инкубирования срезов мозга с НА в цитозоле 
уменьшалась активность обеих форм ПКаз (рис. 1).
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При хроматографии ядерных белков из срезов мозга на ДЭАЭ-цел
люлозе в градиенте ЫаС1 были получены три формы ПКаз (рис. 2). НА 
вызывал увеличение активности формы I ПКазы в ядре. Возможно, уве
личение ПКазной активности в ядрах мозговой ткани, сопровождав
шееся уменьшением активности фермента в цитозоле, было обусловле
но транслокацией сАМР-зависимой ПКазы из цитоплазмы в ядро под 
действием НА. Ранее было установлено [6], что увеличение ядерной 
ПКазной активности может быть результатом транслокации сАМР-за- 
висимых ПКаз из цитоплазмы в ядро.

Рис. 1. Хроматография на ДЭАЭ-целлюлозе цитоплазматических белков из 
срезов мозга, инкубированных с норадреналином. На оси абсцисс—номера 
проб, на оси ординат—активность протсинкиназы (пмоль 32р в пробе). Ус
ловные обозначения: 1—контроль (срезы инкубировались в отсутствие 
норадреналина); 2—срезы инкубировались в присутствии норадреналина;

3— градиент Х'аС1

Рис. 2. Хроматография на ДЭАЭ-целлюлозе ядерных белков из срезов 
мозга, инкубированных с норадреналином; обозначения те же, что и на 

рис. 1

Таким образом, было выявлено два механизма регуляции Зд™®н° 
сти ядерных ПКаз в нервной ткани: непосредственны!։ эФФект,с 
собственно ядерную ПКазу и транслокация сАМР-зависимои 
из цитоплазмы в'ядро под действием НА. моз-’а.

Фосфорилирование эндогенных субстратов ядерных
При изучении эндогенных субстратов ядерных ПКаз в 
ни вызывает интерес фракция, элюирующаяся в сво одном о) _ 
ломки при гель-фильтрации ядерного экстракта из мозга КРД могут 
Дексе С-200 [19], так как в некоторых тканях ядерные

37



быть ассоциированы с высокомолекулярными белками, в частности, с 
РНК-полимеразой [21]. На рис. 3 дан профиль элюции ядерного экст
ракта из мозга крысы на сефадексе 0-200.

Оказалось, что указанная выше фракция ядерной ПКазы мозга об
ладает РНК-полимеразной активностью. Мы предположили, >что она 
ассоциирована с РНК-полимеразой, связь с которой не разрушается 
при мягких условиях выделения и фракционирования. РНК-полимераза 
может быть субстратом для ядерных ПКаз в некоторых тканях [22, 
23], однако в литературе пет сведений о ее фосфорилировании в мозгу. 
В связи с этим была поставлена задача выяснить, может ли РНК-поли
мераза служить эндогенным субстратом ядерных ПКаз мозга- С этой 
целью высокомолекулярную фракцию ПК инкубировали с у-32Р-АТР. 
После удаления АТР на колонке с сефадексом 0-50 дальнейшее разде-

Рнс. 3. Гель-фильтрация ядерного экстракта из мозга крыс на сефадексе 
0-200. На оси абсцисс—номера проб, на оси ординат—активность протеин- 
кнназы (10~3 пмоль 32Р в пробе), активность РНК-полимеразы (10 —3Х 
имп/мин в пробе). Условные обозначения: 1—активность протеинкиназы, 

2—активность РНК-полимеразы, 3—поглощение при 280 нм

Рис. 4. Разделение фракций белков, фосфорилируемых ядерной протсин- 
киназой мозга, хроматографией па ДЭАЭ-целлюлозе. На оси абсцисс—но
мера проб, на осн ординат—включение 32Р (10—3 32Р)> активность РНК- 
полимеразы (10-3Х,4С в пробе). Условные обозначения: 1—включение 32Р, 

2—активность РНК-полимеразы

ление смеси проводили хроматографией на ДЭАЭ-целлюлозе в градиенте 
NaCl. В элюатах из колонки было обнаружено 4 эндогенные фракции 
белков, фосфорилируемых ядерной ПКазой (рис. 4), одна из которых 
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(третья по счету) обладала РНК-полимсразной активностью. Эта фрак
ция элюировалась в свободном объеме колонки с сефадексом G-200, 
что свидетельствовало о ее высокой М; полученные данные согласуются 
с литературными, так как показано, что М РНК-полимеразы мозга со
ставляет 480—520 кД [24]. ।

Таким образом, удалось установить, что одна из эндогенных фрак
ций белков, фосфорилируемых ядерной ПКазой в нервной ткани, обла
дает РНК-полимсразной активностью. По всей видимости, РНК-поли
мераза является эндогенным субстратом ядерной ПКазы мозга. Что же 
касается остальных трех эндогенных фракций белков, фосфорилируемых 
ядерной ПКазой мозга, то их природа неизвестна.

На основании полученных данных можно заключить, что эффекты 
НА на генетический аппарат в нервной ткани могут быть опосредованы 
циклазной системой. Действие сАМР осуществляется либо через уча
стие собственно ядерных ПКаз, либо транслоцирующих из цитоплазмы 
ферментов, фосфорилирующих ядерные белки, в том числе и РНК-по
лимеразу. Это может находить свое выражение и в изменениях функ
циональной активности ЦНС, в частности в процессе обучения живот
ных. Так, интракраниальное введение крысам структурных аналогов 
сАМР—ингибиторов активности ПКаз ядер головного мозга сопровож
далось ухудшением обучаемости животных [25].

EFFECT OF NOREPINEPHRINE ON THE PHOSPHORYLATION 
OF BRAIN NUCLEAR PROTEINS
MIKELADZE D. G., FRAIK1NA T. Ya.

1. S. Beritashvili Institute of Physiology. Georgian Academy of Sciences, Tbilisi

The effect of norepinephrine (NE) on the nuclear and cytosol pro
tein kinase activity has been studied in rat brain slices. NE increased 
protein kinase activity (form 1) in nuclei and decreased it in cytosol. 
NE may affect the phosphorylation of nuclear proteins in nervous tissue 
by translocation of the cytosol сАМР-dependent protein kinase into nuc
leus and by direct effect on the nuclear protein kinase. The phosphory
lation of endogenous substrates of brain nuclear protein kinase has been 
studied. One of the four fractions of phosphorylated proteins was shown 
to possess the RN/\ polymerase activity. It is concluded that biogenic 
amines may act on nervous tissue genome via cAMP and nuclear protein 
kinase activation.
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«Нейрохимия», т. 2, № 1, 1983

УДК 547.962:547.963.3:576.3:591.481.1

БЕЛКИ И РНК в НЕЙРОНАХ и глиоцитах 
СУПРАОПТИЧЕСКОГО ЯДРА ПРИ ЛИШЕНИИ СНА

ПАНОВ А. Н„ КРИВЕНКО Н. Е.

Исследовали метаболический ответ нейронов и их глиальных клеток-сателлитов 
супраоптического ядра гипоталамуса крысы на лишение сна в медленно вращающем
ся цилиндре третбана.

Через 24 ч лишения сна объем нейронов и глиоцитов возрастал (на 56 и 23% со
ответственно), а через 48 ч объем нейронов не отличался от контрольных величин, 
тогда как объем глиоцитов оставался повышенным (на 15%). Концентрация РНК в 
клетках не менялась во все сроки исследования, а концентрация белков была снижена 
через 24 ч (на 20 и 17% в нейронах и глиоцитах соответственно). В расчете на 1 
клетку содержание определяемых веществ в нейронах было увеличено только через 
24 ч лишения сна (на 53 и 25% Для РНК и белков соответственно); в глиоцитах повы
шение было отмечено лишь в отношении белков и только через 48 ч бессонницы. Выяв
лено сходство реагирования супраоптического ядра на лишение сна в третбане с от
ветом клеток дорзального ядра шва в этих же условиях.

Нарушения цикла бодрствование—сон, в частности селективное ли
шение парадоксальной фазы сна (ПФС), приводят к различным измене
ниям метаболических процессов, выявляемых как на уровне всего орга
низма, так и отдельных его органов, особенно в головном мозгу [1—3]- 
В то же время функциональная специфичность отдельных структур го
ловного мозга и составляющих их клеток требует использования спе
циальных методических приемов, позволяющих анализировать отдель
ные морфологические структуры, а в них определять биохимические 
компоненты раздельно в нейронах и глиоцитах. В этом плане наиболее 
адекватными являются методы цитохимии.

Одним из первых при лишении ПФС цитохимическому исследова
нию было подвергнуто нейросекреторное супраоптическое ядро (СОЯ) 
гипоталамуса крысы [4—6]. Оно было избрано, прежде всего, вслед
ствие интенсивного метаболизма белков и РНК в нем. Выявленные 
фазные изменения содержания этих компонентов показали наличие 
как сходства, так и различия в метаболическом ответе нейронов и при
мыкающих к ним глиальных клеток-сателлитов на лишение ПФС.

Было установлено [7—9], что полное лишение сна (ПЛС) при вра
щении крыс в цилиндре третбана вызывало в клетках ядер стволовой 
части мозга сдвиги в содержании белков и РНК, направленность кото
рых оказалась противоположной изменениям, обнаруженным в «их при 
селективном лишении ПФС.

41



В задачу настоящего исследования входило определение метаболи
ческого ответа—изменений концентрации и содержания (в расчете на 
1 клетку) белков и РНК в нейронах и глиоцитах СОЯ гипоталамуса 
при ПЛС.

Материалы и методы

Опыты были поставлены на крысах-самцах линии Вистар массой 
180—220 г. Животных помещали попарно в отсеки цилиндрического 
третбана (диаметр—50 см, скорость вращения—2,3 об/мин). Попереч
ные перекладины внутри цилиндра препятствовали пассивному перека
тыванию крыс [10]. В третбане были подвешены поилки и заложен су
хой корм. Каждые 12 ч животных па 20—30 мин отсаживали в обычные 
клетки и давали им мягкий корм. Через 24 или 48 ч после (начала опыта 
крыс декапитировали, головной мозг выделяли, его стволовую часть 
фиксировали в реактиве Бродского, обезвоживали, заливали в парафин 
и готовили срезы толщиной 6—8 мкм. После депарафинирования сре
зы окрашивали на нуклеиновые кислоты галлоцианин-хромовыми квас
цами [11], а на общие белки—амидочерным ЮБ [12].

Оптическую плотность клеток измеряли па двухлучевом микрофото
метре МУФ-5 при 595 и 620 нм для нуклеиновых кислот и белков соот
ветственно. Выбирали нейроны, на срезах которых ясно различалось 
ядрышко. Размер зонда был подобран таким образом, чтобы исследо
вать отдельные участки цитоплазмы нейрона, тело же глиоцита было 
меньше величины зонда.

Таким образом, в нейронах определяли цитоплазматическую РНК. 
и белки,а в глиоцитах—суммарные белки ядра и цитоплазмы и сумму 
РНК. и ДНК. Так как содержание ДНК в клетках мозга постоянно, все- 
изменения можно было относить на счет лишь РНК. (для удобства в 
дальнейшем речь будет идти только об РНК.).

Размеры клеток измеряли окуляр-микрометром; для вычисления 
объема использовали формулу эллипсоида вращения. В телах нейронов 
определяли объем цитоплазмы, у глиоцитов—объем всей клетки. Так 
как оптическая плотность пропорциональна молекулярной концентра
ции, то зная ее величину и объем клетки, можно рассчитывать содержа
ние РНК и белков в 1 клетке (в усл. ед.). Детальное описание обработ
ки ткани и ее анализа дано ранее [13]. Каждая группа содержала 5—6 
животных, в каждом СОЯ было исследовано 20—25 клеток. СОЯ иден
тифицировали по атласу Wiinsher и соавт. [14]. Во всех опытах забива
ли равное количество подопытных и контрольных крыс; ткани обеих 
групп обрабатывали одновременно. Наблюдаемые изменения выражали 
в процентах от величин, установленных для животных, содержавшихся 
в обычных клетках.

Результаты обрабатывали по тесту Стыодснта.
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Результаты и обсуждение
Изменения объемов цитоплазмы нейронов и тел глиоцитов, концен

трации РНК И белков и содержания (в 1 клетке) этих веществ через 
24 и 48 ч ПЛС представлены на рисунке.

Было установлено, что через 24 ч нахождения животных в третбане 
объем цитоплазмы нейронов увеличивался на 56, а глиальных клеток- 
сателлитов—на 23%• Однако через 48 ч ПЛС объем нейронов не от
личался от контрольного уровня, тогда как объем глиоцитов, хотя и не
сколько уменьшался, по все еще превышал уровень контроля на 15%.

Исследование обоих типов клеток, окрашенных на нуклеиновые 
кислоты, не выявило каких-либо изменений их оптической плотности, 
а следовательно, и концентрации изучаемых компонентов в течение 
всего опыта. Содержание РНК в цитоплазме нейронов резко возраста
ло в 1-е сутки опыта (на 53%), но на 2-е сутки оно не отличалось до-
стоверно от контроля. В глиоцитах 
ло обнаружено: сдвиги на 9 и 12%

повышения содержания РНК не бы-
через 24 и 48 ч оказались недосто-

верными.

,, „ , „„г.ппиов и глиоцитов, концентрации и содержа-
IC. Изменения объемов Р лишении крыс сна в цилиндре вра-

ния РНК и белков в них при полном Лишен 1гн\ и иелков к вуюшнм величинам у контрольных
щающегося третбана (в % к соотвы ? п111„рния сия и « m пси J п'/кптельность лишения сна в ч» по оси
животных) По ОСИ абсцисс—продолжит елоо/ Условные обозначения: D-оптическая плот- 

рд ։ат отклонения в /о- • клетку; сплошная линия—нейроны,ность, М—содержание в расчете наклУ’<0,01; ***р<0,001 
пунктирная—глиоциты, р<֊и> ՛ и

. описания белков в нейронах и глиоцитах
Динамика изменении соде] > неНИяМ содержания РНК. Так, ко- 

СОЯ при ПЛС была близкой к ։1^М^1[0В $ыЛ0 увеличено через 24 ч на 
личество белков в цитоплазме не11^о,1НОСТЬЮ нормализовался. В то же 
25%, а через 48 ч этот показатель ֊ & ре СуТКи опыта сменялось
время отсутствие изменений в глпоЦИн]։Я Щелков в них через 2 суток 
на значительное увеличение содержа։ онижалась в 
бессонницы (на 21%). Концентрация чепез 24 ч ПЛС, а затем повы- 
глиоцптах (на 20 и 17% соответственно)

нейронах и

шалась до контрольного уровня. числе СОЯ, в организации
Участие гипоталамических ядер, в 11ОдИкой циклов бодрствова- 

ниркадвых ритмов и связанной с ними^ льнЫХ метаболических сдви- 
ние—сон [15] может быть основой зна ։ енияХ сна рацее было пока
тов в клетках этого образования при нар



зано [5, 6], что избирательное лишение крыс ПФС приводило к значи
тельному снижению содержания РНК, и особенно белков в СОЯ в 1-е 
сутки опыта (на 36 и 45% соответственно), причем, хотя на 2-е сутки 
амплитуда этих отклонений и уменьшалась, уровень содержания компо
нентов все же оставался пониженным (на 13 и 22% Для РНК и белков 
соответственно). Уменьшение объемов нейронов (на 34%) способство
вало поддержанию достаточно стабильной концентрации РНК в них, но 
концентрация белка была снижена (на 16 и 18% через 24 и 48 ч лише
ния ПФС соответственно) [4].

Таким образом, в 1-е сутки нарушения сна имело место определен
ное сходство в реагировании нейронов СОЯ на избирательное лишение 
ПФС и на ПЛС: концентрация РНК не менялась, а белков снижалась, 
но достигался этот эффект различными путями. При ПЛС значительно 
(в 1,5 раза) возрастало содержание РНК в клетке, при этом соответ
ственно увеличивался и объем цитоплазмы нейронов. При лишении же 
одной ПФС содержание снижалось на 1/3 и па столько же уменьшался 
объем. Содержание белков в нейронах при ПЛС увеличивалось всего 
на 1/4, тогда как объем возрастал более, чем на 1/2; концентрация бел
ков в результате этого снижалась. При лишении ПФС, напротив, изме
нение содержания белков в сторону снижения значительно превышало 
сдвиги в объеме цитоплазмы нейронов (45 и 34% соответственно), в ре
зультате чего концентрация белков также оказалась сниженной. На 2-е 
сутки нарушения ПФС почти все изученные параметры не отличались 
от нормальных. Исключение составляли лишь содержание и концентра
ция белков при лишении ПФС, которые по-прежнему оставались на 
низком уровне (22 и 18% ниже контрольной величины) [4].

В условиях такого экстремального фактора, как продолжительное 
ПЛС в третбане, метаболический ответ нейроглиальных клеток был, 
как правило, менее выражен, чем реакция нейронов, особенно в 1-е 
сутки депривации. Это соответствует картине, характерной для нейрон - 
глиальных взаимоотношений при действии и других экстремальных фак
торов [16].

Противоположная направленность изменений объемов нейронов и 
содержания в них РНК и белков при двух формах бессонницы была от
мечена и при исследовании таких образований ЦНС, как ядра шва и 
синее пятно (СП) [7—9]. При этом характер ответа СОЯ на лишение 
сна оказался более сходным с ответом дорзального ядра шва (ДЯШ), 
которое, по нашему мнению, в большей степени связано с процессом ор
ганизации спа, чем СП и ядро шва моста (ЯШМ). Действительно, при 
лишении ПФС содержание РНК и белков в нейронах ДЯШ было сни
жено в оба срока исследования (24 и 48 ч), тогда, как в ЯШМ и СП 
эти показатели на 2-е сутки опыта нормализовались. Еще большее сход
ство было выявлено при ПЛС: в этих условиях, вслед за повышением 
содержания РНК и 'белков в 1-е сутки, на 2-е сутки имели место изме
нения в противоположном направлении, приводившие к нормализации 
количества РНК и белков в СОЯ и РНК—в ДЯШ, с уменьшением со
держания белков в последнем. В то же время в нейронах двух других 
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■ядер содержание РНК и белков на 2-е сутки было увеличено по сравне
нию с контролем.

Казалось бы, что ПЛС является более сильным воздействием, чем 
.лишение только одной фазы сна. Однако полученные результаты свиде 
тельствуют о том, что нарушение нормальной структуры сна, видимо, 
вызывает большие метаболические сдвиги, чем полная бессонница, од 
тверждается мнение об особой, специфической роли ПФС в восстанови 
тельных функциях сна [17, 18]. С другой стороны, организм может реа
гировать и на использованную нами методику для нахожд
животных в непрерывно вращающемся цилиндре третбана.

Возможно, что непосредственной причиной установленных сдвигов 
является не только полная бессоннина. ко и указанное вынужденное 

՝ „„^тпприир которого ооеспечивается акти-многочасовое движение, осуществление
TTtjr. ,ичспе и СОЯ- Для решения этой проо- вациеи ряда систем ЦНС, в том числе и / /ди „л„п։Г1111„У, Л „„„..г методических приемов, позволяющихлемы требуется разработка новых меюд 1 * *

Jouvet М. Ergebn. Physiol-, 64, 166 30՜, ■ in structure and junction, L.—N.
Gludltta /1,—In; Biochemical correlate

Y.—San-Francisco, p. 293 — 337, D7L Нейрофизиология и нейрохимия сна, 
Демин Н. II., Коган Л. Б., Моисеева П. и-

Л., Наука, 189 с., 1978. >ейронах и нейроглии супраоптического и
Боронка I. Ш. Содержание белков в 1 естественном сне, наркозе и бессонни- 

красного ядер головного мозга крысы 1
не. Канд. дне. Л., 1970. о ДАН СССР, 198, 974-977, 19/1.

•5. Воронка Г Ш., Демин //. Н., Певзнер Л- • Сомвьева ц. /1. Укр. 6ЮХ1М. ж..
«. Воронка Г. Ш.. Демин Н. Н., Дубинская ■

44, 712—717, 1972. , 66 923-925, 1980.
Маликов У. М.. Панов А. Н. Фнзпол. ж. ссдл .

, . р ֊ 1 и епАттигЬическнх и неспецифических факто-диффереицировать влияние специсри и.
ров при различных методах ПЛС.

Дм IN RAT n. SUPRAOPTICUSPROTEIN AND RNA CONTEN1 LN 1
AFTER SLEEP DEPRIVATION

PANOV A. N, KRIVENKO N. E
՛ II44R Academy of Sciences, Leningrad

I- P. Pavlov Institute of Physiology. •
., npnrons and gliocytes of n. supra

Protein and RNA content in ed tQ sleep d..privation (the
opticus has been determined in rats - cyl)ndrlcal tretbahn).
animals were placed into a slowly r * and gliocytes enlarged for

On 24h of sleep deprivation insomnia the size of neu-
•56% and 23%, respectively; but on I remained enlarged {or 15o/o. 
rons dropped to normal and that оt g jn the course q{ investi.
RNA concentrations in the cells di dav jp neurons and
gatlon; protein concentration deer a֊ amOunt RNA and protein
g locytes for 20 and 17%, respec one-dav insomnia for 53% and 
Per cell in neurons increased only content increased after 48h
25%, respectively; in gliocytes only protein 
of insomnia.

1.
2.

3.
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„„„..у грпкПй НЕЙРОНОВ И ГЛИОЦИТОВ МЕТАБОЛИЗМ ЯДЕРНЫХ БЕЛКОВИН зведении условного
ГОЛОВНОГО МОЗГА ПРИ АВТОРАДИОГРАФИЧЕСКОЕ

ПИЩЕВОГО РЕФЛЕКСА (АВ Ш1 - Д пОВАНИЕ)
И ЦИТОФОТОМЕТРИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИ )

КЛЕПИКОВА В. А., ГЛУЩЕНКО Т. С.

пипгоаФни и двухволнового метода цитофото-
С помощью количественной авторад ловного пищевого рефлекса (через 7 

■метрик показано, что при воспроизведении белков к интенсивности включения
дней после его выработки) отношение сол^^ ненрОпов зоны' Са3 гиппокампа, 
авторадиографической метки было снижено енення отсутствовали.
В клетках перинейроиальной глии какие ли >

паппые Г1—41, а также результаты соб-
Имеющиеся литературные да՛! пь1ству10Т о том, что в нервных ме

ртвенных исследований [5, 6] свидетел у^аству10Т белки нервной тка- 
ханизмах обучения в той или иной мвРеД'еНие условного пищевого реф- 
ни. Ранее было показано, что воспро ства белков в системе ней-

лекса у крыс приводило к измеНе”'^МголОВНОго мозга [7].
ран—нейроглия некоторых отде; & клеТ0ЧНых структурах ЦНС мог-

Такие сдвиги содержания белк0В 'их метаболизма. Поэтому каза
ли быть связаны с изменением скор°11честве11ное авторадиографическое 
лось целесообразным провести КОЛ' х н глиоцитах в тех же усло- 
определение обновления белков в не! 
пиях эксперимента.

Материалы и методы
я п300слых крысах-самцах линии Вис-

Опыты были поставлены и абатывали ежедневно в течение 4 
тар. Пищевой условный рефлекс вЫр льК0 измененной схеме Лешли, 
дней в У-образном лабиринте по не ческой лампочки, безусловным 
Условным сигналом служил свет эле՝вал11 группы крыс с выра- 
подкрепленнем—семя подсолнуха. отные, которым условный сигнал 
ботанным рефлексом, активною (жи я<с последовательности, но
подавали с таким же интервалом и в пассивного контррлей. Спу-
корм находился в кормушках постоя „пЫС снова помещали в условия 
оя неделю после завершения о учен последовательности услов
на принта, предъявляли им те же и в Исследовали только тех
НЫС сигналы, но без пищевою подкрс вИЛЬНЫХ побежек. Детали 
■крыс, которые совершали не менее 80 /о
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эксперимента были описаны ранее [7, 8]. Для определения интенсив՜ 
ности 'белкового синтеза .крысам за 1 ч до окончания эксперимента 
внутрибрюшинно вводили ПБ-3Н-фенилаланин (удельная активность 
1,36 Ки/ммоль, «Кеапа!», Венгрия) в дозе 10 мкКц/г. Животных заби
вали без наркоза быстрым обезглавливанием. При авторадиографи
ческом исследовании нервной ткани этот срок является оптимальным 
[9]. Головной мозг фиксировали в охлажденной смеси Карнуа, обезво
живали по общепринятой схеме и заливали в парафин. Объектами ис
следования служили зона СА3 гиппокампа, участие которой в механиз
мах обучения и памяти не вызывает сомнений, и клетки V слоя двига
тельной и зрительной зон коры больших полушарий для оценки неспе
цифического активирования НС. Срезы толщиной 5 м,км после освобож
дения от парафина покрывали жидкой фотоэмульсией типа «М» и экс
понировали 40 дней при 8°. Проявленные автографы окрашивали гема
токсилином. Интенсивность включения меченой аминокислоты оценива
ли по числу зерен восстановленного серебра, измеряемому абсорбцион
ным способом путем фотометрирования автографа широким пучком 
монохроматического света па двухлучевом микроспектрофотометре 
«Марш» [10]. Параллельные срезы окрашивали □„1 1 3 1 “шивали амидочерным 10 Б на
суммарные белки [11, 14]. Количество белка <п /„ а 1֊в уел. ед.) в расчете наодно ядро нейрона или глиоцита определяли
цитофотометрии на микрофотометре МЦфу.| цп.1 глг методом
12]. Весь цифровой материал, по 100֊120 “Д' 660 [‘0>
рабатываап статистически; достоверность отличит /кивотных, об
терто Стьюдента. оце“"“ал“ ■'» 1-Ч»֊

Результаты и обсуждение
У крыс с выработанным рефлексом и гпепп, 

- 1>Ппы активного контроля поотношению к пассивному наблюдали усиление
ЗН-Жепнта пяниия п ггммяпммй бепии „՝ ВКЛЮЧСНИЯ МеЧСПОГО

11 Ср С1111VI с! V1 с! 111111 с! Е» с! 11ЯСЙрОН
кампа и V слоя двигательной зоны коры больших"°В 3°НЫ ,,^^3 гиппо՜ 
В других исследованных нами клеточных структуг По‘։^1|1аРИ|”։ (табл. 1). 
нений интенсивности включения 3Н-фенилаланиц Л* Д0СТ0ВеРНЬ1х изме- 
мечено не было. В обеих группах животных по со ** ЯАеРпые $елки от՜ 
контролем было выявлено повышение количества ав“снию с пассивным 

Тва верных белков в ней- ронах зоны САз гиппокампа. Можно полагать,. что изменения метабо- паблюдаемые у обученных крыс и животных группы ак- лнзма белков. , • отношению к пассивному, по-видимому, были свя- 
тивного ко11'грОф’1ческ11М активированием НС: включением световых сиг- 
заиы с неспеиИ 1 ^ной реакцией, ожиданием корма и т. д. 
налов, ориент Р олях в исследовании метаболических коррелятов 

Вопрос о ко памяти остается очень существенными и требует 
процессов . „нЫХ методических подходов и моделей обуче- пспользования 1 
ния [3, 4].

Ранее было показано, что для начальной стадии выработки услов
ного пищевого рефлекса характерно усиление биосинтеза нейрональных
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белков [8]. Обучение же в течение 4-х дней, закрепляющее уже сфор
мированную временную связь, по нашим данным, не сопровождалось 
таким усилением метаболизма суммарных белков по сравнению с ак- 
тивным контролем. Может быть, последующие этапы консолидации па
мяти затрагивают лишь ограниченное число клеточных белков, в пер
вую очередь мозгоспецифнческих. Изменения метаболизма этих белков, 
составляющих доли процента от общей массы белков мозга, могут ле
жать за пределами чувствительности примененных методов.

Таблица 1
Включение 3Н-фенилаланина в ядерные белки нейронов и глиоцитов головного мозга 

------ — ^„^„плнчпелеиии условного пищевого рефлекса

0.320+0 >010 
0,270+0,013

крыс нр»

Вид клеток

1

Пассивный 
контроль

Активный 
контроль

4-дневное 
обучение

Воспроизве
дение

------------------------------
0,380+0,014 
0,270+0,0130 370+0,012* 

0:280+0,016
0.360+0,012* 
0,250+0,015

Гиппокамп СА3 
нейрон 
глиоцит 

Двигательная зона
V слой 

нейрон 
глиоцит 

Зрительная зона
V слой 

нейрон 
глиоцит

Примечание. Об

0 310^0,014
0,260+0,009

0,450+0,012 
0,250+0,010

оптической плотности, отражающей

0,43О±0,012* 
0,250+0,015

0.410+0,012* 
0,270±0,015

0,400+0,014
0,280+0,014

0.450+0.017
0,240+0,015

0 440+0,016 
0,250+0,012

0,480±0,016
I 0,280+0,014

исследуемыми клетками (число зерен на е, 
шепию к пассивному контролю)

интенсивности включения зн-феннлаланнна судили по величине 
птпяжаюшей концентрацию зерен восстановленного серебра над 

единицу площади клетки). ’р<0,05 (по отно-

пишевого рефлекса в нашей поста -
При воспроизведении услов11°.лючении зн-фенилаланина в суммар- 

новке эксперимента отличия во вк исследованных отделов го
лые белки ядер нейронов и |‘1110Ц"^спе1ПП0 с группой обученных жи- 
ловного мозга отсутствовали по ср ных ядерных белков в нейро- 
потных (табл. 1). Содержание же ^у-^ двигательной зоны ко
нах и глиоцитах зоны САз гнппоках было несколько снижено
1-ы у тех же крыс, по полученным д‘ у слоя зрительной зоны коры 
(табл. 2). В ядрах нейронов и гЛ"°’^'1К0В ,не были выявлены (табл. 2). 
изменения количества суммарных о ֊ ՝ показатель метаболизма бел-

Мы рассчитали ешс один косвепнь автОраДиографии. Комбини- 
ков, используя данные цитофотомстр1н поЛЬЗуЮт, например, при иссле- 
рование этих двух методов успешно ’доЛЖИтельность отдельных

довании клеточного цикла, определяя оМПЛексного подхода для изу- 
фаз митоза [13, 14]. Применение та՝ког0 1 клеТОЧНОм уровне встречается 
чения метаболизма белнов, углеводов дДЯ оценки белкового мс-
значительно реже. Так, было предложено ользовать отношение оп- 
таболизма в скелетной мышечной тканИти аВТОрадиографической мет- 
тической плотности белков к интенсИВН°С лОВНОго пищевого рефлекса 
ки- Действительно, при воспроизведении ядре клетки к интенсив- 
отношение содержания суммарных белк ядерные белки, по на
нести включения меченого зН-фенилаланина Д 1
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■шим данным, было достоверно снижено в ядрах нейронов зоны СЛ3 гип
покампа по сравнению с обученными животными; в глиоцитах данной 
зоны (какие-либо изменения отсутствовали (табл. 3).

Таблица 2
•Содержание суммарных белков в ядрах нейронов и глиоцитов головного мозга при 

воспроизведении условного пищевого рефлекса

Вид клеток Пассивный 
контроль

Активный 
контроль

4-дневПое 
обучение

Воспроиз
ведение

Гиппокамп СА3
нейрон 0,870+0,015 0,940+0.017* 0,930+0.017* 0,820+0.015**
глиоциг

Двигательная зона 
V слой

0,880т0,О18 0,890x0,017 0,8ь0+0.016 0,780X0,015**

нейрон 0,930+0,013 0,920+0,013 0,910+0,013 0,840+0,013**
глиоцит

Зрительная зона 
V слой

0,910+0,019 0,840+0,017 0,840+0,017 0,770X0.012**

нейрон 0.9-10+0,01 0.930+0.014 0.9.0+0,015 0.910+0.011
ГЛИОЦИ1 0,920X0.013 0,910+0,015 0,!. 00X0,014 0,890X0 013

Примечание. *р<0,05 (по отношению к пассивному контролю); **р<0,05 (по от 
.ношению к обучению)

По данным Hyden, Lange [16], воспроизведение ранее полученных 
навыков через 4 недели после обучения (в отличие от результатов опы
тов в нашей постановке они применяли дополнительное подкрепление) 
сопровождалось значительным снижением включения 3Н-лейцина в 
белки ряда отделов головного мозга (гиппокампа, зубчатой фасции и 
др.). Это, видимо, свидетельствует о том, что при различных видах и

Таблица 3 
Отношение содержания суммарных белков в клеточных ядрах к интенсивности вклю
чения зн-фенилаланина в белки при воспроизведении пищевого условного рефлекса

Вид клеток Пассивный 
контроль

Активный 
контроль

4-дневное 
обучение

Воспроизве
дение

Гиппокамп СА3
2,60+0,10
3,10+0,17

нейрон
глиоцит

2,70+0,11
3,20X0.16

2.50+0,10
3,20+0.19

2,2.1+0,09**
2,90+0,15

Двигательная зона
V слой

2,20±0,07*
3.10+0,18

нейрон 
глиоцит

3,00X0,15
3,50+0.07

2.10X0.07*
3,40X0,20

2,10X0,08
2.70X0.13

Зрительная зона
V слой

2,10+0,08нейрон 2,20+0.07 2 10+0,09 1,90+0,06
глиоцит З.ьОХО.17 3.70X0’20 3,60X0,18 3,20X0,16

Обозначения те же, что и в табл. 2

стадиях обучения вовлекается белковый метаболизм различных клеточ
ных структур нервной ткани. Для этапа воспроизведения, по-видимому, 
все-таки важно действие «напоминания» или подкрепления, которое 
способствует переводу латентного следа обучения в активное состояние 
[17]. Но и в пашей постановке эксперимента (без дополнительного под
крепления) воспроизведение новой информации приводило к снижению 
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интенсивности белкового метаболизма гиппокампа. Обращает на себя 
внимание тот факт, что эти сдвиги наблюдали, главным образом, в ней
ронах. Полученные данные подтверждают положение о ведущей роли 
метаболизма нейрона в деятельности единой функциональной системы 
нейрон—нейроглия'.

METABOLISM OF NUCLEAR PROTEINS IN NEURONS AND 
GLIOCYTES OF RAT BRAIN AFTER THE RETRIVEAL FOOD 

CONDITIONING (AUTORADIOGRAPHIC AND CYTOPHOTOMETRIC
ANALYSIS)

KLEN1KOVA V. A., GLUSHCHENKO T. S.

I. P. Pavlov Institute of Physiology. USSR Academy of Sciences, Leningrad

By means of autoradiography and double wave-length cytophoto- 
metry it was revealed that the ratio of the total proteins content to labelled 
phenylalanine incorporation in the proteins of nuclei decreased in CAa 
hippocampal neurons after the retriveal food conditioning.
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УДК 612.822.0.015.1:577.152.311.014.46

СИСТЕМА РЕГУЛЯЦИИ БИОСИНТЕЗА 
АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ МИКРОСОМ КЛЕТОК ГОЛОВНОГО 

МОЗГА АЦЕТИЛХОЛИНОМ
И ЦИКЛИЧЕСКИМИ НУКЛЕОТИДАМИ

СУДАКОВА И. М., ЕЛАЕВ II. Р.

В бесклеточной системе, содержавшей изолированные ядра и микросомно-цито
плазматическую фракцию гомогената головного мозга, имело место спонтанное пуро- 
миции-чувствительное увеличение активности ацетплхолппэстеразы (АХЭ) микросом. 
В результате преинкубации такой системы с ацетилхолином (АХ) в концентрациях 
10-*—10—3 М наблюдалось увеличение активности АХЭ микросом с максимумом 

гари концентрации АХ 10 5 М (более 20% за 60 мин инкубации). Эффект АХ не про
являлся на фоне актиномицина Д и пуромицина. При отсутствии в бесклеточной си
стеме ядер преинкубация с АХ вызывала уменьшение активности АХЭ микросом, чув
ствительное к пуромицину. Видимо, АХ является положительным эффектором био
синтеза АХЭ на ядерном уровне и отрицательным—на цитоплазматическом. Эффекты 
АХ не опосредуются циклическими нуклеотидами. Показано, что сАМР в противопо
ложность АХ тормозил биосинтез АХЭ в ядрах и активировал его в цитоплазме, а 
сОМР подавлял этот процесс в обоих случаях. На ядерном уровне АХ, сАМР и 
сОМР оказывали свое влияние совместно с низкомолекулярными факторами, а на ци
топлазматическом—без них.

Обсуждается система регуляции биосинтеза АХЭ микросом клеток мозга, в осно
ву которой положено влияние АХ га экспрессию генов АХЭ, а влияние сАМР и сОМР 
рассматривается как корректирующее звено.

Ацетилхолинэстераза (АХЭ) клеток нервной ткани является фер
ментом, изучение биосинтеза которого может помочь выяснению взаи
мосвязи функциональной тагрузки и количества фермента в клетке, 
трансформации нервного импульса в метаболические сигналы и т. д. В 
этом смысле интересным является тот факт, что АХЭ нервной ткани 
имеет короткий период полужизни [1]. Представление об адаптивном 
синтезе АХЭ в ответ на увеличение количества субстрата—АХ трудно в 
настоящее время совместить со многими новыми фактами, в частности, 
ингибиторным действием сСМР на процессы синтеза белков в клетках 
нервной ткани [2, 3], так как установлено, что сОМР является метабо
лическим посредником в ряде процессов АХ. В то же время показано, 
что АХ регулирует экспрессию, например, таких генов клеток нервной 
ткани, как Ыа‘, Ю-АТРаза [2, 3], являясь в этом отношении внутри
клеточным гормоном. Такого рода сведения относительно АХЭ от
сутствуют.
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В связи с ЭТИМ в настоящей работе было
<GMP и сАМР на активность АХЭ микросом клеток. ткани мозга в > 
дельной (бесклеточной) системе, разработанной,ранее [2, 4] для щ. 
чения регуляции экспрессии гена Na+, К ATI азы.

Материалы и методы
, коысах массой ,150—200 г. Животных 

Опыты выполнены на белых рнс мозжмок „ каудаль.
быстро обезглавливали, ' J,,.„знровалн в 2,45 М растворе
ву,о часть продолговатого мозга ■ адуры Проводил|, „а
•сахарозы из расчета / мл на один 97 000 осадок, со-
холоду. Гомогенат цептрпфугировкл! Р ресуспс,|д]1р0,|ал„ в

державший ядра NH։).SO<, 2.10֊> М MnSO., 5-10֊- М
среде А, состоявшей из 0,33 М дтр> g 1Q„։ м GTP> 5.10֊5
MgCl2, 10֊3 М глютатиона (GSt ), gQ ЭКВИМОЛЯрной
М UTP, 5-10- М СТР. 5-Ю֊ М ^Р"С՜ „ендировали из расчета 
•смеси 20 аминокислот (50 мкг/мл). > 1 аликвотам Ядерной суспензии 
2,5 мл среды А па один исходный i микросомно-цитоплазмати<ческой 
(2,5 мл) добавляли равный о гь ем ‘ фугирования гомогената 

■фракции. Последнюю получали путех а течение 10 мин.
(2.5-ЗЛ мл 0,3 М сахарозы на мозгМРН 80

Опытные пробы содержали АХ ( . мКГ/мл)֊ в тех* случа-
либо CGMP (10 ֊° М). либо пУР°МИ^։0Пе пУрОмицина (50 мкг/мл), 
ЯХ, когда действие АХ изучали "а {Леазы (Ю0 мкг/мл), все про-
актиномицнна Д (50 мкг/мл) или рио а11Т11биотик пли фермент. При
бы—контрольные и опытные—содерж заменяли равным объемом сре-
отсутствии в системе ядер их сУспс113И1°1екуГ1Яр11Ь1х цитоплазматических 
ДЫ А. Когда выясняли влияние низкомо. еотидов> МИКросомно-цито- 
факторов на эффекты АХ и циклических^ течение 20 ч против 20 объе- 
плазматическую фракцию диализова других случаях диализ про- 
мов 0,3 М сахарозы (две смены среды изОЛированные ядра ресус-
водили против равного объема среды образом возврат в бес-
пеидировали в этой среде, осуществляя 11‘։топлазматических факторов, 
клеточную систему низкомолекуляряь1Х днчесКпм перемешиванием, 
Пробы инкубировали 60 мин при 3/ с п трИфуГировали 7 мин при 
добавляли равный объем 0,3 М сахарозы ։ центрифугировали 75 мин 
4000 g. Надосадочную жидкость отбирали в 3 мл 0>1 ду фосфат-
при 27000 g. Осадок микросом РесУспе’1'’1'’с ^аС1 и 0,04 MgCl2.
«ого буфера (pH 7,8 ), содержавшего , , £Цтап [5]; содержание

Активность АХЭ определяли по методу ° опыта представлял 
белка—по методу Lowry [6]. Результат g||man, простой и бы-
среднее значение трех параллельных про . - ' большим количест-
стрый в исполнении, наиболее удобен при ра ость—был компенси-
вом анализов. Его недостаток—ограниченная ПОВторов.
рован в настоящей работе большпм ^°Л11осоМ составлял 3,9—13,1 

Контрольный уровень активности АХО . 1 тически не гидроли-
мкмоль АХ/мг белка/ч; препаратами микросом i 



зовался бутирилтиохолин, что свидетельствовало о присутствии в мик
росомах мозга преимущественно именно АХЭ. Так как контрольные ве
личины активности фермента варьировали от опыта к опыту, то оконча
тельные результаты в каждом эксперименте выражали в процентах от 
контроля. Статистическую обработку результатов опытов проводили ме
тодом попарно связанных вариант [7].

Реактивы: нуклеозидтрифосфаты, сОМР, сАМР, СЗН, пуромицин, 
актиномицин Д и рибонуклеаза фирмы «1\еапа1» (Венгрия); дитг.о бис- 
нитро-бензоат фирмы «СаИлосЬегп» (США); ацетилтиохолин фирмы 
«ЬасЬеша» (ЧССР); остальные реактивы отечественного производства.

Результаты исследований

Было установлено, что в результате преинкубации бесклеточной 
системы с АХ (10՜®—]0՜3 М) активность АХЭ микросом увеличива
лась (таблица). Максимальный прирост наблюдали при концентрации 
АХ 10՜5 М (более 20% за 60 мин инкубации). При дальнейшем уве
личении концентрации АХ до 10՜4—10՜3 М эффект не только не воз
растал, но и в значительной мере снижался. Аналогичная зависимость 
от концентрации АХ была обнаружена ранее для синтеза РНК. в изоли
рованных ядрах [8]. Если систему проинкубировали с пуромицином без 
АХ, то выделенные затем из нее микросомы имели более низкую актив
ность АХЭ, чем в контроле. Эффект АХ полностью нивелировался, ког
да преинкубацию бесклеточной системы с АХ проводили па фоне актино
мицина Д пли пуромицина—ингибиторов соответственно транскрипции 
и трансляции. При отсутствии в системе ядер преинкубация с АХ суще
ственно снижала активность фермента в микросомах.

В то же время в противоположность действию АХ преинкубация 
бесклеточной системы с циклическими нуклеотидами вызывала сниже
ние активности фермента. Этот факт не позволяет рассматривать их в 
качестве возможных посредников в индукторном действии АХ на актив
ность АХЭ. В случае сАМР при отсутствии в системе ядер наблюдали 
трансформацию эффекта в противоположный. На фоне рибонуклеазы, 
использованной в этих опытах вместо пуромицина, эффект сАМР отсут
ствовал. Действие сОМР, в отличие от АХ и сАМР, в полной и редуци
рованной системе было однонаправленным и состояло в угнетении ак
тивности АХЭ микросом. Как и в случае сАМР, эффект сОМР снимался 
рибонуклеазой.

Ранее было показано [4, 8], что действие АХ и сАМР на синтез сум
марной ядерной РНК сопряжено с участием в этих процессах раствори
мых термостабильных цитоплазматических факторов. В настоящей ра
боте также был исследован вопрос об участии такого рода факторов в 
процессах регуляции биосинтеза АХЭ. Было установлено, что в диали
зованной микросомно-цитоплазматической фракции (то есть лишенной 
низкомолекулярных растворимых веществ), действие АХ становилось 
противоположным—активность АХЭ при добавлении АХ снижалась. По
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следнее свидетельствует об участии в действии АХ совместно с ним и 
диализуемых цитоплазматических факторов. При изъятии из диализо
ванной системы ядер эффект АХ в количественном и качественном от
ношении сохранялся в отличие от аналогичного варианта с использова
нием недиализованной микросомно-цитоплазматической фракции. На 
фоне пуромицина в бесклеточной системе с диализованной микро
сомно-цитоплазматическом фракцией ингибирующий эффект АХ пол
ностью отсутствует.

Таблица 
Активность АХЭ микросом, проинкубированных в бесклеточной системе с различными 

добавками (АХ, сАМР и сСМР)

Варианты бесклеточной системы
Активность АХЭ 
(% от контроля) 

М±ш

I. Недиализованная микросомно-
цитоплазматическая фракция 

Полная система-)- АХ (Ю-6 М)
+ АХ (Ю-5 М)

111+4 (9)*
122+4 (39)*

+ АХ (10-4 М) 111+6 (15)
4- АХ (Ю-3 М) 105+6 (14)
н- ПУРОМНЦПН

” (25 мкг/мл) 91-3 (18)’
Полная система 5 _

-(-актиномицин Д— АЛ ’ 95+4 (10)
(50 мкг/мл)

Полная система
Ч-пуромицин ֊}- АХ (Ш ) 96+5 (17)
(25 мкг/мл) ,П1О-։М)

Система оез ядер + ,1П » .\п
Полная система сАМР ({» б

82+8 (9)*
81^4 (14)
89+5 (17)’*

Система без "ядер + сАМР (10J М) 127+9 (13)* 
77+4 (7{*

СТриТопуклеЯаЛзаР4- сАМР (Ю֊֊1 *՝) 100+2 (7)
(1ь0 мкг/мл) + cGMp (|0_6 М) 

11. Диализованная микросомпо цию
95+5 (7)

плазматическая ФРа1“1ИЛ0_5 
Полная система + АХ V’_5 
Система без ядср+ '

78+3 (14)*
78+7 (15)**

Система без ядер 5
-t-nvромицин4֊ лл 1 ' 112+6 (12)
(25 мкг/мл) сАМр(10-’М)

Полная система + (Щ-вд՝) 95+5 (6) 
135+8 (6)*

Система без ядер-; сОМР (Ю М) 754 5 (6)**
Полная система

-{-диализуемый ни-
топлазматический .\.п
материал + АХ (Ю М) 130+9 (6)*

* р<0,01; ** р<0,05; в остальных случаях различия недостоверны. В скобках 

указано количество опытов

Влияние сАМР в системе с диализованной микросомно-цитоплаз
матической фракцией практически не проявлялось. Последнее свиде
тельствует в пользу того, что в исходной системе сАМР действовал на 
процессы биосинтеза АХЭ, как и АХ, совместно с низкомолекулярным 
цитоплазматическим фактором. Преинкубация диализованной системы 
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с сОМР вызывала значительный прирост активности АХЭ микросом, 
то есть эффект сОМР в диализованном цитозоле трансформировался в 
противоположный.

Доказательством существования низкомолекулярного цитоплазма
тического фактора, совместно с которым АХ регулирует экспрессию ге
на АХЭ, служат результаты следующих опытов. Диализат с низкомо
лекулярными диализуемыми веществами добавляли к бесклеточной си
стеме, содержавшей ядра и диализованную микросомно-цитоплазмати
ческую жидкость (см. методы), то есть регенерировали систему, и изна
чальный эффект АХ полностью восстанавливался.

Обсуждение результатов

Проведенный анализ свидетельствует о возможном участии АХ в 
процессах регуляции биосинтеза АХЭ мембран клеток нервной ткани. 
Снижейие активности этого фермента в результате преинкубации бес
клеточной системы с пуромицином можно рассматривать, очевидно, как 
ингибирование его спонтанного синтеза. На фоне актиномицина Д и пу- 
ромицина—ингибиторов соответственно транскрипции и трансляции, а 
также в отсутствие аппарата синтеза РНК, то есть ядер, активирующий 
эффект АХ не проявлялся. Поэтому можно допустить, что АХ ускоряет 
спонтанный синтез АХЭ, воздействуя на синтез РНК. л ДНК 
генов АХЭ. В пользу настоящего предположения свидетельствуют так
же те факты, что в данной системе под влиянием АХ активируется 
включение |4С-аминокислот в белки микросом, чувствительное к акти
номицину Д [9], и ускоряется синтез РНК в ядрах [8]. При этом во 
всех трех случаях обнаружена аналогичная зависимость от концентра
ции АХ.

При отсутствии в системе ядер преинкубация с АХ приводила к 
снижению активности фермента в микросомах. 1ак как на фоне пу- 
ромицина, то есть в случае блокированной трансляции, такого эффекта 
АХ не оказывал, то можно полагать, что оп является ингибитором 
трансляции. На этом основании полученные факты позволяют предло
жить такую схему регуляторного влияния АХ на биосинтез АХЭ в мик
росомах: активирующее действие на ядерном уровне экспрессии генов 
АХЭ и ингибиторное—на цитоплазматическом. Поскольку в полной си
стеме АХ индуцировал увеличение активности фермента в микросомах, 
то первое влияние, видимо, может быть основным звеном, а второе— 
корректирующим. ,

В то же время полученные результаты не позволяют рассматривать 
циклические нуклеотиды в качестве посредников в индукторном дейст
вии АХ на активность АХЭ, так как они оказывали принципиально иное 
влияние в бесклеточной системе. Эффект сАМР в различных вариантах 
бесклеточной системы свидетельствует о том, что его регуляторное влия
ние на биосинтез АХЭ также представляет самокорректирующуюся си
стему, в основе которой лежит ингибиторное действие на ядерном уровне 
и активирующее—на цитоплазматическом. Эффект сОМР как в полной, 
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так и в безъядерной бесклеточной системе, заключался в снижении ак
тивности фермента, не проявлявшемся на фоне рибонуклеазы. Сопо
ставление же эффектов сОМР в системе с недиализованной и диа
лизованной микросомно-цитоплазматической фракцией дает основание 
предполагать, что этот циклический нуклеотид влияет на ядерное и 
цитоплазматическое звенья регуляции биосинтеза АХЭ, причем и в 
том и в другом случае как ингибитор.

В диализованной микросомно-цитоплазматической фракции эф
фекты АХ и сОМР трансформировались в противоположные, а влияние 
сАМР почти исчезало. При отсутствии в системе при этом ядер эффект 
во всех случаях оставался аналогичным тому, который имел место с 
леди ал изо ван ной микросомно-цитоплазматической фракцией. Настоя
щие результаты свидетельствуют о том, что на ядерное звено регуляции 
АХ, сАМР и сСМР действовали в комплексе с какими-то диализуемы
ми цитоплазматическими факторами. Доказательством этому служит 
восстановление эффекта АХ при добавлении диализуемою материала- 
Необходимо отметить, что эта реверсия аналогична обнаруженному 
ранее феномену трансформации эффекта АХ на синтез РНК в ядрах 
при добавлении цитозоля [8].

Если попытаться экстраполировать результаты, полученные в мо
дельной системе, на цельную клетку, то можно представить систему 
регуляции биосинтеза АХЭ микросом нервных клеток следующим об
разом. АХ является положительным эффектором ядерного уровня эк
спрессии генов АХЭ; сАМР и сбМР служат отрицательными эффекто
рами—их действие противоположно АХ и, вероятно, является коррек
тирующим. На цитоплазматическом уровне АХ и сИМР выступают как 
отрицательные эффекторы, а сАА1Р-как положительный. В основу же 
всей системы регуляции биосинтеза АХЭ в клетках нервной ткани, ве
роятно, должно быть положено влияние АХ (в комплексе с цитоплаз
матическим фактором) на ядерный уровень экспрессии генов АХЭ, так 
как только АХ проявлял себя как активатор на этом уровне.

Поддержание оптимального количества молекул АХЭ в соответст
вующих клетках нервной ткани может осуществляться АХ, постоянно 
присутствующим в цитоплазме холинергических нейронов. Следует за
метить, что 20—30% АХ В нервной ткани представляет так называе
мый «свободный АХ» [Ю]. Нельзя также исключить, что какая-то 
часть освобождающегося в синапсах АХ при проведении нервного 
импульса может поступать в перикарии постсинаптических клеток. 
Принципиальная возможность поступления внеклеточного АХ в перика- 
рнй нейронов была постулирована в литературе [11, 12].

Таким образом, в настоящей работе было показано регуляторное 
влияние АХ сСМР и сАМР на уровень активности АХЭ микросом, ко
торое позволяет предполагать существование сложной системы регу
ляции экспрессии генов АХЭ с участием этих агентов.
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SYSTEM REGULATING ACETYLCHOLINESTERASE BIOSYNTHESIS 
VIA ACETYLCHOLINE, cAMP AND cGMP IN NERVE CELL

MICROSOMES
SUDAKOVA N. M„ ELAEV N. R.

Chair of Biochemistry and Organic Chemistry, State University, 
Petrozavodsk

A spontaneous puromycin-sensitive increase in microsomal acetyl
cholinesterase (AChE) activity has been detected in a cell-free system 
containing isolated nuclei and microsome-cytosol fraction from rat brain. 
On preincubating this system with acetylcholine (ACh) (10՜°—10 3 M) 
an increase in microsomal AChE activity is registered with maximal 
value of 20% (IO՜5 M ACh, 60 min incubation). In the presence of acti
nomycin D and puromycin ACh has no effect on the enzyme activity. 
Preincubation with cAMP and cGMP produces opposite effect on the 
activity of microsomal AChE. Without nuclei in this cell-free system 
ACh induces a decrease in puromycin-sensitive AChE activity.

Data obtained make it possible to regard ACh as a positive effector 
of AChE gene transcription and a negative effector of the enzyme poly
peptide chains assemblage in cytoso). It has been demonstrated that ACh 
acts in concert with a low molecular weight cytosol factor when directing 
transcription or posttrascriptional processing and without the latter when 
directing translation. A system regulating AChE biosynthesis via ACh, 
cAMP and cG.MP in nerve cell microsomes is proposed.
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«Нейрохимия», т. 2, № 1, 1983

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 612.821.6+612.822.3.

ВЛИЯНИЕ ЦИКЛОГЕКСИМИДА И ЛИЗИНВАЗОПРЕССИНА 
ИА АКТИВНОСТЬ НЕЙРОНОВ КОРЫ МОЗГА ПРИ 
ЦЕЛЕНАПРАВЛЕННОМ ПОВЕДЕНИИ ЖИВОТНЫХ

АНДРИАНОВ В. В.

Разрядная деятельность нервной клетки является одним из пока
зателей ее вовлечения в центральные механизмы формирования це
лостного поведенческого акта. Однако структура паттерна разряда 
нейрона далеко не однозначна и может определяться как поступаю
щим к нему синаптическим притоком, так и реализацией информации, 
хранящейся в аппаратах памяти. Наличие экзогенной и эндогенной 
информационных составляющих в генезе вызванных потенциалов по
казано в целом ряде исследований и имеет достаточное эксперимен
тальное обоснование [1].

Если взаимосвязь между ответной реакцией нейрона и харак
тером раздражения его рецептивного поля представляется достаточно 
изученной, то механизмы извлечения эндогенной информации из памя
ти нейрона остаются во многом еще не ясными.

Процессы образования следа памяти связаны с деятельностью 
белок-синтезирующего аппарата клетки. В частности, торможение 
трансляции циклогексимидом (НГ) заметно снижало скорость обу
чения, а иногда и полностью блокировало его [2]. Значительное место 
в процессах обучения и памяти отводится в настоящее время олиго
пептидам [3, 4]. Например, такой олигопептид, как лизинвазопрес- 
син (ЛВП), уменьшал, а в некоторых случаях купировал амнестиче
ский эффект,՜ вызванный применением блокатора белкового синтеза 
[5] Можно предположить, что блокаторы трансляции влияют на син
тез мобильных клеточных белков, а защитный эффект некоторых оли
гопептидов связан с их многосторонним влиянием на процессы мета
болизма. В связи с этим представляется интересным установить осо
бенности взаимоотношения данных веществ на отдельных нейронах 
ЦНС в условиях целостного поведения.

Цеть настоящей работы состояла в изучении влияний ЦГ и ,11311 
па нейроны зрительной области коры больших полушарий головного 
мозга кошек при выполнении животным последовательных этапов по
веденческой деятельности. Выбор именно зрительной области коры 
был продиктован тем соображением, что у кошек зрительная афферен- 
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тация является ведущей при формировании тговеденческой деятель
ности. Для решения задачи была использована разработанная нами 
методика регистрации и микроионофоретического подведения био֊ 
логически активных веществ к корковым нейронам в условиях свобод
ного поведения животных [6]. Эксперименты были проведены на трех, 
кошках, предварительно обученных выполнению инструментальной 
реакции, что приводило к подаче порции молока в I мл спустя 2 с or 
момента нажатия животным на педаль. Для опыта брали животных 
после суточного голодания.

Регистрацию импульсной активности осуществляли с помощью ка
нала многоствольного электрода. Остальные каналы заполняли раство
рами ЦГ (2\10֊3M) и ЛВП (2ХЮ 4 М). Величина форетическбго то
ка составляла 30—40 нА положительной полярности. Импульсную ак
тивность одного и того же нейрона записывали ,на магнеторе фирмы 
«Агпрех» (США) при выполнении животным автоматизированного ин
струментального пищедобывательного акта без ионофореза (серия I) 
и на фоне подведения к нейрону либо ЦГ (серия II), либо ЛВП (се
рия III). При этом порядок проведения серий был различен. В первой 
группе (20 клеток) последовательно шли серии I, II, III, во второй 
группе (18 клеток) — I, III, II серии. Длительность фореза каждого из 
веществ к одному нейрону составляла 1—3 мин. Одновременного под
ведения двух веществ к одному нейрону не применяли. Запись активно
сти каждого из 38 нейронов зрительной коры проводили на различных 
этапах поведенческой реакции: перед выполнением животным поведен
ческого акта; во время нажатия на педаль; па протяжении 2-секундного- 
периода ожидания подкрепления; в момент появления молока в кормуш
ке и в процессе лакания. Анализ разрядной деятельности нейронов вы
полняли путем построения пре- и постстимульных гистограмм методом 
прямого и обратного усреднения с шириной канала 50 мс по пяти реали
зациям инструментальной пищедобывательной реакции в каждой из- 
серий эксперимента. Достоверность различий реакций нейронов оцени
вали по критерию (t) Стьюдента.

На рис. 1 приведены данные, полученные на нейроне, микроионофо- 
ретическое подведение ЦГ к которому увеличивало частоту разрядов пе
ред выполнением животным поведенческого акта и во время лакания. 
Подведенный ЛВП вызывал активацию при нажатии на педаль, в пе
риоде ожидания подкрепления, в момент появления молока в кормушке 
и значительно снижал разрядную деятельность во время лакания жи
вотным молока. У другого нейрона (рис. 2), увеличивавшего свою часто
ту разрядов во время лакания животным молока, ЦГ повышал актив
ность и в момент выполнения нажатия па педаль. ЛВП, который сни
жал общий уровень импульсной активности того же нейрона, изменял 
паттерн разрядов в сторону .нерегулярности на завершающем этапе по
ведения—лакания молока.

Проведенный анализ показал, что ЦГ и ЛВП могли либо не 
влиять, либо увеличивать или устранять имевшуюся частоту разрядов 
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и паттерн на том или ином этане поведения. При этом ЛВП в большей՜ 
степени, чем ЦГ, активировал нейроны перед выполнением животным 
поведенческого акта (36,8%), а также в момент появления молока а 
кормушке (42,1%) и устранял характерную структуру разряда в про
цессе лакания (15,5%). В то же время ЦГ в большей степени, чем ЛВП,. 
снижал импульсную активность тех же нейронов перед выполнением։

Рис 1 Суммарные гистограммы импульсной активности одного и того же 
нейрона зрительной коры на этапах поведенческого акта в трех сериях 
эксперимента: п-без ионофореза, б-на фоне подведения ЦГ, «-на фо- 

ппп канала 50 мс; /—нажатие на педаль, 2— мо-не подведения ЛВП; ширина 
о копмушке, 3— начало лакания; отрезок време- мент появления молока в кормушпе, г г

ни—1 с

Рис. 2. Суммарные гистограммы импульсной активности другого нейрона 
зрительной коры на разных этапах поведенческого акта в трех сериях 
эксперимента: а—без ионофореза, б на фоне подведения ЦГ, в—на фо

не подведения ЛВП. Остальные обозначения те же, что и па рис. I

животными инструментальной реакции (36,8%), в периоде ожидания 
подкрепления (36,8%) « "Р™™ ■< более заметным активационным 
(42,1%) и тормозным (42,1/о) перестройкам на стадии получения ко
нечного полезного результата—лакания молока
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Принимая во внимание различный характер изменения импульсной 
•активности одних и тех же нейронов на последовательных этапах пове
денческого акта при подведении к ним ЦГ и ЛВП, можно предполагать, 
что особенности влияния исследованных веществ на интегративную 
деятельность нейрона были обусловлены спецификой нейрохимических 
механизмов их действия. Так, эффекты ЛВП, вероятно, основываются 
на его модулирующем влиянии на синаптические процессы, а действие 
ЦГ заключается в изменении путей метаболизма клеточных белков. От
сутствие четких различий в реакциях нейронов первой (20 клеток) и 
второй (18 клеток) групп на порядок подводимых веществ говорит о 
сложности процессов, протекающих в одной клетке. Таким образом, ре
зультаты проведенных экспериментов, на наш взгляд, свидетельствуют 
о том, что форма участия коркового нейрона в построении отдельных 
этапов целенаправленного поведения определяется характером метабо
лических реакций, связанных, возможно, с механизмами извлечения ин
формации из памяти.

EFFECT OF CYCLOHEXIMIDE AND LYS-VASOPRESSIN ON 
BRAIN NEURONAL ACTIVITY IN ANIMALS WITH 

GOAL-SEEKING BEHAVIOUR

ANDRIANOV V. V.
P. K. Anokhin Institute of Normal Physiology, USSR Academy of Medical 

Sciences, Moscow

Effect of cycloheximide (CH) and Lys-vasopressin (L-Vas) on the 
impulsive activity of neurons from cat brain cortex visual area has been 
studied in food-procuring animals. Both substances have been applied 
by means of microionophoretic technique.

It has been demonstrated that the compounds tested either didn’t 
affect or increased and abolished the basic frequency of neuronal dis
charges. It may be suggested that L-Vas apparently modulates the synap
tic processes while CH affects the metabolic pathways of cell proteins.

ЛИТЕРАТУРА
1. Джен E. P.—В kh.: Механизмы формирования и торможения условных рефлексов, 

М., Наука, с. 183—213, 1973.
2. Hayakawa М. Ada med. Okayama, 31, 161 — 175, 1977.
3. Ашмарин И. П. Ж. эвол. биох. и физиол., 13, 570—578, 1977.
4. De Wied D., Bohus В. —In: Brain Mechanisms in Memory and Learning: From the 

single Neuron to Man. Ed. by M A. Brazier. Raven Press, N. Y., p. 139—146, 
1979.

5. Flexner J. B.. Flexner L. B., Hoffman P. L., Walter R. Brain Res., 139, 139 — 143, 
1977.

G. Андрианов В. В., Захаров И. Д., Фадеев Ю. А. Физиол. ж. СССР, 63. 602 -606, 
1977.

НИИ нормальной физиологии
.им. П. К. Анохина АМН СССР, Москва Поступила 21.XII 1981

62



Нейрохимия», т. 2, № 1, 198-5։

УДК 577.151+577.153-

ВЛИЯНИЕ ХОЛЕРНОГО ТОКСИНА И ИОНА ФТОРА НА 
ФОСФОДИЭСТЕРАЗУ ЦИКЛИЧЕСКИХ НУКЛЕОТИДОВ 

НАРУЖНЫХ СЕГМЕНТОВ ПАЛОЧЕК СЕТЧАТКИ
ФУРАЕВ В. В., КАЛИНИНА С. И., ЭТИНГОФ Р. Н.

Фоторецепторный нейрон—палочка сетчатки является пока един
ственным примером, когда рецепторный компонент функционально свя
зан нс с аденилатциклазой (АЦ), а с другим ферментом системы цик
лических нуклеотидов—фосфодиэстеразой (ФДЭ). ФДЭ играет ключе
вую роль в՜ регуляции содержания циклических нуклеотидов в наруж
ных сегментах палочек (НСП) сетчатки в ответ на поступающий извне 
стимул. При поглощении фоторецепторами квантов света, то есть осве
щении, активность ФДЭ ПСП резко увеличивается, при этом активность 
гуанилатциклазы остается неизменной [1, 2].

В ряде работ отмечено подобие механизмов сопряжения АЦ и ФДЭ 
с соответствующими рецепторами [3. 4]. В обоих случаях для актива
ции ферментов в ответ на поступающий стимул необходимы СТР пли его 
негидролизуемый аналог—гуаннлилимидодифосфат (Gpp(NH)p), свя
зывающиеся с так называемыми G-белками, в комплекс которых входит 
и СТРаза. G-белки выполняют функцию непосредственных передатчи
ков сигнала с рецептора на фермент. Свойства G-белков АЦ системы 
изучены относительно подробно; так, показана возможность их рибо- 
зилирования холерным токсином в присутствии NAD, что приводит к 
необратимой активации АЦ благодаря ингибированию СТРазы, обес
печивающей обычно обращение активации АЦ. АЦ активируется и NaF,. 
который также воздействует на G-белки [5, 6].

С целью сравнения свойств систем сопряжения ФДЭ и АЦ со свои
ми рецепторами в данной работе изучали влияние холерного токсина и 
NaF на ФДЭ НСП,

Вся работа выполнена на освещенных препаратах НСП сетчатки 
быка [7]. Из НСП, несколько модифицируя метод Kuhn [8], были по
лучены и частично очищены два типа экстрактов: один, содержащий 
преимущественно ФДЭ (препарат 1), другой-О-белки (препарат 2). М 
белков этих экстрактов по данным диск-элсктрофореза в ПААГ в при
сутствии додецилсульфата натрия [9] соответствовали литературным 
данным [8 10]. Опыты с холерным токсином проводили, как описано в. 
работе Enomoto, Gill [И]- Активность ФДЭ Pi определяли, как и ранее, 
варьируя время инкубации и температуру [7].
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В первой серии опытов изучали влияние GTP (10д5М), холерного 
токсина и NaF (10~2М) на ФДЭ изолированных препаратов НСП.

Очевидно, что GTP обуславливал существенную активацию ФДЭ 
(рис. 1, а). В том случае, если GTP преинкубировали с 'препаратами 
НСП 10—30 мин при 37°, активирующий эффект нуклеотида резко 
уменьшался с увеличением времени преинкубации. Этот факт, скорее 
всего, связан с тем, что СТРаза НСП обуславливала гидролиз GTP до 
GDP и Pi, a GDP таким активирующим действием на ФДЭ в отличие от 
GTP те обладает.

I I контроль

Рис. 1. Влияние ОТР (а), \’аЕ (б) и холерного токсина (в) на ФДЭ в 
НСП. Ось абсцисс: 1, а—время преинкубации СТР в мин с препаратами 
НСП; 2, а—активность ФДЭ без СТР; б—активность ФДЭ в присутствии 
\'ар; 1, в—активность ФДЭ в контроле и опыте; 2, в и 3, в—активноегь 
ФДЭ в контроле и опыте в присутствии СТР (преинкубация СТР с НСП— 
2 мин й 30 мин соответственно). Ось ординат—активность ФДЭ в едини

цах оптической плотности при 660 нм. Средние данные из 5—6 опытов

Из данных, представленных на рис. 1, б и в, видно, что как ИаР, 
так и холерный токсин активировали ФДЭ НСП. Косвенным доказа
тельством воздействия холерного токсина именно на ОТРазу НСП яв
ляются данные опытов с преинкубацией ОТР с НСП (рис. 1, в; 2, 3 в). 
Очевидно, что в то время как в контрольных пробах активирующее дей
ствие ОТР на ФДЭ уменьшалось в 5,9 раза (ОТР гидролизуется), в 
опытных это уменьшение составляло всего 1,6 раза. Наиболее возмож
ная причина этого—ингибирование активности ОТРазы за счет ее ри- 

■бозилирования.
Таким образом, результаты, полученные в первой серии эксперимен

тов, свидетельствуют о том, что К'аР и холерный токсин влияют на ФДЭ 
в НСП так же, как и на АЦ.
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В случае АЦ системы отделение С-белков приводило к потере чув
ствительности АЦ к Е~ [5, 6]. Исходя из полученных нами данных, оче
видно, что активация ФДЭ (препарат 1) Црр (ИН) р (10՜ 5 М) имеет 
место лишь при добавлении препарата 2, то есть О-белков (рис. 2, а), 
и действие фторида обусловлено его влиянием (как и в случае АЦ) на 
О-белки (рис. 2, б). Незначительная активация препарата ФДЭ фтори
дом объясняется примесью О-белков в последнем.

Рис. 2. Влияние Орр (М1) р (а) 11 !ч'ар (,5) "а ФДЭ п реконструированных 
системах. Ось абсцисс: /—активность ФДЭ (препарат 1), 2—активность
ФДЭ (препарат Ц-препарат 2)- Ось ординат-активность ФДЭ в едини
цах оптической плотности при 660 нм. Средние данные из 5-6 опытов

Таким образом, и по характеру влияния, и по .направлению дейст
вие фторида и холерного токсина на ФДЭ систему подобно действию 
этих агентов на АЦ систему.

Следует отметить, что в отличие от результатов других исследова
ний [12, 13], нам удалось активировать ФДЭ в реконструированных си
стемах без добавления рецептора, то есть ПСП, что требует дальнейше
го изучения.
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EFFECT OF CHOLERA TOXIN AND FLUORIDE ON CYCLIC 
NUCLEOTIDE PHOSPHODIESTERASE FROM RETINAL 

RODS OUTER SEGMENTS

FURAEV V. V., KALININA S. N., ETINGOF R. N.
Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, USSR 

Academy of Sciences, Leningrad

The activatory effect of cholera toxin and fluoride (10 mM) on the 
phosphodiesterase is observed. Two fractions were obtained from the rods 
outer segments: one contains predominantly the enzyme and the other— 
G-proteins. The G-proteln fraction is necessary for the activation of phos
phodiesterase by fluoride ions or by Gpp(NH)p (10՜2 mM). The cholera 
toxin effect is due to its action on GTPase. The activation takes place 
without addition of receptor protein (rhodopsin).
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ОБ ИНТЕНСИВНОСТИ ОБМЕНА ФОСФОРА ФОСФОЛИПИДОВ В 
СУБКЛЕТОЧНЫХ ФРАКЦИЯХ ТКАНИ МОЗГА

РАЙЗЕ Т. Е., ШАРАГИНА Л. М., ТЮЛЬКОВА Е. И.

В настоящее время становится все более очевидным, что больший- 
ство фосфолипидов (ФЛ), являющихся обязательными 1компонентами 
любых биомембран, синтезируются в эндоплазматическом ретикулуме, 
а затем транспортируются к другим субцеллюлярным структурам. Это 
подтверждено достаточно большим (количеством исследовании, подав
ляющая часть которых выполнена на ткани печени [1 5].

Вследствие гетерогенности объекта и сложности получения чистых 
субклеточных структур работ по переносу ФЛ между органеллами тка
ни головного мозга довольно мало, но это явление продемонстрировано 
и на нервной ткани [6, 7]. Однако данные, полученные на субцеллюляр
ных образованиях ткани мозга, вызывают особый интерес, так как по 
метаболизму ФЛ ткани мозга и печени резко различаются. Ткань пече
ни обеспечивает ФЛ не только свои собственные мембраны, ио и являет
ся источником плазменных липопротеидов, а также секретирует ФЛ в 
желчь. В отличие от этого метаболические взаимоотношения субцеллю
лярных структур в ткани мозга направлены исключительно на обеспе
чение жизнедеятельности и поддержание структурных элементов в клет
ках самой нервной ткани.

В работе, опубликованной ранее [8], исследовались содержание и 
обмен ФЛ в цитозоле и микросомной фракции ткани мозга крыс. Для 
выяснения метаболических взаимоотношений субцеллюлярных струк
тур представляет интерес изучение обмена ФЛ и в других фракциях.

Одновременное исследование мстаоолизма ФЛ в различных по ско
рости их обновления структурах требует изучения динамики процесса 
включения меченого предшественника во времени. Нам известна лишь 
одна такая работа на ткани мозга [9], причем в ней были исследова
ны очень большие интервалы времени после введения изотопа и не все 
су б к л его ч и ы е фракции.

Задачей нашей работы явилось изучение содержания и скорости 
.обмена фосфора ФЛ в субцеллюлярных структурах ткани больших по
лушарий головного мозга крыс в различные сроки после введения изо 
топа. Исследования проводили на взрослых белых крысах-самках ли
нии Вистар. За меру интенсивности обмена ФЛ принимали скорость 
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включения ՛ 2Р-орто.фосфата, который вводили внутрибрюшинно за 
0,5, 1, 2, 3, 6 и 12 ч до декапитации. После чего извлекали большие полу
шария головного мозга, тщательно отмывали их от крови, очищали от 
сосудистых сплетений и оболочек. Все операции проводили на льду. 
Ткань взвешивали, гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе с 
тефлоновым пестиком- Готовили 10% тканевой гомогенат в 0,32 М 
растворе сахарозы на 0,01 М трис-буфере, pH 7,4. Субклеточные фрак
ции получали по общепринятым методам [10, 11]. Исследовали мито
хондрии, синаптосомы и миелин, получаемые при центрифугировании 
общей .митохондриальной фракции в градиенте плотности сахарозы 
(2 ч, 53 700 g), микросомную фракцию (1 ч, 100000 g) и наДосадоч- 
иую (цитозоль). Экстракцию липидов из гомогената ткани и отдельных 
субклеточных фракций, отмывку их от Pi и других нелипидных при
месей проводили по методу Bligh, Dyer [12]. Верхнюю водно-метано- 
ловую фазу после первой отмывки брали на определение содержания 
и радиоактивности Pi. В отмытом липидном экстракте определяли (по
сле минерализации) количество липидного фосфора по методу Bartlett. 
[13], его радиоактивность (сцинтилляционный счетчик «Изокап-300») 
и вычисляли удельную радиоактивность (УР) липидного фосфора Ме
рой интенсивности обмена фосфора ФЛ (или, точнее, мерой скорости 
их синтеза) являлась величина относительной удельной радиоактив
ности (ОУР), которую вычисляли как отношение УР фосфора ФЛ к 
УР Pi гомогената, умноженное на 100. Белок определяли по методу 
Lowry и соавт. [14]-

Таблица- 
Содержание и ОУР фосфора фосфолипидов субцеллюляриых структур ткани мозга 

крыс (через 2 ч после введения 32Р-ортофосфата)

Тканевой
Содержание 

фосфора ФЛ, мкг
Содержание 

ФЛ, мг ОУРпрепарат мг белка мг белка

Гомогенат 18,6+0,9 
(17)

0,46+0.02 
(1')

2,26+0,10
(15)

Микросомы 28,6-1-1,1 
(И)

0,71+0,03 
(Н)

2,44+0,17
(У)

Цитозоль 3.64+0,51 
(Ю)

0.09+0,01 
(Ю)

4,18+0,34 
(8)

Миелин 49,7+ 1,6 
(И)

1,24+0,04 
(И)

0,99+0.10 
(Ь)

Синаптосомы 18,8+0,7 
(10)

0,47+0,02 
(Ю)

1 ,93-4-0,17
(0) п

Митохондрии 15,8+0,8
(11)

0,40+0,02 
(11)

4,28+0.42
(8)

Как видно из таблицы, самой богатой по содержанию ФЛ на еди
ницу белка субклеточной фракцией являлся миелин, в котором отно 
шение ФЛ/белок составляло приблизительно 1,24. В микросомах это 
отношение равно 0,71, во фракциях митохондрий и синаптосом состав
ляло соответственно 0,40 и 0,47. Надосадочная фракция самая бед
ная по относительному содержанию ФЛ, в ней отношение ФЛ/белок 
равно 0,09.
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Кривые нарастания ОУР фосфора ФЛ во времени в течение 12 ч 
после введения изотопа (рис.) носили сходный характер во всех 
исследованных фракциях. В течение первых 2 ч после введения изо
топа происходило прямолинейное нарастание ОУР фосфора ФЛ, сви
детельствующее о том, что 2-часовой интервал времени, при котором 
л были проведены, в основном, наши эксперименты, является вполне 
удовлетворительным при изучении метаболизма ФЛ одновременно во 
всех исследованных субклеточных фракциях. После 2 ч во всех из них 
(кроме миелина) наблюдали некоторое снижение интенсивности вклю
чения меченого 52Р-ортофосфата в ФЛ, однако соотношение ОУР ФЛ 
различных фракций оставалось постоянным при всех изученных вре
менных интервалах. По интенсивности обмена субклеточные фракции 
всегда располагались в следующем порядке: .миелин, синаптосомы, 
микросомы, митохондрии; надосадочная фракция.

Рис. Динамика нарастания ОУР фосфора ФЛ субклеточных структур ткани 
мозга крыс во времени: /-цитозоль, 2-митохондрии, 3-микросомы, 

4_ спна птосом ы, 5— м цел и и

Через 2 ч после введения изотопа (табл.) ОУР ФЛ в миелине была 
в 2 с лишним раза ниже, чем в гомогенате и микросомной фракции. 
ОУР ФЛ цитозоля и митохондриальной фракции в 1,7 раза выше, чем 
ОУР ФЛ гомогената и микросом.

Указанные различия в величинах ОУР определяемых суммарных 
ФЛ субклеточных фракции можно было бы объяснить разным набором 
индивидуальных ФЛ в них. Однако было показано [8, 15], что распре- 
деление отдельных ФЛ соотношение величин их ОУР в гомогенате 
и исследованных субклеточных фракциях было приблизительно одина
ково что соответствует имеющимся литературным данным [10. 16]. 
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Таким образом, различия в ОУР ФЛ субклеточных фракций не могут 
быть объяснены разным набором индивидуальных ФЛ в них.

Как было указано, основным местом синтеза ФЛ в клетках яв
ляется эндоплазматический ретикулум. В этом отношении интересным 
может показаться тот факт, что ОУР ФЛ микросомной фракции зна
чительно ниже, чем цитозоля. Можно предположить, что одной из при
чин этих различий является в основном то, что в эндоплазматическом 
ретикулуме синтезируются два пула ФЛ: один с более низкой ОУР— 
для обновления собственно мембран эндоплазматического ретикулу
ма; другой—с более высокой О^Р фосфора ФЛ. Эти быстро метабо
лизирующие ФЛ транспортируются затем к другим мембранным струк
турам через цитозоль. Различия в ОУР фосфора ФЛ в митохондриях, 
синаптосомах и миелине можно, с этой точки зрения, трактовать как 
различия в скорости встраивания уже готовых молекул ФЛ из надоса
дочной жидкости (цитозоля) в их мембраны. Так, в миелине это встраи
вание происходило с очень низкой скоростью, и ОУР фосфора ФЛ там 
оказалось в 2 с лишним раза ниже ОУР гомогената и микросомной 
фракции и более чем в 4 раза ниже, чем в растворимой и митохон
дриальной фракциях. В митохондриях же замещение, происходило от
носительно быстро, и ОУР их ФЛ равнялось таковой в надосадочпой 
фракции.

Существенно отметить, что во всех субклеточных фракциях нара
стание ОУР фосфора ФЛ во времени происходило с одинаковой ско
ростью, поэтому соотношение величин ОУР фосфора ФЛ субклеточ
ных фракций ткани мозга оставалось постоянным при всех исследо 
ванных временных интервалах.

Таким образом, данные по динамике нарастания ОУР фосфора ФЛ 
в течение 12 ч после введения изотопа свидетельствуют в пользу пред
положения о том, что различия в ОУР фосфора ФЛ субклеточных 
фракций в каждый из исследованных сроков отражали истинные ме
таболические взаимоотношения между этими фракциями.

ON THE INTENSIVITY OF THE PHOSPHOLIPIDS PHOSPHOROUS 
METABOLISM IN BRAIN TISSUE SUBCELLULAR FRACTIONS

RAIZE T. E., SIIARAOINA L M., TU1LKOVA E. I.
I. P. Pavlov Institute of Physiology, USSR Academy of Sciences, Leningrad

The content Z|tg.-P P-L or __mg PhLA and turnover rate (rela
ting protein mg protein/

five specific activity, RSA) of phosphorus in phospholipids (PhL) have 
been studied in mitochondria, synaptosomes, myelin, microsomes and 
cytosol of rat brain hemispheres The analyses were carried out at dif
ferent time intervals after administration of 32P-orthophosphate.

The data on RSA of PhL in subcellular fractions studied indicate 
that 2 pools of PhL are synthesized in endoplasmic reticulum of central 
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nervous system cells: one, with lower RSA, for the renewal of its own 
membranes, another, with higher RSA, transported through cytosol, for 
the renewal of membranes of other subcellular fractions. Data on the 
time course of RSA of PhL after injection indicate that the differen
ces detected in RSA of PhL of subcellular fractions at each time inter
val reflect the metabolic relationship between the subcellular fractions 
tested.
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УДК 612.8.0154-615.015.32

МЕТАБОЛИЗМ ЖИРНЫХ кислот В ГОЛОВНОМ МОЗГУ 
И ЕГО РЕГУЛЯЦИЯ

СОКОЛОВА Г. П„ ПРОХОРОВА М. И.

В статье приводятся современные данные о составе жирных кислот в липидах го
ловного мозга и их метаболизме. Подчеркивается важность для нормальной жизне
деятельности мозга определенного жирнокислотного состава в каждой фракции липи
дов мозга. Обсуждаются механизмы, регулирующие жирнокислотный состав в липи
дах на разных стадиях биосинтеза и в процессе их метаболизма, а также возможное 
участие жирных кислот в функциональной деятельности мозга.

Во всех моделях в молекулярной организации биомембран жирным 
кислотам (ЖК) отводится большая роль. Особенности строения угле
водородных цепей ЖК могут определять способ и плотность упаковки 
липидов в мембранах, форму и степень образования полостей, характер 
взаимодействия с другими мембранными компонентами, а также тем
пературу фазового перехода. Такое важнейшее свойство мембран, как 
жндкостность, также обусловлено структурными особенностями ЖК 
липидов [1—5].

В многочисленных модельных экспериментах показано, что гидро
фобные компоненты молекулы липидов оказывают большое влияние 
на их физико-химические свойства [6]- В составе липидов животного 
организма встречается около 50 разнообразных ЖК. В зависимости от 
того,- какие именно ЖК входят в состав липидных молекул, физико-хи
мические свойства последних могут варьировать. Поэтому' разнообра 
зие ЖК создает предпосылки для существования широкого спектра 
липидных молекул с различающимися физико-химическими и функ
циональными свойствами. Накапливаются данные о том, что от жир
нокислотного состава липидов зависят многие фундаментальные био- 
химииеские процессы, причем особенно важным профиль ЖК оказал
ся для регуляции активности множества мембраносвязанных фермен
тов и мембранного транспорта [7—10]. В ряде исследований доказа
на особая зависимость большинства ферментов от присутствия в гли 
церофосфолипидах ненасыщенных ЖК, которые присоединены обыч 
но ко 2-му углеродному атому глицерина. Отсюда был сделан вывод, 
что необходимость ЖК для проявления ферментативной активности 
объясняется тем, что они, во-первых, придают мембранам высокую 
степень жидкостностн и, во-вторых, создают ферментному белку необ-
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ходимое микроокружение для полного проявления ферментативной ак
тивности [11, 12]. Предполагают, что жидкостность гидрофобного 
матрикса мембраны обеспечивает необходимую свободу движения, 
позволяющую мембранным белкам-ферментам подвергаться конфор
мационным и трансляционным изменениям, связанным с их функция
ми. Если это так, то жидкостность мембран и, следовательно, жирно
кислотный состав могут иметь отношение к таким функциям, как мем
бранное слияние, контроль клеточного роста, латеральная диффузия 
поверхностных антигенов в сплавленных клетках, образование головок 
антигенов и т. д. [3].

Исключительно большой интерес вызывают ЖК головного мозга. 
Содержание их в нем гораздо выше, чем в других органах, и состав
ляет примерно 20—25% в расчете на сухой вес ткани. Поразительно 
разнообразие ЖК в этом органе [13]. Применение ГЖХ позволило про- 
демонстрировать наличие в головном мозгу нескольких десятков ЖК с 
длиной цепи от 12 до 26 углеродных атомов, среди 'которых найдены на
сыщенные и ненасыщенные, нормальные и гидроксизамещенные кисло
ты с нечетным числом атомов углерода и др. Ненасыщенные кислоты 
мозга могут содержать от 1 до 6 двойных связей. Особенностью мозга 
является относительно большое содержание длинноцепочечных полие
новых кислот—20:4, 22:5, 22:6. Отдельные классы и фракции липидов 
мозга отличаются своим собственным характерным профилем ЖК. Име
ет место также определенная специфичность жирнокислотного состава 
и в липидах разных отделов головного мозга, разных типов его клеток, 
субклеточных структур [14-17]. Иллюстрацией этого могут, служить 
данные табл. 1, где приведен жнрнокпслотныи состав синаптосом и мие- 
лина—двух разных типов .мембранных структур ЦНС, резко различаю
щихся по своему происхождению и функциям [18-21]. Синаптосомные 
мембраны происходят из плазматических мембран перикария нейронов, 
в то время как миелин формируется из плазматических мембран оли
годендроглиальных клеток.

Соотношение ЖК в фосфолипидах (ФЛ), выделенных из синапто
сом и миелина, различно (табл. !)■ Особенно большие различия наблю
даются в содержании ненасыщенных кислот. Например, содержание до- 
козагексаеновой кислоты (22:6) в спнаптосомах в несколько раз выше, 
чем в миелине. В то же время миелин богаче моноеиовымп кислотами 
(20 1 181) Наблюдаемые различия в жирнокислотном составе липи
дов՜ являются, видимо, отражением различий в функциях мембран. Вы
сокое содержание докозагсксаеновои кислоты в спнаптосомах, по-види- 
мому, необходимо для активного ионного транспорта. Так, имеются дан
ные о том, что активность Ка%К + -АТРазы в синаптических мембранах 
зависит от присутствия полиеновых кислот в ФЛ [12]. Функциональная 
роль докозагсксаеновои кислоты в этом ферменте не выяснена, но пред
полагают, что ее присутствие необходимо для обеспечения его молеку
лярной конфигурации и создания гидрофобного окружения. Преоблада
ние в миелиновых ФЛ моноеновых и длинноцепочечных кислот, которых
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много также в других миелиновых липидах (цереброзидах, сульфати- 
дах), рассматривают как фактор, придающий миелиновой мембране 
необходимую структурную стабильность, обусловленную плотной упа
ковкой углеводородных цепей и их метаболической инертностью [22].

Таблица 1 
Состав жирных кислот в глицерофосфолипидах синаптосомиых и миелиновых мембран 

коры больших полушарий мозга обезьяны (% от суммы жирных кислот)

Количество 
углеродных 

атомов и двой
ных связей в 

кислоте (шифр)

Фосфатилилхолин Фосфа тил н л эта
нолами!!

Фосфатидилсерин-рмо- 
нофосфоинозитиды

синапто- 
сом ы миелин синапто- 

сомы миелин синаптб-
СОМЫ миелин

16:0 50.0 33,1 7.4 4,9 3.5 2,6
18:0 12.4 17,0 25,5 15,9 44,3 43.0
18: 1 27,2 42,3 12.1 33.2 11.4 38,5
20 : 1 0.7 0,9 1,6 9.3 — 2.5
20:4 3.8 3,2 10,1 11 .6 8,3 6.3
22:4 0,8 0,6 6.4 Ц.1 3.5 3.7
22:6 3,0 2,3 34,9 10,6 26,9 2.9

Одной из особенностей жирнокислотного состава головного мозга 
■является его относительная стабильность, устойчивость к внешним вли
яниям. В отличие от других органов, в которых происходят существен
ные сдвиги жирнокислотного состава при изменении 'количества и соста
ва пищи, гормонального статуса, под влиянием различных фармаколо
гических веществ, в головном мозгу зрелых животных жирнокислотный 
состав липидов не подвергается значительным изменениям [23—27], 
или эти изменения сильно растянуты во времени [28, 29]. При этом со
храняются специфические черты жирнокислотного состава в липидных 
фракциях и клеточных типах. Однако стабильность жирнокислотного 
состава в мозгу нельзя считать абсолютной. Например, в ответ на не
достаточность существенных ЖК в ФЛ мозга появляются некоторые не
типичные ЖК (20:3) и уменьшается доля тетраеновых и гексаеновых 
кислот [29, 30], но при этом степень ненасыщенности липидов остается 
неизменной. Это значит, 'что во взрослом мозгу имеет место замена од
них ЖК на другие, что свидетельствует о динамическом состоянии этих 
компонентов, но одновременно действуют регуляторные механизмы, от
ветственные за поддержание определенной степени ненасыщенности, 
или, ипыйи словами, за сохранение физико-химических характеристик 
мембранных компонентов [24, 31]. Это говорит о защищенности ЦНС 
взрослых животных от различных внешних влияний. Однако при не
которых изменениях условий среды наблюдаются сдвиги 1как՜ у холод
нокровных, так и у теплокровных животных [32], причем все же иногда 
удается установить прямую связь между морфологическими и функцио
нальными нарушениями в мозгу и жирнокислотным измененным соста
вом. Примером является болезнь Рефсема (Refsum), при которой при
чиной многочисленных нарушений является накопление в липидах мозга 
нетипичной .для них фитановой (тетраметилгексадекановой) кисло
ты [33].

74



В то же время в мозгу растущих и новорожденных животных жир
нокислотный состав липидов чувствителен к внешним воздействиям, осо
бенно к недоеданию или к неполноценной по составу ЖК диете [34— 
36]. Наиболее сильным изменениям подвержена фракция плазмалоге- 
новых фосфатидилэтаноламинов (ФЭА) [29]. Так как плазмалогенысо
ставляют треть миелиновых липидов, изменение их ацильных групп мо
жет оказывать большое влияние на формирование и функцию миелино
вой мембраны. Особенно уязвимым мозг становится в период его бур
ного развития, когда происходит рост нейронов, глиальный митоз, аксо- 
дендритпая пролиферация, формирование синаптических связей и, на
конец, миелинизация [34, 35]. Продолжительная неполноценная диета в 
этот период часто приводит к необратимым функциональным наруше
ниям, в том числе и к расстройству психической деятельности [25, 37].

Данные о нарушении функциональном деятельности мозга при сдви
гах жирнокпелотного состава ярко свидетельствуют о том, что опреде
ленный профиль ЖК в липидах является необходимым условием нор
мального функционирования ЦИС и одновременно указывают та нали
чие в мозгу особых регуляторных механизмов, поддерживающих специ
фический состав ЖК в различных липидах. Расшифровка этих меха
низмов представляет собой одну из важнейших задач, так как является 
ключом для решения более сложной проблемы, а именно—регулирова
ния мембранных свойств клетки.

В отношении мозга эти механизмы изучены слабо. В принципе, ре
гуляция жирнокислотного состава может осуществляться на различных 
стадиях биосинтеза липидов и разными путями (рис. 1). Уже на этапе 
биосинтеза фосфатидной кислоты (рис. 1, а) благодаря специфичности 
ацилирующих ферментов I- и 2и углеродные атомы глицерина ацили
руются различными ЖК- В печени, например, 1-е положение эстерифи- 
цируется преимущественно пальмитиновой кислотой (16:0), и это при
водит к образованию фосфатидных кислот, сильно обогащенных этой 
кислотой [4]. В мозгу же 1-й углеродный атом глицерина ацилируется 
одинаково интенсивно пальмитиновой и стеариновой кислотами (16:0, 
18:0) [38]. Далее присоединяется вторая ЖК, причем в печени ацили
рование 2-го углеродного атома глицерина идет лучше всего олеиновой 
(18:1) и линолевой (18:2) кислотами, а в мозгу—арахидоновой (20:4) и 
частично олеиновой и линолевой [39]. На следующей стадии биосинте
за фосфатидная кислота превращается в диглицерид (рис. 1, б), кото
рый используется для биосинтеза фосфатидилхолина (ФХ) и ФЭА. 
Жирнокислотный состав этих ФЛ может дополнительно регулироваться 
специфичностью ферментов, присоединяющих азотистое основание. На
пример для синтеза ФХ мо։ут преимущественно использоваться моле
кулярные виды диглицеридов, содержащие пальмитиновую и олеиновую 
кислоты (рис. 1, в), пальмитиновую и линолевую, пальмитиновую и ара
хидоновую [39]. В то же время для ооразования ФЭА предпочтительно 
отбираются молекулы диглицеридов со стеариновой и докозагексаеновой 
кислотами (рис. 1, г), причем фермент, присоединяющий этаноламин,
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оказывается особенно специфичным к ЖК во втором положении, то есть 
к ненасыщенной. Таким образом, при биосинтезе ФХ и ФЭА благодаря 
специфичности ферментов формируются ФЛ, обогащенные теми или 
иными кислотами, то есть с характерным профилем ЖК.

Он

■ОР

Рис. 1. Регуляция жирнокислотного состава в процессе биосинтеза глнце- 
ролипидов [39]

Однако только этими механизмами нельзя объяснить все особенно
сти жирнокислотного состава отдельных липидов, наблюдаемые in vivo. 
В мозгу и других органах было замечено отсутствие полного соответ
ствия между жирнокислотными составами ФЛ и их предшественни
ков—фосфатидных кислот и диглицеридов. Работами Lands [40, 41] 
было впервые показано, что существует так называемый цикл деацили
рование—реацилирование, при котором происходит замена ЖК в моле
куле ФЛ, но не затрагиваются другие ее компоненты. Предпосылкой 
для этого цикла является наличие фосфолипаз, отщепляющих ЖК от 
ФЛ и образующих лизосоединение, и ацилтрансфераз, которые присое
диняют новую ЖК вместо отщепленной. Показано, что полиеновые кис
лоты предпочтительно ацилируют 2-е положение, а насыщенные—1-е 
(рис. 1, д, е). Видимо, ацилобменный механизм является особенно важ
ным для контроля ЖК во втором положении. Поскольку азотистые ос
нования тоже могут заменяться независимо от других компонентов ФЛ 
[42], можно заключить, что липиды, помимо синтеза de novo, могут 
быть обновлены при помощи метаболически более экономного механиз
ма. Точная скорость и соотношение этих реакций неизвестны, но их при
мерный вклад в обновление липидов отражен на рис. 2, где толщина 
стрелок соответствует удельному весу данного процесса [42]. Можно 
видеть, что ацилобменные реакции, особенно замена ненасыщенной кис
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лоты во втором положении, сильно преобладают над обменом азоти
стых оснований.

Приведенная схема отражает интенсивность процессов в печени, но 
и в ткани мозга, по-видимому, имеет место аналогичная картина. Так, 
по данным ряда авторов [43], обмен азотистых оснований в мозгу 
происходит очень слабо, и в основном в нейронах. В то же время ацил- 
обменные реакции широко распространены в головном мозгу [38, 
44—46]. Эти реакции, как и обмен азотистых оснований, можно рас
сматривать как средство локального изменения физических, а следова
тельно и функциональных свойств мембран и как один из регуляторных 
механизмов, с помощью которых эти свойства контролируются [7].

толщиной стрелок)кулы (отражена
Примерная скорость обмена разных компонентов липидной моле-

-«нишпли ГТ ПОПП к']Рис. 2.

льИзменение гидрофобных областей мембраны ори переходе днацит 
ных форм ФЛ я моноанальные и обратно может оказать влияние

11 “ „ст,грссы В том числе на проницаемость для
различные мембранные пронес , „ д Недавно была показана за-
различпых веществ, гранспо.уразы в синаптосомах от присутствия 
висимость активности 1 а ’ фоСфолипидах [12]. При их отщеплении 
полиеновых кислот в . -иижалась. В то же время удаление поляр- 
активность фермента Р^3^0 „ь,ваЛОсь на активности фермента значи
мых групп в молекуле ”. СК га10Т> что ингибирующий эффект, на- 
тельно слабее. Ав юры пред ыщеннЬ1Х связан с изменением 
блюдаемыи после отщеплени мбраНы. Показана также зависимость
жидкостности, то есть вязкост։ от присутствия полиеновых кис- 
транспорта кальция в синаптосо.
лот [12]. иметь прямое отношение и ко мно-

Ацилобменные реакции аКТивность ряда ферментов (аденилат- 
1ИМ другим процессам, ПЛИЯЯ ндИЛТрансферазы, синтетазы ЖК),на 
циклазы, ОТР-фосфорилхол։ ительность фоторецепторов н т д ^47 
синтез простагландинов, чу вот ферментативное деацилирование- 
48]. Некоторые авторы сиЯЗ аПТ11ческой передачи [46, 49]. Согласно 
реацилирование с эффектом алнна в синаптосомах происходит эк
их данным, под влиянием но отщепля։още1-։ во ВТОром положении 
тивирование фосфолипазы я’ктнв11рование опосредовано сАМР. Таким 
глицерофосфолнпида, и этт обмен ФЛ в синаптических мем- 
юбразом, нейромедиатор > процесс реакций деацилирования. Ва
гранах путем вовлечения в *

на
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денного интрацеребрально, включалась в ФЛ уже через 5 с [59]. По
нятно, что результаты, полученные при использовании в качестве пред
шественника длинноцепочечных ЖК или глицерина, свидетельствуют 
скорее о скорости биосинтеза целой молекулы липидов и ацилирования, 
нежели об интенсивности биосинтеза ЖК. Более информативными в 
этом отношении являются опыты с применением простых предшествен
ников ЖК, главным образом, ацетата. В экспериментах с применением 
этого предшественника, а также глюкозы, некоторым авторам удалось 
показать быстрое включение метки в ацильные группы липидов [50].

Мы в течение ряда лет также проводили изучение состава и мета
болизма ЖК глицерофосфолипидов головного мозга. При этом были 
применены различные радиоактивные предшественники (2-иС-ацетат, 
Ь^’С-пропионат, 1- или 2-1։С-малонат). Эксперименты были поставлены 
на животных (крысах) разных возрастных групп. Большинство исследо
ваний было проведено при довольно длительном экспозиции с радиоак
тивным предшественником, а именно, в течение 1 ч. В табл. 2 приведе
ны данные ио удельной радиоактивности (^Р) исследованных фракций 
ФЛ и их ЖК у взрослых крыс после введения 1-14С-ацетата. Фракции 
ФЛ выделяли из мозга, печени и почек; для их получения использовали 
метод ТСХ. Радиоактивность прсьб измеряли с помощью сцинтилляцион
ного счетчика типа СБС-1.

Таблица 2
Удельная радиоактивность глицерофосфолипидов и их жирных кислот в мозгу, печени 

и почках взрослых крыс после введения ЧС-ацетата (имп/мнн.мг ■)

от других

Фракции 
фосфолипи

дов

Мозг Печен ь П о ч к и

фосфоли
пиды Ж К

фосфоли
пиды ж к фосфоли

пиды Ж К

Фосфати- 
дилсерип 483+50 657+45 4680+1200 1746+250 3793+1150 1781+210

Фосфати- 
днлхолин 

Фосфати-
847+190 1036+193 4160+1200 2132+291 6862+1227 4721 + 1050

дилэта- 
ноламии 500+92 574+170 3113+410 2386+920 2995+303 2195+160

Как видно из табл. 2, УР ж к » г- ... тицерофосфолипидах головного
мозга ниже, чем в других органах. Однако в мозгу, в отличие 
органов, величина УР ЖК в° всех превосходит величину УР соот
ветствующих фракций ФЛ. Если рассчитать относительную УР (ОУР) 
ЖК, то есть ту долю радиоактивности, которая сосредоточена в ЖК 
части молекулы ФЛ*, то разница между органами проявляется особен-

* ОУР ЖК рассчитывалась следующим образом (на примере фосфатидилсернна-
_ ,,,, мг—1 (таэл. 2); УР ЖК ФС 657 ими минмг-1; содер-ФСУ УР ФС—483 ими МИН-М1 ՝

ФС—68% (рассчитано по данным I ЖХ).
657 х 68

экание ЖК в
ОУР ЖК 483x100 ~92%
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ею отчетливо (рис. 4). Из рис. 4 видно, что ОУР ЖК в головном мозгу 
значительно выше, чем в печени и почках, следовательно, обмен ациль
ных групп в мозгу происходит более интенсивно, чем в других исследо
ванных органах. Аналогичные данные получены нами и при использо
вании другого предшественника—пропионата. В этом случае в ациль
ных группах ФЛ головного мозга содержится от 33 до 53% от общей 
радиоактивности молекулы, то есть значительно меньше, чем в опытах 
с ацетатом (рис. 4). Это указывает на то, что эффективность утилиза
ции пропионата для биосинтеза ЖК слабее, чем эффективность ацета
та. В печени и почках в составе ЖК ФЛ было обнаружено всего от 8 до 
30% от общей радиоактивности молекулы ФЛ, то есть меньше, чем в 
мозгу. Следовательно, несмотря на сравнительно слабую утилизацию 
пропионата для биосинтеза ЖК, при использовании этого предшествен
ника наиболее высокая интенсивность обмена ацильных групп имеет 
место в головном мозгу. Такая же закономерность обнаружена и в экс
периментах, в которых предшественником служил малонат [60], и не 
только у взрослых, но и у растущих животных.

Рис. 4. Радиоактивность жирных кислот глицерофосфолипндов в разных 
органах крыс после введения ацетата и пропионата (в % °т общей ра
диоактивности фосфолипидной фракции). /—ацетат; 2—пропионат. ФС— 
фосфатпдилсерин, ФХ—фосфатидилхолин, ФЭА—фосфатидилэтаноламин

Исходя из литературных данных о быстром обновлении липидов и 
их ЖК в головном мозгу [12, 50 и др.], мы предприняли серию экспери
ментов, где срок экспозиции с радиоактивным предшественником был 
минимальным. В этих опытах 2-14С-ацетат вводили интракаротидно, и 
через 15—20 с после его. введения крыс декапитировали. На извлечение 
мозга из черепной коробки, обработку ткани, взятие навески до фикса
ции ее в хлороформ-метаноловой смеси уходило еще 40 60 с. Таким 
образом, продолжительность экспозиции была 1 —1.5 мин.

Из табл. 3 видно, что все исследованные фракции липидов, несмотря 
на короткую экспозицию, обладали значительной радиоактивностью, 
особенно фракции нейтральных липидов и свободных ЖК. При этом ра
диоактивность была не только в самих липидах, но и в их ЖК- Посколь
ку мы вводили простейший предшественник ЖК—ацетат, а в состав ли- 
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пидов входят только длинноцепочечные ЖК, обнаружение радиоактив
ности в жирнокислотной части липидов свидетельствует о том, что за 
короткое время эксперимента осуществился синтез ЖК с длинной 
цепью и синтезированные кислоты включились в сложные липиды-

Таблица 3
Удельная радиоактивность глицеролипидов и их жирных кислот в головном мозгу 

при кратковременной экспозиции с ацетатом (нмп/мин. мг->)

Фракции липидов Липиды Ж К

Фосфатидилсерин 79±11 34+6
Фосфатндилхолин 121+15 35-t-4
Фосфатндилэтанол-

амин 70+7 24+6
Мопоглнцериды 234+18 144+14
Днглнцериды 283+40 136+7
Триглицериды 201+60 127+31
Свободные ЖК 820+160

Полученные данные свидетельствуют о том, что обмен липидов и их 
ЖК в головном мозгу является, по-видимому, гораздо более динамич
ным процессом, чем это принято считать. Для объяснения полученных 
результатов и выяснения механизмов, обеспечивающих быстрый син
тез липидов, несомненно, необходимы дальнейшие эксперименты.

METABOLISM OF BRAIN FATTY ACIDS AND ITS REGULATION

SOKOLOVA G. P, PROKHOROVA M. I.
Institute of Physiology of Leningrad State University

The current data on the composition of fatty acids in brain lipids 
, .. . . , m h„v_ кееп reviewed. The significance of the con-and their metabolism have oeen *>֊ * .

stant iatty add composition of each lip d fraction о train for .ts normal 
functioning is emphasized. The mechaHfsms reguiatrng tatty acids com- 
position of train lipids and possltle participation of fatly acids In the 
.unctional activity of brain are discussed.
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РЕГУЛЯЦИЯ ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ 
И ДЕФОСФОРИЛИРОВАНИЯ БЕЛКОВ В ЦЕНТРАЛЬНОЙ 

НЕРВНОЙ СИСТЕМЕ

ПЛРСЛДАНЯН Г. К.

Ряд нейротрансмиттеров, гормонов и других регуляторных агентов влияет на уро
вень фосфорилирования специфических белков в НС. Эти многоэтапные каскадные си
стемы могут включать в качестве вторых мессенджеров сАМР, сСхМР и Са2+. Об
суждается роль фосфопротеипов в синаптической передаче, равно как и в мобилиза
ции запасных углеводов и липидов и в других метаболических процессах, происходя
щих в нервной ткани. Описываются свойства эндогенных фосфопротеинфосфатаз, за
нимающих важное место в сохранении динамического равновесия указанных каскад- 
.лых систем.

Посттрансляционная ковалентная модификация белков занимает 
ведущее место в молекулярных механизмах биологической регуляции. 
По существующим оценкам установлено не менее 125 разных видов та
кой модификации белков, включая изменение их аминокислотных ос
татков [1]. Из них лишь небольшое число процессов можно считать лег
кообратимыми: а) фосфорилирование—дефосфорилирование, впервые 
показанное для гликоген-фосфорилазы [2, 3]; б) ацетилирование—деа
цетилирование [4]; в) аденилирование—деаденилирование [5]; г) ури- 
дилирова1ние—деуридилирование [6]; д) метилирование—деметилирова
ние [7] и е) переходы типа ББ^БН.

Обратимая модификация белков предполагает наличие двух фер
ментов, один из которых ее вызывает, а другой возвращает видоизме
ненный белок в его исходное состояние «покоя». Поскольку ковалент
ные модификации часто приводят к изменению активности взаимопре- 
вращающихся ферментных белков, их рассматривали как «метаболиче
ские выключатели» для включения или выключения метаболических 
процессов в ответ на аллостерические стимулы. В настоящее время это 
рассматривается как процесс, приводящий к установлению динамиче
ского равновесия, которое может колебаться в широких пределах при 
изменении концентрации эффекторов, регулирующих активность фер
ментов, ответственных за данные взаимопревращения. Исключитель
ную роль в этих каскадных системах как по своей распространенности, 
так и по значению модифицируемых ферментных и неферментных бел
ков играют реакции фосфорилирования—дефосфорилирования.
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В настоящем обзоре подвергнуто рассмотрению значение процессов 
фосфорилирования белков для функционирования ЦНС. Ввиду поли- 
функциональности фосфопротеинов (ФП) нервной ткани соответствую
щее внимание в нем уделено как регуляции уровня фосфорилированно- 
стн различных ферментов клеточного сока (контролирующих энергети
ческий обмен) и ядерных гистонов (контролирующих синтез .новых бел
ков), так и изменению состояния фосфорилирования мембранных бел
ков, участвующих в регуляции проницаемости и реализации синаптиче
ской передачи.

Вопросы, связанные с гормональной и клеточной регуляцией кас
кадных систем, участвующих в регуляции уровня фосфорилированности 
ФП в тканях, а также описание структуры и функции отдельных ФП 
рассмотрены в ряде обзоров, опубликованных за последние годы [8— 
12]. Многочисленные физиологические и биологические реакции орга
низма регулируются ферментами, участвующими в метаболизме ФП, ак
тивность которых находится под контролем соответствующих гормонов 
или нейромедиаторов (рис. 1). Центральное место в этих процессах за
нимает сАМР, играющая роль посредника и усилителя поступающих 
сигналов. Стимуляция специфической аденилатциклазы, присутствую
щей в ткани-мишени, гормонами и нейромедиаторами приводит к интен-

АТР

гормон или ней - 
ротрансмиттер

апени лат- 
циклаза ' 

с АМР
срсссродиэстераза ֊ 5>АМр

белок.
^^теинкинаэа_^ бемк_ро4 

фосфопротеинфосфатаэе.

метаболический или 
физиологический отг,еетп

Рис 1 Участие фосфорилирования белков в реализации биологических 
1ис. 1. участие <росЧ диаторов, действующих через сАМР Г361
эффектов гормонов или неиромсл г 1 ь и

енвному превращению АТР в сАМР. Вновь образованный сАМР либо 
гидролизуется фосфодиэстеразой в 5-АМР. либо активирует протеинкн- 
назы (ПКазы). приводя к фосФ°Рм"Р°вап"'° субстратных белков. В 
свою очередь эти белки контролируют скорость определенных метабо
лических процессов. Список ферментов-ФЛ постоянно пополняется и 
ныне превышает 25 [10]. Значительная часть этих ферментов участвует 
в регуляции обмена углеводов и липидов ЦНС. требуемых для покры
тия необходимых затрат энергии в клетке.

фосфорилирование ядерных белков имеет решающее значение для 
регуляции функций генома эукариотов: фосфорилирование негистоно- 
вых ядерных белков стимулирует генетическую активность и изменяет 

„ е,гИ1 а включение фосфатных групп в гистоны сни- схему транскрипции [։о.Ь “ ° -г ч г/ 



жает их репрессорный эффект в отношении матричной активности 
ДНК [14].

Субклеточная локализация ключевых ферментов, связанных с си
стемой циклических нуклеотидов, сама по себе говорит о тесной свя
зи между циклическими нуклеотидами и функцией нейромедиаторов- 
В опытах на коре больших полушарий головного мозга крыс показа
но, что, будучи тесно связанной с синаптическими мембранами, аде- 
нилатциклаза локализована преимущественно во фракции спнапто- 
сом [15]. Там же локализована большая часть активности с-нуклсо- 
тид-зависимых ПКаз и фосфопротеинфосфатазы (ФПФазы) [16—18]. 
Таким образом, к настоящему времени в синаптической области обна
ружен полный молекулярный аппарат, необходимый для функциони
рования сАМР в качестве второго мессенджера. Свойства специфиче
ских ФГ1 нервной ткани, а также участие системы фосфорилирования— 
дефосфорилирования белков в синаптической передаче будут рассмот
рены отдельно.

Во всех перечисленных выше процессах внимание исследовате
лей было привлечено больше к ПКазам и вопросам их регуляции, чем 
к ФПФазам. Это можно объяснить тем, что выделение и очистка киназ 
вызывают меньше затруднений и динамический контроль этих систем 
проявляется в первую очередь на киназном этапе.

Классификация протеинкиназ. Регуляция многих ПКаз осущест
вляется веществами, являющимися медиаторами сигналов, поступаю
щих извне клетки, и существующая система классификации основы
вается на специфической чувствительности ПКаз к этим агентам 
(табл. 1). сАМР-завцспмая ПКаза, охарактеризованная как явно по-

Таблица 1
Классификация протеинкиназ, основанная на их регуляции специфическими 

агентами [10]

Формы протеинкиназ Установленные разновидности

сАМР-зависимые

сОМР-зависпмые
Са2+-зависимые

Зависимая от двухспи
ральной РНК

Неспецифические или 
„мессеиджер-зависи- 
мые“

Типы 1 и II, отличающиеся при
родой регуляторных субъеди
ниц, но имеющие сходные ка
талитические субъединицы

Одна
Киназа фосфорилазы и киназа 

легких цепей миозина
Одна

Множество

лпфункциональный фермент [19], была первой из ПКаз, классифици
рованных по этому свойству. За ней последовала сОМР-зависимая 
ПКаза, обнаруженная в некоторых тканях, а том числе и в цитозоле 
клеток мозжечка [20]. В третью группу ферментов, классифицирован
ных этим способом, входят Са2 +-зависимые ПКазы [21]. К ним, 
по-видимому, относится ПКаза мембран мозга, изученная 5сЬи1тап, 
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Greengard [22]. Наиболее новой ПКазой, отнесенной к семейству 
ферментов, регулируемых специфическими агентами, является ПКаза, 
зависимая от двухнитевой РНК [10]. Неспецифические или мессеи- 
джер-независимые ПКазы образуют группу ферментов, для которых 
пока нс обнаружены непосредственные эффекторы. Эти ПКазы назы
ваются по субстратам, на которые опл воздействуют.

сАМР-зависимые ПКазы- Рис. 1 дает схематическое представле
ние о механизме, с помощью которого сАМР может медиировать илч 
модулировать разнообразие биологических реакций.

Специфичность реакций на сАМР объясняется природой ПКаз в 
разных тканях. К настоящему времени накоплены данные, свидетель
ствующие о том, что сАМР-зависимые ПКазы нервной ткани могут во
влекаться в такие функциональные процессы, как регуляция биосин
теза нейромедиаторов в преспнаптических окончаниях [23, 24], реа
лизация постсинаптического действия определенных НТ [25] и регу
ляция функции микротрубочек [26, 27]. Активация сАМР-завпсимых 
киназ типов 1 и II происходит следующим образом:

R,C2-i 2 сАМР 
(неактивная 

холоферментная 
форма)

Г?., (сАМР). I-2C, 
(активная каталити
ческая субъединица)

субъединицы. Отличие 
заключается-֊ в том. что 
Механизм этого процес-

где R—регуляторная, а С-каталитическая 
между двумя типами сАМР-зависп.мых <аз 
ПКаза II способна к автофрсфорилированию.
са подробно изучен Е. С. Севериным и corp. [28. 29] Показано, что 
, , ' „„„ литической субъединицы ПКазы II мозгафосфорилирование каталитический 3 х
г ....... „„„аптся промежуточным этапом в фосфотранссвиньи по гистидину является uyv- - * 1 ‘

L Arg-Arg-x-Ser(P) [10]. В обеих последовательностях бросается в гла-

, - .... „^^Tovuninefi по типу «пинг-понг», после чеюферазнои реакции, протекающей
,к„г.ж<>тп па регуляторную субъединицу. Этот про- происходит перенос фосфата на г и

- Дсрмента под действием сАМР. Пока негесс облегчает диссоциацию epep-՝1՝-
.тления двух типов сАМР-зависимых ПКаз. выяснен смысл существования ,

Из-за отсутствия отличий в субстратной специфичности значение их. 
ио-видимому, заключается в соответствующей локализации в клетке и 
(или) различной чувствительности к с

В тканях имеются термостабильные белковые ингибиторы сАМР- 
зависимых ПКаз, один из которых, так называемый «ингибитор типа 
II» обнаружен в мозгу [30]. Большое разнообразие природных суб- 

лмо ПКаз внесло затруднения в критерии специ-стратов сАМР-зависимых „
, । Считалось, что субстраты этих ПКаз долж-(Ьичности этих ферментов. с։»* ։
„ы обладать определенной специфической трехмерной конфигурацией 
131 321. Однако опыты с фосфорилированием малых пептидов [33] и 

денатурированными белками [34, За] привели к выводу, что главную 
рол., при определе.... специфичности играет первичн», структура
1 / п а природных ферментных субстратов НК ха-белковых субстратов- Для природ t к . .

.„юплтныс последовательности: Lys-Arg-x-x-Ser(P) рактерны две аминокислотные nv / & ՝
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за наличие в ближайшем окружении Ser(P) пары основных амино
кислот. .

cGMP-зависимая ПКаза. О биологической роли cGMP известно 
гораздо меньше, чем о сАМР, однако имеющиеся данные свидетельст
вуют о важности его как межклеточного регулирующего вещества [36, 
37]. По аналогии с сАМР-зависимой ПКазой было высказано предполо
жение о существовании cGMP-зависимой киназы, способной реализо
вать биологические эффекты cGMP. Она была обнаружена в ряде тка
ней позвоночных, в том числе и в цитозоле клеток мозжечка [20], где 
позднее был обнаружен и специфический эндогенный субстрат для этой 
cGMP-зависимой ПКазы, оказавшийся цитоплазматическим белком с 
М 23 кД. [38]. cGMP-зависимый фермент катализирует фосфорилиро
вание всех фракций гистонов [39]. Кроме того, как и сАМР-зависимый 
фермент, он может фосфорилировать ряд ферментов, участвующих в 
метаболизме гликогена и липидов [10]. Из внешних сегментов палочек 
сетчатки также выделена растворимая фракция, обладающая актив
ностью cGMP-зависимой ПКазы [40]. Работы с синтетическими пепти
дами позволили предположить, что сАМР- и cGMP-зависимые ПКазы 
обладают сходной, но не идентичной субстратной специфичностью, что 
может быть опознано по линейной последовательности аминокислот, 
включающей участок фосфорилирования [41, 42]. Эти пептиды, соответ
ствующие участкам фосфорилирования вокруг серина-32 и серина-36 в 
гистоне Н2В проявляли различия в предпочтении к cGMP- и сЛМР-за- 
висимым ПКазам.

Таблица 2 
Нейромедиаторы, связанные с системой сАМР [38]

Нейротрансмиттер {' Антагонист

Дофамин
Серотонин
Норадреналин (3)
Гистамин (Н2)
Октопамин

Хлорпромазин лсд 
Пропранолол 
Метиамид 
Фентоламин

Са2 + -зависимые киназы. Кальций является регуляторным агентом 
исключительной важности. Деполяризация мембран в пресинаптиче- 
ских нервных окончаниях (и в других секреторных структурах) вызы
вает приток внеклеточного кальция через специфические кальциевые 
каналы [43]. Биосинтез нейромедиаторов [44] и их высвобождение 
[45] из окончаний относятся к числу физиологических процессов, регу
лируемых Са2 + . По-видимому, некоторые из эффектов Са2 + в преси- 
наптических нервных окончаниях могут осуществляться или модулиро
ваться посредством фосфорилирования специфических белков вследст
вие активирования Са2 +-чувствительной ПКазы [36, 46]. Было уста
новлено, что агенты, способствующие транспорту кальция через плаз
матические мембраны нервных окончаний, изменяют фосфорилирование 
специфических эндогенных белков в интактных смнаптосомах мозга 
■крыс [47]. Однако в отмытых от цитоплазмы синаптосомах такого фос- 
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■формирования не наблюдали [48]. Выяснилось, что клеточный сок со
держит термостабильный фактор, восстанавливающий Са2 4 -зависимое 
фосфорилирование в промытых мембранах.

Этот термостабильный Саг+-связывающий белок, кальмодулин 
.[49], играет основную роль в модулировании эффектов Са”՜ на си
наптическую передачу [50—52]. Кальмодулиновая гипотеза нейро.мс- 
диации [50, 51] утверждает, что Са2+ входит в пресинаптические 
нервные окончания в ходе деполяризации, связывается с кальмоду
лином и иницирует определенные биохимические процессы, модули
рующие синаптическую активность. Са2х-рецепторный белок обнару
жен не только в цитоплазме синаптосом [50], но и в препаратах пост- 
сииаптических уплотнений и синапгнческих везикулах [оЗ, 54].

Связанный с деполяризацией захват Са24 интактными синапто- 
сомами стимулирует фосфорилирование белков ОРИ-Ь и ОРН-М (М 
соответственно 50-52 кД и 60-64 кД) [55], а также белка с М 80 
кД, служащего субстратом и для сАМР-завнсимой ПКазы [47].

Ряд 'препаратов, ингибируклдих Са2' -зависимое фосфорилирова
ние синаптических белков (трифлюоперазйн, фенитоин и -диазепам), 
одновременно подавляй высвобождение нейромедиаторов [5!, 56. 57]. 
„ „ кячьмодулин-киназнои системы синапти-Инактивирование лабильной кальмино

„ члтрпе ими способности к высвобождению чсских везикул приводит к потере * ггет Дгтивиоованне Са2՜*-зависимого фосфорилиро- неиромедиаторов [58]. Активируй1 ' „опалах и синаптических мембранах при про-вания в синаптических везикулах_ , . ,,,„ пкпнчания приводит к аллостерическим из-никновении Са2 4 в нервные окончат г г; мембранных белках, что облегчает после- менениям в специфических ме.мир. „„оптических везикул с синаптическом мем-дующее взаимодействие синаптичск.„ „прмя установлено, что белки ОРН-Е ибраной [50]. В настоящее время >1 ■- 2 „порождении нейромедиаторов, идентичныОРН-М, участвующие в высвооожд
' у о п 2 р „^.„<к-лпруемая тубулинкиназа отличается ог тубулинам а и ₽. Са2 4-стимулируй 

сАМР-зависимых ПКаз [55]>. ^„„.гелетныи белок, может участвовать в моду- Тубулин, главный цитоскелет ,
везикулами и мембранами. Это происхо- ляции взаимодействия между ве^ . „ 1 1

д„т за счет изменений в физико-химических свойствах тубулина нрн его 
фосфорилирован......... вводящих к образованию нитевидных структур.

* „ ..„кпотрубочек [52, о5]. 1аким образом, агрсга-четко отличающихся от микрон/ -> г ’ ։. „Лтчовывать важную биологическую систему дляпия тубулина может ооразои /
/ „оп„ Са2 ՛ в структурные изменения, спосооствую-лреобразовапня сигнала иа

„ ие взаимодействию между мембрана"" и везикулами,-Если мембран
ный тубулин подвергается столь же существенным изменениям при фос-

•■ ' „ ,..,11антоилазма-;кчсск1; , ыо должно отразитьсяфорилировании, как п синапс , а- 1
на структуре и проницаемости мем ран.

Биосинтез нейромедиаторов ток>|и։ «"ходится под контролем Са- 
В цитозоле клеток коры '■ '™ола ։юзга обнаружена специфическая 
ПКаза стимулируемая кальмодулином, которая фосфорилирует трип- 
тофан-5-монооксигенаэу. у^уюиую ц регуляции биоенцтеэа серото- 
։„„,а и катехоламинов [59]. Стимулируемая Са’- (15 мкМ) эндоген- 
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пая ПКаза осуществляет фосфорилирование миелина в периферическом 
нерве [60].

Недавно описан также Са21 - и кальмодулин-связывающий белок, 
специфичный для нервной ткани [61]. Этот белок, кальциневрин, инги
бирует процесс стимулирования кальмодулином некоторых фермента
тивных систем. Кальциневрин состоит из 2 субъединиц с М 61 кД 
(субъединица А) и 15 кД (субъединица В). Субъединица В, хотя и не 
идентичная кальмодулину, связывает 4 иона Са на молекулу. Таким об
разом, кальциневрин А взаимодействует с двумя Са2 +-связывающими 
факторами: кальмодулином и субъединицей В. Из этих данных следует, 
что кальциневрин участвует в регуляции концентрации свободного 
Са2 - в. ЦНС [61].

СТЕРОИДНЫЕ ГОРМОНЫ ГОРМОНЫ И НЕЙРОТРАНСМИТТЕРЫ 
СВЯЗАННЫЕ С сАМР

стетид + рецептор г

стероид - рецепторный 
комплекс (цитоплазма)

стероид-рецепторный 
комплекс (ядро)

синтез мРНК

гормон или нейротрансмиттер

1
аденилатциклаза

сАМР

синтез белка

регуляторное вещество

с АМР - зависимая протеинкиназная активность

Различные физиологические эффекты

Рис. 2. Предполагаемая молекулярная основа биологического взаимодей
ствия стероидных гормонов с гормонами и нейромедиаторами, эффект ко

торых реализуется через сАМР [36]

Регуляция ПКазы стероидными гормонами. Множественные эффек
ты стероидных гормонов на ткани-мишени либо синергичны, либо анта
гонистичны действиям тех гормонов, чье участие в регуляции метабо
лизма реализуется через сАМР (рис. 2), по лишь в немногих случаях 
могут объясняться непосредственным влиянием этих гормонов на уров
не сАМР [61]. Этот аспект особенно интересен, так как представители 
всех основных классов стероидных гормонов влияют на системы фос
форилирования белков в тканях-мишенях [62]. В любом случае введе
ние соответствующего стероидного гормона влияло на аутофосфорилп- 
рование регуляторной субъединицы сАМР-зависимой ПКазы катали
тической субъединицей этого фермента. Эффект специфичен в отноше
нии соответствующей ткани, имеет место при малых дозах стероидных 
гормонов, проявляется в течение 1 ч после введения гормона и связан 
с изменениями в уровне активности сАМР-ПКазы [62]. Детальный ме
ханизм участия стероидных гормонов в автофосфорилировании регуля
торной субъединицы сАМР-зависимой ПКазы пока не ясен. Однако эф-

90



фект этот опосредован и связан с индукцией синтеза белка de novo в 
противоположность прямому воздействию сАМР на ПКазу. Приведен
ные данные свидетельствуют, что фосфорилированные белки служат 
для медиации не только эффектов сАМР и тех регуляторов, которые 
действуют через сАМР, по управляются и рядом других альтернативных 
систем.

Минералокортикоиды
Глюкокортикоиды-^ |

Эстрогены 
Андрогены

Синтез белка 
de novo

Пора дрена мена i 
Адреналин «։) — 
Гистами» <НЭ — 
Ацетилхолин 
(мускариновый) 
Глутамат —

cGMP

Деполяризация мембран 
(нервный импульс)

fuctnaMuxlHj 
Серотонин ■ 
Октопалю» - 
Прослпгландии

С АМР

Адреналин р>/
Норадреналин (D)

фосфорилированный 
белок

Кальмодулин

С а2*

дефосфорил։ 
белок

■Различные 
биологичес 
кие эффек
ты

Инсулин

Некоторые регуляторные 
агенты

реализации биологических эф-
схеме приведены примеры ре- 

можст опосредоваться через

Рис. 3. Участие фосфорилирования "
фектов ряда регуляторных агентов I а 
гуляторных агентов, ряд I пеЦНфцческйх белков. Не указаны неко- 
регуляцию фосфорилирования 1<оторых реализуется через сАМР, рав- 
торые пептидные гормоны, ЭФ(|)<՜' действующих, по-видимому, посред- 
ио как и ряд регуляторных аге

!

_ , „„„пнповакие белков является универсаль-
Гаким образом, фосф ‘ 1. тов многих биологических регуля- 

ным механизмом реализации э<Н представлена на рис֊ 3 
торов. Концепция эта схема теНСНвность и продолжительность пери-

Классификация ФПФаз Интен^ „ _ром£диаторов проявл 
ферического действия мио". в тканях-мишенях, в значительной
щегося в фосфорилировании нгра10щих важную роль в сохра-
мере завися! от эндогенных мНогнх каскадных систем. Протнворе- 
нении динамического рав11° “ ннй о ФПФазах не позволили пока соз- 
чивость и фрагментарность с этпх ферМеНтов. Поскольку амино-
дать общепринятой класс1‘ особенности трех- и четырехмерной кон- 
кислотная последовательное • изучены> сведен11Я 0 количестве их 
формации этих ферменн» основываются па таких признаках, как 
изоформ в тол или ино։ ՝ сдвижное™, величина М, субстратная 
разная электрофоретическая

91



специфичность. К середине 70-х годов стала преобладать точка зрения 
о существовании мультифункциональной ФПФазы, которая при осаж
дении этанолом переходит из высокомолекулярной формы в форму с М 
35 кД [63]. Позднее было высказало предположение о существовании 
холоферментной формы этого фермента, обозначенной как ФПФаза-Н, 
и се каталитической субъединицы С, которая образует холофермент, 
соединяясь с ингибиторной субъединицей [64].

Многие данные противоречат, однако, гипотезе о мультифункцио- 
налыной ФПФазе. Antoniw и др. [65] нашли, что активность мульти- 
функциональной ФПФазы составляет лишь 75% от общей ФПФазиой 
активности, остальная же ее часть принадлежит специфическим 
ФПФазам. Нс исключена возможность, что субстрат-спсцифичные фос
фатазы могут быть составлены из неспецифичной каталитической субъе
диницы, сочетающейся в разных комбинациях с регуляторными, кото
рые тем или иным способом определяют специфичность фермента [66].

Первые сведения о наличии и распределении ФПФазы в различных 
отделах мозга были получены в 60-х годах [67, 68]. Присутствие в суб
клеточных образованиях нервной ткани фосфатазы, специфичной к де
фосфорилированию ФПФаз, было обнаружено .Maeno и Greengard [17]. 
Значительной ФПФазной активностью обладала мембранная фракция 
ткани мозга. Рансе было установлено, что фракция синаптических мем
бран богата сАМР-зависимой ПКазной активностью [16]. Сочетание 
ФПФазы с указанной киназой предполагает активный обмен фосфата в 
мембранных белках и является уникальным для мозговой ткани. Нали
чие множественных форм фосфатазы в ткани мозга также впервые уста
новлено Maeno и Greengard [17]. В опытах па клетках нейробластомы 
и нейроглии, выращенных в тканевых культурах, доказано, что наличие 
4-х форм ФПФазы свойственно клеткам одного типа, а не является 
следствием гетерогенности клеток коры. Наличие множественных форм 
ФПФаз (и ПКаз) в одной клетке обретает вполне определенный биоло
гический смысл, если принять во внимание множественные функции, ко
торые сАМР выполняет в любой клетке. Сведения о существовании от
дельных фракций ФПФазы в нервной ткани содержатся также в сооб
щении Albin и Newburg [69]. С помощью ИОХ нам удалось изолиро
вать 5 пиков ФПФазы из экстракта мозга крыс [70], отличавшихся по 
удельной активности, субстратной специфичности, термостабильности, 
pH оптимуму действия.

Регуляция активности ФПФаз. Согласно [10], активность ФПФаз- 
управляется конкуренцией между разнообразными ФП-субстратами 
этого фермента, неконкурентным взаимодействием белкового модуля
тора (или модуляторов) с ФПФазой и специфическим взаимодействием 
лигандов с ФП-субстратами фермента, то есть эффектами, направлен
ными на субстрат. Следует упомянуть также о модуляции активности 
ФПФазы низкомолекулярными лигандами и гормональном контроле 
процессов дефосфорилирования. В качестве примера первого типа ре
гуляции можно указать на ингибиторное действие фосфорилазы а па 
реакцию дефосфорилирования гликогенсинтетазы [71]. Второй типрегу- 
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ляции осуществляется термостабильными белковыми ингибиторами, 
обнаруженными впервые в мышечной ткани [72]. Позднее вами [73] п 
другими авторами [74] было показано, что регуляторный эффект одно
го из белковых ингибиторов зависит от фосфорилирования его сАМР- 
зависимой ПКазой. Наличие подобных ингибиторов было установлено и 
в нервной ткани [75]. С помощью ИОХ удалось изолировать 4 пика 
этих белков, элюирующихся с колонки при различной ионной силе. Тер
мообработка при 95° по-разному влияла на активность указанных инги
биторов из мозга крыс, один из которых оказался термостабильным бел֊ 
ком. Имелись также существенные различия в эффективности этих мо
дуляторов относительно отдельных молекулярных форм ФПФазы моз
га. По-видимому, отдельные ФПФазы регулируются индивидуальными 
белками, чем обеспечивается оперативное и гибкое управление теми или 
иными клеточными процессами, находящимися под контролем ФПФаз. 
Интерес к подобному типу пбстсинтетической регуляции ФПФазной ак
тивности (белок - белковые взаимодействия) особенно возрастает в све
те последних сообщений о существовании в некоторых тканях множест
венных форм ее белковых деингибиторов и активаторов [76, 77]. Воз
можно, что эти модуляторы связаны в тканях с каталитической субъе
диницей ФПФазы, составляя холоэнзимный комплекс (см. с. 92).

Регуляция ФПФаз факторами, направленными на субстрат (тре
тий тип контроля), в нервной ткани пока не изучена.

При обсуждении модуляции активности ФПФазы низкомолекуляр
ными лигандами особый интерес вызывают сведения о прямом эффекте 
сАМР на этот фермент. Было показано, что сАМР способен ингибиро
вать активность фосфатазы фосфорилазы в некоторых тканях позвоноч
ных [78]. Как было установлено [75]. большинство молекулярных форм 
ФПФазы мозга также ингибируются сАМР в диапазоне концентраций 
Ю-°-'0 5 М Этот процесс способствует, по-видимому, поддержанию 
высокого уровня фосфорилированных белков при повышении концен
трации сАМР в нервной ткани (рис. I - Из двухвалентных^ катионов 
М-2; Мп2+, Са2+ слабо активируют |1/. 69, /8, 79], а Сб-\ /п֊* и 
Си2՜* ' ингибируют [ 17, 79] ФПФазу мозга. Сильное ингибирование 
фермента наблюдается » ,'°՜ " КаР|'7’ 6!<1- 10 ' М
п ХМБ [69] и 2 5-10 3 М Бс3+ Н7. 69]. Низкомолекулярные фосфат
ные соединения—АТР, АОР, глюкозо-6-фосфат, Р-глицсрсфосфат в 
физиологических концентрациях не влияли на активность ФПФазы 
мозга, тогда как ортофосфат (Ю ֊ М) ингибировал этот фермент |1/|. 
Транквилизаторы (фенотиазин и его производные) несколько снижали 
активность цитоплазматической ФПФазы из мозга крыс [80|.

Небольшие по объему сведения относительно роли гормонов в про
цессах дефосфорилирования ФП сводятся, в основном, к предполагае
мому эффекту инсулина. Согласно существующей гипотезе, действие 
инсулина начинается с продуцирования предполагаемого медиатора 
«х» который подавляет киназную систему и (или) активирует фосфа- 
тазную, в результате чего повышается образование дефосфорилирован-
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ной или активной 1-формы гликогеи-синтетазы [81]. По-видимому, си
стемы сАМР или cGMP не вовлекаются в механизм прямого действия 
инсулина, хотя и могут косвенно регулироваться через второй медиа
тор «х».

Все предварительные данные, на которых основана эта модель, 
получены не на нервной ткани [81]. В отношении последней имеется 
лишь сообщение о том, что аллоксан (10-3М) ингибирует активность 
ФПФазы в цитоплазме клеток мозга [80].

Специфические ФП нервной ткани. За последнее десятилетие на
коплен значительный материал, свидетельствующий о наличии ФП 
практически во всех отделах НС и субклеточных образованиях мозга. 
Хотя функциональное значение событий, связанных с фосфорилирова
нием белков ЦНС, в большинстве случаев выяснено пока недостаточно, 
за последние годы был идентифицирован ряд белковых компонентов, 
являющихся субстратами различных ПК,аз. Установлена активация 
гликогенфосфорилазы, классического субстрата для действия сАМР, в 
ответ на вызванное нейромедиатором повышение содержания сАМР в 
мозгу у птиц и млекопитающих [82]. К числу других идентифицирован
ных ФП ЦНС, роль которых в клеточной функции установлена, отно
сятся пируватдегидрогеназа, глюкозо-6-фосфатаза, тубулин, миелин, ак
томиозин, рибосомные и ядерные белки [82]. Основной белок миелина 
головного мозга крысы является лучшим природным субстратом эндо
генной ФПФазы [83]. Несколько белков миелина периферического нер
ва с М от 16 до 28 кД также являются ФП [60]. К числу ФП относит
ся также целый ряд конституционных белков рибосом коры больших 
полушарий мозга крыс [84]. Кроме того, некоторые структурные белки 
мозга с неустановленной пока функцией также подвергаются сАМР-мо- 
дулируемым изменениям при фосфорилировании. Наиболее охаракте
ризованным из них является белок S-100, сведения об остальных пока 
ограничиваются их ролью в качестве субстратов для фосфорилирова
ния [82].

Еще в 1957 г. было высказано предположение, что изменения в 
фосфорилировании белка, происходящие в ответ па электрическую сти
муляцию срезов коры головного мозга морской свинки, могут вовлекать
ся в регуляцию прохождения ионов через клеточные мембраны [85, 86]. 
Trevor и Rodnight [87] показали, что фосфосерильные группы белка, 
реагирующие на электрическую стимуляцию, находятся, несомненно, в 
мембранной фракции. Использование более современных подходов поз
волило установить, что синаптическое потенцирование Шсфферовских 
коллатералей в срезах гиппокампа крыс приводит к подавлению 
Са2 +-зависимого фосфорилирования белка с М 40 кД, связанного с 
фракцией синаптоплазматических мембран (СПМ) [88, 89]. По-види
мому, это изменение нс связано с механизмом, включающим сАМР, по
скольку in vitro инкубация с сАМР не влияет uia фосфорилирование по
лосы белка с М 40 кД [90]. Три других белка гиппокампа подвергают
ся, однако, в этих условиях усиленному фосфорилированию. Электри- 
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ческам стимуляция приводила к повышению фосфорилирования, глав
ным образом, одного мембранного белка гиппокампа с М 50 кД [91].

Обнаружено фосфорилирование биологически активных пептидов 
0-липотропина, 0-эндорфина, АКТГ, паратгормона и секретина сАМР- 
зависимыми и независимыми ПКазами мозга [92], в то время как лю- 
либернн и ряд его фрагментов не являются субстратами для сАМР-за- 
висимой ПКазы [93]- Субстратами для фосфорилирования могут также 
служить рецепторы нейромедиаторов. Ацетилхолиновый рецептор дис
ков электрического органа (electroplax) имеет свою сАМР-нсзависимую 
ПКазу, связанную с ним, и изменения в степени фосфорилирования ре
цептора модифицируют его электрофоретические свойства [94].

В работах Greengard и сотр. [95, 96] было сообщено о локализации 
нескольких ФП во фракции синаптических мембран. Один из этих 
ФП—«протеин 1» является эндогенным субстратом сАМР и Са2 /каль- 
модулип-зависимых ПКаз, а второй—«G-субстрат» фосфорилируется 
cGMP-зависимой ПКазой. G-субстрат встречается практически толь
ко в клетках Пуркинье мозжечка млекопитающих. Протеин I при
сутствует в окончаниях аксонов во всей НС, особенно в мембранах си
наптических везикул и постсинаптических уплотнениях. Появление про
теина I в мозгу развивающихся крыс и морских свинок совпадает с фор- 

' „,„„r,rriiv структур [97], что свидетельствует о его мировапием синаптических ыру^'гн l j -
ппонессах. Важным может оказаться тот факт, участии в синаптических процесса. и «г

ппптеина I является Са2 -зависимым. Появи- что фосфорилирование протеина
,, „ем двух разных участков фосфорилировались сведения о наличии в нем i j ՛

V ипуллнтся ПОД контролем сАМР, а другой— ния, один из которых находи ни
, rOQi пока трудно объяснить функциональное зна-Са2 +/кальмодулина [98]. пока

менке такого регуляторного механизма посредством двух вторых „ее- 

“"'“Z нуклеотидов и фосфорилирования белков в функ-
нейрона. Накоплены доказательства, что сАМР, а также cGMP мо- 

՝ ' „нг-тоиклеточные мессенджеры при действиигут функционировать как внутри _ 1 t м
4 *- „ „„„стопов на клетки нервной ткани [38, 99, 100].определенных нейромедиаторов ■ г г J

1 „ высвобождаясь с окончании пресинаптиче-Молекулы нейромедиатора, н
о,„.г ,вменения в проницаемости меморан постси- ских иейронов, вызывают измени u i
пгтрм взаимодействия со специфическими рецеп- наптического нейрона путем взо> ,, 4

■горами расположенными на поверхности клеток. Молекулярная приро
да событий, при которых присоединение нейромедиаторов к их рецеи- 

„„ г. п-дмрнением в ионных свойствах постснпаптическои торам сопрягается с изменение
1 - пп։ся еще не совсем понятна. Вырисовываютсяклеточной мембраны, пока uu՝- i

, „оппякпения, по которым могут протекать эти про- два основных направлен»». г

"СПМодс№ «рецептор—н°110Ф°(’й: здесь предполагается, что однотипные 
рецепторы нейромедиаторов прямо сопряжены с ионофором так что 
присоединение НТ к рецептору вызывает конформационное изменен е 

1 . „ г изменению проницаемости мембран для спсцп-в ионофоре, приводя к н^-՝14- 1
фическпх ионов.
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Модель «рецептор—второй мессенджер»—второй основной тип меха
низмов, с помощью которых НТ могут влиять на электрические свой
ства постсинаптических нейронов посредством процесса, в котором свя
зывание нейромедиатора со своим рецептором на внешней поверхности 
клеточной мембраны приводит к продукции другой молекулы, второго 
мессенджера, как, например, сАМР, на внутренней стенке клетки. Этот 
второй мессенджер может затем запустить последовательность биохи
мических реакций, которые обязательно приведут к изменению электро
физиологических свойств нейрональной мембраны. Такие изменения мо
гут быть вызваны ковалентной модификацией мембранных белков, уча
ствующих в регуляции проницаемости мембран для специфических 
ионов.

Можно предположить, что физиологические ответы, вызванные ак
тивацией двух классов рецепторов, должны носить разный характер. 
В первом случае, когда связывание нейромедиатора с рецептором вы
зывает конформационные сдвиги в ионофоре, изменение проницаемо
сти, происходящее в результате этого одноэтапного неферментативного 
процесса, должно иметь очень краткий латентный период и длитель
ность порядка нескольких миллисекунд. В противоположность этому 
эффект 'циклических нуклеотидов на проницаемость нейрональных 
мембран осуществляется, по-видимому, посредством 'последователь
ности ряда биохимических реакций; вследствие этого изменения в про
ницаемости. вызванные в ответ на циклические нуклеотиды, должны 
иметь гораздо большие латентность и длительность.

Обнаружение чувствительных к нейромедиаторам аденилатцик- 
лаз в нервной ткани, их региональное и субклеточное распределения, 
равно как и свойства этих ферментов, указывают па важную роль 
сАМР в физиологии синаптической передачи. Для каждого из Н1, 
перечисленных в табл. 2, в нервной ткани была обнаружена соответ
ствующая аденилатциклаза, активируемая лишь определенным нейро
медиатором. Большое сходство между свойствами рецепторов нейроме
диаторов, выявляемыми в физиологическом эксперименте, и свойства
ми чувствительных к ним аденилатциклаз, установленных с использо
ванием ряда физиологических и фармакологических агонистов и анта
гонистов. свидетельствует о тесном взаимодействии между молекулами 
рецепторов нейромедиаторов и аденилатциклазой. В литературе 
имеются сведения о том, что сСМР также участвует в медиации или 
модуляции некоторых эффектов нейромедиаторов па постсинаптичес 
них клетках [38].

Исследование циклических нуклеотидов в некоторых препаратах 
нейронов верхнего шейного ганглия [38] и мозжечка млекопитающих 
[101] позволило заключить, что в физиологических условиях синапти
ческая передача может приводить к повышению количества цикли
ческих нуклеотидов в определенных постсинаптических нейронах. Ог 
уровня сАМР в мозгу зависит активность мембранной и цитозольной 
ПКаз Считают, что ПКазы участвуют в синтезе белков транспортной
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системы, что работа Na + -nacoca, шо-виднмому, связана с фосфорили
рованием мембранных белков, и существует зависимость между сте
пенью фосфорилирования этих белков и транспортом Са2 + [85, 88]. 
Учитывая, что процессы дефосфорилирования способны влиять на про
ницаемость мембран и что дефосфорилпрование, вероятно, требует 
меньшего числа участников реакции, высказывается предположение о 
важной роли ФПФаз в процессе синаптической передачи [190]. В 
постсинаптических клетках физиологическая роль циклических нук

леотидов может заключаться (но не ограничиваться) в генерации оп
ределенных медленных постсинаптических потенциалов [25], в регу
ляции функции микротрубочек п биосинтезе нейромедиаторов [38] 
Увеличение уровня сАМР в ходе быстрого прохождения импульса мо
жет также служить для мобилизации резервов углеводов и липидов 
[102]- компенсируя тем самым дополнительные затраты энергии, свя
занные с повышенной функциональной активностью нервной ткани. 
Примечательно, что в различных модельных системах сАМР может 
действовать на уровне транскрипции, регулируя синтез de novo ряда 
бочков обладающих специфическим функциональным значением [38]. 
Еще в'1974 г П А Кометиани выдвинул тезис о том, что увеличение 
содержания сАМР в постсинаптических клетках в ответ на повышен
ное прохождение постсинаптического импульса может также приво- 
д„ть к изменению уровня синтеза определенных белков, играющих сие- 

, ,,„n։IIvin почь в синапсах, связанную с длительнымцифическую функциональную роль u J
ц 1 1 ....  /пбмчением) или ее восстановлением памятьхранением информации (обучением/

„ 11 . п >] in vitro подходов было использова-[99] . Позднее сочетание in vivo и ш
L J „о,.пионий в фосфорилировании белков мозга ино для сопоставления изменении ч^ , t i

д ,,v тротов В этих исследованиях рассматривавразличных поведенческих тестов.
1 , Лпч.-nn в условиях утраты навыков 103], элек-ли фосфорилирование белков в yv^ r„ l j* ч и ч 1 к Г1Л41 и вызванной АКТГ поведенческой
тооконвульсивного шока (юг]

р ' /„„.«Жпптное поведение) [10о]. Последующие по-прякпии «гоуминга» (комфортно реакции н? ппкязали, что повышенное фосфорилирова-веденческие исследования показал v нводен lour. ппоисходит при выработке навыков, по-ние синаптосомных белков пропело^ .
11 с .. „ Тплько экспонировали к условному и без-СКОЛЬКУ V МЫШСИ, которых ТОЛЬКО j j
LhU ? . „птпоых происходило отвыкание после пред-условному стимулу или у которы г гуслов . I - ■' наблюдали подобного прироста количестваварителыюго обучения, не наолюд е F

Синаптические и постсинаптичоские эффекты сАМР, по-видимому, 
предпочтительнее рассматривать не в изоляции, а как часть интеграль
ное системы, Возможно, что синаптическая стимуляции яе только по- 

, „ „ „дмр до степени, достаточной для изменения про- вышает содержание сАМ1 ди и м 1 также иницирует последовательность сооы-нинаемости нейронов, но таил՝ц , „„кличеокпми нуклеотидами. Эта последоватсль-1ий осуществляемых циклив пш, повышение или понижение синтеза или высво-ппсть может включать повыш‘ т.„ „„ „„ с11Наптическую стимуляцию, инициацию вну-бождения НТ в ответ на синь •> с целью перемещения вновь синтсзирован- 
обмена углеводов для покрытия необходи-триклеточного транспорта

ных продуктов, активацию -֊-мых затрат энергии в клетке и прямое воздействие на генетический ма-
к.. И



териал в ядре клетки, приводя к длительным изменениям в поведе
нии [38].

Гипотеза о медиировании эффектов нейромедиаторов через кас
кад запускаемых сАМР-реакций, приводящих к изменению проницае
мости постсинаптических мембран, встречает и определенные возра
жения. Therien [107], которой удалось изолировать фракции си
наптических мембран синаптических контактов, не обнаружила 
ФПФазной активности в последней фракции, в то время, как 
присутствие этого фермента ’необходимо для обращения сдвигов в 
притоке ионов, запускаемом при фосфорилировании белков. Неудача 
с выявлением ФПФаз могла быть, однако, следствием потери или ин
активации ферментов в ходе очистки. Другим серьёзным фактом яв
ляется медленное фосфорилирование белков синаптических мембран в 
опытах in vitro, когда насыщение всех акцепторных участков для 
фосфорилирования достигается лишь через несколько минут [108, 109]. 
Не исключается, что процесс фосфорилирования может затрудняться 
вследствие потребления субстрата (АТР) конкурентной к ПКазе 
АТРазной активностью.

Нейропептиды и фосфорилирование белков синаптических, мембран. 
За последние два десятилетия показано, что АКТГ, мелапоцит- 
стимулирующпй гормон (МСГ) и родственные пептиды влияют на 
адаптивное поведение животных и человека [110]. Позднее было от
крыто новое семейство нейропептидов (эндорфины), обладающих 
опиатоподобным действием. Установлено, что эндорфины, как и АКТГ, 
модулируют процессы обучения и памяти [111]. Принимают, что пеп
тидные гормоны оказывают влияние на клетки-мишени, не проникая 
в них, а посредством системы вторых мессенджеров (сАМР, cGMP, 
Са2 + ). Специфичность их физиологических реакций определяется сте
пенью фосфорилирования отдельных ФП.

По данным гель-электрофореза инкубация СПМ в присутствии 
АКТГ։_24 приводила к понижению фосфорилирования по меньшей ме
ре 5-ти индивидуальных белков [112]. М у этих белков был ниже, чем 
у тех ФП мозга, которые находились под контролем сАМР-зависнмых 
ПКаз. Вовлечение разных белков и разнонаправленность эффектов 
пептидов и циклических нуклеотидов исключают реализацию эффектов 
пептидов через сАМР. Из синаптических мембран мозга крыс удалось 
выделить АКТГ-чувствительную ПКазу и один из её эндогенных суб
стратов: белок В-50 (М 48 кД). Выявлены ИЭТ для этой ПКазы (5,5) 
и её белка В-50 (4,5) [ИЗ]. Привлекает внимание то, что АКТГ и те 
его фрагменты, которые влияют на фосфорилирование белка В-50, од
новременно индуцируют чрезмерный груминг [114].

Используя приемы, сходные с теми, что были предприняты в от
ношении индуцированных АКТГ изменении в мембранных ФП, Davis 
и Ehrlich [115] сообщили, что как МеР-энкефалин, так и Ьсу5-энкефа- 
лин ингибировали эндогенное фосфорилирование специфических мем
бранных белков F (М 47 кД) и И (М 15—20 кД). Ранее эти авторы по
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казали, что хроническая обработка крыс морфином приводила к изме
нениям в посмертном in vitro фосфорилировании этих белковых полос.

В концентрации 10 нМ p-эндорфин также ингибировал фосфори
лирование белков F и Н [116]; вызванное этим пептидом ингибирова
ние происходит посредством взаимодействия со стереоспецифичными 
опиат-связывающими участками, причем полоса белка F является 
частью опиат-рсцепторного комплекса [116]. Авторы постулируют, что 
ФП могут контролировать опознание или (и) сродство опиат-свя.зы- 
вающих участков.

Эффекты АКТГ и опиоидных пептидов не идентичны, поскольку 
ПКаза белка В-50 очень слабо изменяется под действием 0-эндорфина. 
Единственным опиоидным пептидом, ингибирующим фосфорилирова
ние этой киназы, является динорфин ։_։з [117].

яв-По-видимому, главной особенностью динорфина ,_]3 и АК1Г 
ляется их решающее участие в ингибировании ПКазы оелка В-50 и в
способности этих пептидов вызывать чрезмерный груминг.

Механизм, при помощи которого реализуется участие АКТГ как 
нейрогормона, в синаптической передаче связывается в настоящее 
время с его влиянием на мембранные фосфолипиды-(поли) фосфоино
зитиды [113]. Через специфические рецепторы на постсинаптических 
мембранах АКТГ осуществляет прямую регуляцию (ингибирование) 
мембранных ПКаз, не регулируемых сАМР- Понижение фосфорилиро- 

, . Лол,.П1, в том числе белка В-50, определяетвания ряда мембранных белков, в 1
,, Активиповаиие мембранной липидкиназы за- характер реакции клетки. Активнру г

1   . . „„плиянности белка В-50. Понижение фос-1 1висит от степени фосфорилированное* |
форилирования В-50 приводит к активации " УВ^ению
синтеза мембранных пол.,фосфоинозитидов [118], чем и регулируется 

„ „ * п п концентрации клеточного кальция при-приток Са2+ в клетку. Сдвиги в конной 1 ՝ 1р ома : ,„иЛРТц ПКаз и других ферментов. Если жеводят к изменениям в активности" - ,։о-,п-1Т0РЫ, активируя через их рецепторыАКТГ действует как нейромедиатор*». г 1 1Л1\*1 до о . х,ллпт повышение активности цитоплазма-аденилатциклазу, то происходит пи* 
тических ПКаз и синтез ФП [113]-

„ С- лп пистспают как спецификаторы определите-В обоих случаях ФП » О» . маимодейст։„е с эт„м ^„т,|дом. 
ли) конечной реакции закодированная в АКТГ, переносит-

Таким образом, »"Ф°Р‘'аи"Яе'3 од|1у систему ренеитор-второй мое- 
ся в клетки мозга скорее не чер« 7 / * икле*к 1 каналов. Из этого следует, что в основе по-
■сенджер, а черс,{ песк°\’Лтг лежат две различные системы мессен- 
веден ։ес ■ оключаюшая сАМР, а другая—Са2+ в качест-
джеров в мозгу—одна, вк.п
ве второго мессенджера. настоящем и некоторых других [10, 36.

Данные, приведет 0 том> чт0 фосфорилирование белков 
38] обзорах, свидетельс _ нальнь1М механизмом регуляции мно- 
является универсальных регуляторных агентов, включая цикли-
гих звеньев метаболизма. дные гормоНы, ответствен за уро-
ческне нуклеотиды- а фических белков в нервной и других
вень фосфорилирования <■

99



тканях. В дальнейших исследованиях предстоит ещё выяснить мно
гие детали регуляции обмена ФП и их участие в поддержании клеточ
ного гомеостаза.

REGULATION OF PROTEIN PHOSPHORYLATION AND ' 
DEPHOSPHORYLATION IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

PARSADANIAN II. K.
Institute of Biochemistry, Academy of Sciences of Arm. SSR, Yerevan

A number of neurotransmitters, hormones and other regulatory՜ 
agents affect the level of phosphorylation of specific proteins in nervous 
system. These multicyclic cascade systems may include as second mes
sengers cAMP, cGMP and Ca2+. The role that protein phosphorylation may 
play in synaptic transmission as well as in the mobilization of reserve 
carbohydrates and lipids and in other metabolic processes in nervous tis- 
ue are discussed. The properties of endogenous phosphoprotein phospha
tases that occupy an important place in the mentioned cascade systems 
supporting their dynamic equilibrium are also described.
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«Нейрохимия», т. 2, № I, 1983

ХРОНИКА

О ЗАСЕДАНИИ КОМИССИИ
ПО ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ НЕЙРОХИМИИ

18—20 мая 1982 г. в отделе проблем памяти Института биологической физики АН 
СССР состоялось заседание комиссии по функциональной нейрохимии секции нейро
химии научного совета АН СССР по проблемам биохимии животных и человека сов
местно с VIII пленумом Проблемной комиссии «Механизмы памяти и принципы их ре
гуляции в норме и при патологии». Наряду с докладами, посвященными нейробиологии 
памяти, были заслушаны и обсуждены сообщения, касавшиеся нейрохимических основ 
влечения к алкоголю.

В докладе Ю. В. Бурова (Институт фармакологии АМН СССР, Москва) были рас
смотрены нейрохимические особенности головного мозга животных, предрасположен
ных к потреблению алкоголя. Изучение особенностей психоэмоционального поведения 
и его нейрохимических и эндокринных механизмов предрасположенных и непредраспо
ложенных к добровольному потреблению алкоголя беспородных крыс выявило целый 
ряд существенных фактов. С помощью специальных тестов было установлено, что кон
курентоспособность предрасположенных к потреблению алкоголя крыс значительно ни
же, чем у непредрасположенных. Введение этанола (0,5 г/кг) предрасположенным жи
вотным повышало их конкурентоспособность, у них была обнаружена большая склон
ность к развитию депрессивноподобного состояния в условиях неизбегаемого принуди
тельного плавания. Введение 0,5 мг/кг этанола сокращало время пребывания пред
расположенных крыс в депрессивном состоянии, концентрация Ьеи-энкефалина в коре 
головного мозга у них оказалась в 2 раза выше, чем у непредрасположенных; в то же 
время концентрация МеЬэнкефалина в стриатуме была выше, а в продолговатом моз
гу—ниже у предрасположенных животных по сравнению с непредрасположеннымп. 
Концентрация дельта-гипногенного пептида в коре больших полушарий и стриатуме 
предрасположенных крыс была значительно ниже, чем у непредрасположенных. Свое
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хронической алкоголизации в условиях водной депривации, исследовали способность 
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Доклад /И. Я. Майзелиса (НИИ психиатрии, Москва) был посвящен функцио
нальным и метаболическим особенностям мозга животных, подвергнутых воздействию 
этанола в пренатальном периоде. Масса таких животных при рождешш была мень
ше, чем в контроле, среди них была отмечена высокая перинатальная смертность. 
При исследовании условнорефлекторной деятельности у подопытных крыс были 
выявлены весьма своеобразные нарушения: глубокие изменения выработки и сохра
нения условных рефлексов активного избегания (У-образпый лабиринт, двустороннее 
избегание) при неизменной способности к выработке и сохранению условных рефлек
сов пассивного избегания. Примечательно, что нарушения '"’ловиорефлскторной дея
тельности были в большей мере выражены у подопытных самцов, чем у самок. Уста
новлен определенный параллелизм между особенностями выработки и сохранения 
условных рефлексов и угнетением синтеза белка в церебральных структурах, кото
рые были наиболее четко выражены во фракции водонерастворимых белков гиппо
кампа. Выявлены существенные различия между подопытными и контрольными жи
вотными по реакции белоксинтезнрующсго аппарата мозга на функциональные на
грузки (стресс), по содержанию циклических АМР и ДМР, а также р-эндорфина. У под
опытных животных обнаружены изменения обратного захвата 3Н-норадреиал!ша 
синаптосомами коры больших полушарий в условиях калиевой деполяризации, ука
зывающие на снижение эффективности норадренергической синаптической передачи.

Заслушанные доклады вызвали большой интерес участников заседания. Пред
ставленные в них материалы, полученные с помощью современных топких методи
ческих приемов, позволили раскрыть новые стороны и звенья нейрохимических ме
ханизмов влечения к алкоголю, что вносит определенный вклад в разработку чрез
вычайно актуальной проблемы—биологических основ алкоголизма и найдет свое- 
место в решении вопросов его профилактики и лечения.

КРУГЛИКОВ Р. И.

О IV ВСЕСОЮЗНОМ СИМПОЗИУМЕ 
«ЦИКЛИЧЕСКИЕ НУКЛЕОТИДЫ»

С 9 по 1-1 сентября 1982 г. в Минске под руководством академика С. Е. Северина 
был проведен IV Всесоюзный симпозиум «Циклические нуклеотиды», на котором бы
ли обсуждены как фундаментальные аспекты проблемы циклических нуклеотидов 
(ЦН)—система передачи сигнала с рецептора на аденилатциклазу (АЦ), характе
ристика ферментов метаболизма ЦН, биологические эффекты ЦН и т. д., так и при
кладные, в частности изменения и роль ЦН при различных заболеваниях.

Из общего числа докладов (около 150) значительное число сообщений (около- 
1/5), а также дискуссии за круглым столом были посвящены специально роли ЦН в. 
НС и, в частности, в сенсорных нейронах. В нейрохимических работах нашли свое от
ражение также новые тенденции, характерные для всей проблемы в целом (напри
мер, особый интерес к GTP-связывающим белкам, обеспечивающим передачу сигна
ла с рецептора на фермент), и были выявлены некоторые аспекты, специфические 
для нервной ткани. Интерес представляет тот факт, что механизм действия некото
рых нейропептидов может быть связан с ЦН. Так, например, иод влиянием Lcu-энке- 
фалина наблюдали изменения в содержании сАМР и cGMP в коре больших полуша
рий (М. Я. Майзелис и др.). Г. Н. Балденковым и др. установлено, что опиаты снижа
ли базальную активность АЦ мембран стриарной системы мозга и стимуляцию этого 
фермента дофамином и простагландином Е. Показано, что при введении некоторых 
олигопептидов имели место селективные изменения активности АЦ и фосфодиэсте
разы (ФДЭ) в клетках нейроглии и синаптосомах головного мозга (Р. Г. Ахалкаци 
и др.). Было обосновано предположение, что регуляторное действие пептидов гипота
ламуса на секрецию гормонов аденогипофиза опосредовано сАМР и Са2 • (Н. А. 
Юдаев и др.).

Выявлены и определенные взаимоотношения между ЦП и рядом нейротропных
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агентов; например, показаны реципрокные изменения в содержании сАМР и сСМР :г 
базальных ганглиях мозга и гипоталамусе после введения активаторов и блокаторов 
М-холино-, ГАМК- и дофамино-ренепторов (А. И. Балаклеевский и др.); введение- 
каиновой кислоты в базальные ганглии мозга обуславливало связанное с дегенерацией 
тел нейронов уменьшение содержания сСМР в этих структурах (II. М. Суриков и 
др.); под влиянием введенных внутрицистернально в мозг пуринсодержащих ЦН и 
нуклеозидов наблюдали сдвиги в содержании серотонина и катехоламинов в ткани 
мозга (Л. А. Степанян и др.). Эти феноменологические характеристики свидетельст
вуют, с одной стороны, о расширении круга агентов, в действие которых могуг вклю
чаться ЦП, и, с другой, о сложных взаимоотношениях между ЦП и некоторыми ней
ротропными регуляторами.

При рассмотрении связи рецепторов с системой ЦН в нервной ткани подробному 
обсуждению был подвергнут вопрос об уникальной ситуации, имеющей место в фо
торецепторном нейроне сетчатки, представляющей собой дериват мозга. В данном 
случае рецептор оказался сопряженным не с АЦ, а с ФДЭ, активность которой уве
личивается после поступления специфического стимула, то есть освещения. Была 
проанализирована система этой необычной связи, выявлены ее сходные и отличные 
черты'по сравнению с системой рецентор-АЦ (Р. Н. Этингоф). Было показано, что 
СГР-связываюшне белки в фоторецепторном нейроне по своим свойствам (влияние 
холерного токсина, фторида) подобны соответствующим белкам, связанным с гормо
нальными рецепторами (С. //. Калинина и др.); активность ФДЭ ткани мозга (и серд
ца) изменялась и под влиянием кардноактивного нейрогормона «С» (А. А. Галоян и др.); 
активность ФДЭ гипоталамуса и базальных ганглиев мозга увеличивалась после вве
дения животным агонистов рецепторов к дофамину (А. И. Балаклеевскии и, др.), что 
может служит свидетельством о наличии связи между рецепторами и ФДЭ. помимо 

. .................  в ДРУГ1|Х и1уЧ,1”Х՜ 0шонентах сопрягающих систем (рецептор, СТР-связы-
Вопросы 06 °тдефЧ • и отдель11О о ферментах метаболизма ЦП и ферментах,, 

вающне белки, АЦ, Д ) ..жжектов в нервной ткани, были рассмотрены в ря- 
обеспечивающнх реализацию ■ ’ ощего фактора системы АЦ хвостатого ядра, 
де сообщений. При изучении՛ значение для процесса активации фермента тер-
мозга было выявлено сущее нуклеотида в регуляторном центре йТР-связы-
минального фосфата активнрующе! активирующем ФДЭ комплексе фоторе-
вающего белка (Е. А. Перфильева - ( шфосфаткиназная активность и уставов-
цепторного нейрона обнаружена . ՝ ' СТр /д. г. Тшценков и др.).
лоно, что связанный СОР фосфорилнру лболпзма цН, то показано, что АЦ и

Что касается отдельных (։,с1>ме1,Т°” 1|аШ1ЯХ> но и в нейроглии (7. А. Джалиаш- 
ФДЭ находятся нс только в нервных ок ст1> дц н нервных волокнах (что позво- 
вили): установлен,! крайне высокая <։атив шш ащ։11 „ различных участках моз- 
ляст судить о морфологических осо е 1па11Тцческнх областях мембран (А). А. Ро
га), показано наличие АЦ в пре- и постен акт1|ваЦцн АЦ отдельными стиму-
стомян и ДР-)- Выявлены возрастные может быть связано с возрастными из-
ляторами синаптических мембран мо3'<!’ 1Т мнова ։1 др.). В мозгу крыс показано 
мечениями микровязкости мембран ( ■ • ֊ особенио активного в присутствии
наличке своеобразного белкового стимулятора . , плазматпче(,К]1Х мембра։1.
фторида (А. /7. Васильев и др.). Изучен акт" > ||иа и гистидина в этом цент 
хвостатого ядра и предположено наличие остатков

является диссоцч-
ре (А. В. Скурат и др.)• д0 ГОмогениого состояния (М ка-

ФДЭ фоторецепторного нейрона была очишс..а,д фДЭ ----------
талитической субъединицы—40 кД); "О1'а^1 с^.епеШ1 агрегированное™ (И. Л. Дум- 
ирующей системой, находящейся в Разл‘|։^ (о.։|увствцтелыюсти, влиянию АТР, СТР) 
лер). Выявлены определенные отличия к Са2; форме ФДЭ серого вещества
в свойствах Са2+-кальмодулина и РСЗ"СТС" сследован механизм регуляции (под влия- 
мозга (А. И. Васильев и др); подр°°"дЭ мозга быка и, что особенио важно, чело- 
пнем субстрата, кальмодулина и ДР) .. ем на фДЭ некоторых нейропептидов, 
пека; выявлена взаимосвязь между Дс"
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токсинов и кальмодулина (С. М. Дудкин, С. Е. Северин и др.^Показано также вну
триклеточное перераспределение кальмодулина в клетках нервной ткани в ответ ил 
действие нейромедиаторов, что приводит к изменению свойств синаптических ме.мбра1՛ 
и ядерных белков (Д. Г. Микеладзе). Установлены как наличие Са24'зависимой про- 
теинкиназной активности в ядерной фракции коры больших полушарий, так и рол;, 
кальмодулина в регуляции активности фермента (Т. Я. Фрайкина и др.). Изучен ме
ханизм влияния нейрогормона «С» на протеиикиназу мозга и выяснено, что он пре
пятствуют восстановлению субъединиц фермента в холофермент (А. А. Галоян и др.). 
Показано также, что активность фосфопротеинфосфатаз мозга регулируется сАМР 
(Г. /<. Парсаданян).

Отмечены и непосредственные эффекты ЦН на ряд функциональных параметров 
клетки и ее мембран. Продемонстрировано влияние ЦН на проницаемость фоторецеп
торных мембран (/1. Л. Берман и др.), на структурные перестройки этих мембран 
(Д. А. Баранова и др.). Проанализирована роль ЦН и Са24՜ в реализации ответа 
обонятельной клетки на адекватный стимул (/1. В. Минор) и участие этих агентов в 
синаптической передаче (Г. А. Джалиашвили).

В ряде работ медицинского аспекта были представлены данные об изменении со
держания сЛМР в различных тканях и, в частности, в гипоталамусе при развитии ней- 
родистрофического процесса (Я. И. Джипа и др.), выявлена однонаправленность из
менений холинергической активности и концентрации сОМР в плазме людей при ря
де наследственных экстра пирамидных заболеваний и показаны сдвиги в содержании 
ЦП (р-эндорфина и МеЬэнкефалина) в СМЖ у больных с различными заболевания
ми ЦИС (7՜. С. Коршунова и др.). Отмечены сдвиги в содержать! сАМР в опухолях 
головного мозга и увеличение в них сродства протеинкнназы к этому нуклеотиду 
(Л. И. Левченко и др.)..

Совокупность представленных сообщений свидетельствует о широком изучении 
проблемы ЦН в области нейрохимии, и в частности в сенсорных системах. Привлекает 
большое внимание выявленная универсальность роли ЦН в обработке сигналов раз
ного типа.

ЭТИНГОФ Р. н.
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ПРИЛОЖЕНИЕ I

Стандартные обозначения некоторых тривиальных названий 
химических соединений

Ala*—аланин
AMP, ADP, АТР**—аденозин-5'-мо- 

но-, ди- и трифосфаты
с АМР — циклический аденозинмоно

фосфат
Ага*—арабиноза
Arg—аргинин
Asn—аспарагин
Asp—аспарагиновая кислота
Asx—аспарагиновая кислота или ас

парагин
CMP, CDP, СТР—цитидин-5'-моно-, 

ди- и трифосфаты
СоА—коэнзим А
CoASAc—ацетилкоэнзнм А
Cys—цистеин
FAD, FADH, — флавинаденинднну- 

клеотид и его восст. форма
FMN, FMNH2 — флавинмононуклео

тид и его восст. форма
Fuc—фукоза
Frti—фруктоза
Gal—галактоза
Glc—глюкоза
GlcA —глюкуроновая кислота (ана

логично другие уроновые к-ты)
GlcN—глюкоза мин
GlcNAc —ацетилглюкозамин (анало

гично другие дезоксисахара и их 
ацетилпроизводные)

Gin—глутамин
G|u—глутаминовая кислота
Glx—глутамин или глутаминовая 

кислота
Gly—глицин
GMP, GDP, GTP — гуанозин-о -мо 

но-, ди- и трифосфаты
GSH, GSSG—глутатион и его окис

ленная форма
His—гистидин 
Hyl—оксилизин 
Нур—оксипролин

* стандартные обозначения структур, а также в таблицах и на рисуи-
лять в сокращенном виде при написании РУ

ках „пибонуклеотиды обозначаются путем добавления ла-
* * соответствующие Дезоксир 'кве|ШЬ1М символом

гинской строчной буквы б пер /

Не—изолейцин
IMP, IDP, ITP — ииозии-б'-моно- 

ди- и трифссфаты
Leu—лейцин
Lys—лизин
Мап—манноза
Met—метионин
NAD, NADH— никотинамидаденин 

дниуклеотид и его восст. форма
NADP. NADPH — никотипамндаде 

ниндниуклеотидфосфат и его восст. 
форма

NMN—никотинамидмононуклеотпд
Огп—орнитин
Phc—фенилаланин
Р։ —неорганический фосфат
РР| —неорганический пирофосфат
Pro—пролин
Q, QH2—убихинон, убихинол
Rib, dRib— рибоза, 2-дезокснрибоза
Ser—серин
Thr—треонин
ТМР, TDP, ТТР—рибозилтимпн-З'- 

М01Ю-, ди- и трифосфаты
Тгр—триптофан
Туг—тирозин
LIMP, UDP, UTP—уридин-5'-мопо-, 

ди- и трифосфаты
Vai—валин
АХ—ацетилхолин
ГАМК—гамма-аминомасляная кисло

та
ДОФА—диоксифенилаланин
ДНК —дезоксирибонуклеиновая кис

лота
РНК—рибонуклеиновая кислота 
рРНК—рибосомная РНК 
мРНК—мз риччая (информационная, 

ядерная РНК)
тРНК—транспортная РНК
Glu-тРНК и т. п.—аминоацнлпроиз- 

водные РНК

и моносахаридов допустимо употреб-



-ПРИЛОЖЕНИЕ 2
Список сокращений часто употребляемых слов, терминов, символов

физических и химических

ГЖХ —газожидкостная хроматогра
фия

ГЭБ—гемато-энцефалический барьер 
ДЭАЭ - целлюлоза — диэтиламино- 

этилцеллюлоза
ИКС —инфракрасная спектроскопия 
ИОХ—ионообменная хроматография 
ИЭФ—изоэлектрическое фокусирова

ние
КМ-целлюлоза — О-карбоксиметил- 

целлюлоза
АХЭ—ацетилхолинэстераза 
МАО—моноаминооксидаза 
М. Е.—международная единица 
М—молекулярная масса (вес) 
м-, о-, п—мета-, орто-, пара- 
н.—нормальный (раствор) 
НС—нервная система
ПА АГ—полиакриламидный гель 
СМЖ—спинномозговая жидкость 
т. кип.—температура кипения 
т. пл.—температура плавления 
трис—трис (оксиметил) -аминометан 
ТСХ—тонкослойная хроматография 
У. А.—удельная активность
УФ-спектр—ультрафиолетовый спектр 
ЦНС—центральная нервная система 
ЭГТА—этиленгликольтетра ацетат 
ЭДТА—этилсидиаминтетраацетат 
ЭПР —электронный парамагнитный 

резонанс
ЭСР— электронный спиновый резо

нанс

величии и единиц измерения

ЯМР—ядерный магнитный резонанс 
А—абсорбция (поглощение) 
г—константа скорости реакции 
К<| —константа диссоциации 
К । —константа ингибирования 
КП1 —константа Михаэлиса 
Кх —субстратная константа 
п „—коэффициент Хилла
V—максимальная скорость реакции 
К1։ —кюри 
м К „—милликюри 
Р—рентген 
имп/мин—импульсы за минуту 
Д—дальтон 
кД—килодальтон 
ч—час 
мин—минута 
с—секунда 
мкм—микрометр 
мл—миллилитр 
мкл—микролитр 
мг—миллиграмм 
мкг—микрограмм 
иг—нанограмм 
нм—нанометр 
иг—пикограмм 
мкатом—микроатом 
ммоль—миллимоль 
мкмоль—микромоль 
нмоль—наномоль 
нмоль—пикомоль

например. ГДГ, ГДК.ферментов,Примечание. Сокращения для названий
ГФ6ДГ и т. д.. не допускаются. Однако нет возражений против замены названия 
субстрата, входящего в тривиальное наименование фермента, стандартной аббре
виатурой,' например: АТРаза, РНКаза, ХАПНдегидрогепаза и т. и. Химические эле
менты следует обозначать символами, а простые неорганические соединения фор
мулами, например: М&С12. Символы ионов следует писать так: Ме: . С1-, РО՜3.



СОДЕРЖАВ И Е

Кругликов Р. И.. Орлова II. В., Рецова В. М., Мац В. Н. Зависимость влияния 
Мс1-энксфалииа на процессы обучения и памяти от состояния моно- 
амннергнческих систем головного мозга.............................................

Анохин К В Коган Б. М.. Христолюбова Н. А. Избирательное увеличение хо
лецистокинином метаболизма дофамина в мезолимбнческон системе . 11

Лрменян А. Р.. Чифликян М. Д.. | Бунятян Г. X. | Участие Са=+ и С1- в 

действии ГАМК и пикротоксина на вызванной К + высвобождение зН-нор-

адреиалина из синаптосом мезодиэнцефальнои области мозга крыс . 18
Капралов /1. Л.. Смерчинская Л. С.. Белик Я- В.. Тюленев В. И. Внутриядерное 

распределение нейроспецнфнческого белка 5-100 в мозжечке быка . 20
Микеладзе Д. Г.. Фрайкина Т. Я. Действие норадреналина на фосфорилирова

ние ядерных белков головного мозга ........ 34
Ланов А. II.. Кривенко II. Е. Белки, и РНК в нейронах и глиоцитах супраопти- 

чсского ядра при лишении сна
Клепикова В. А. Глущенко Т. С. Метаболизм ядерных белков нейронов и глио

цитов головного мозга при воспроизведем..... условного пищевого рефлекса
(авторадиографическое и цнтофотометрнческое исследование) . 47

Сидакова I М Елаев Н. Р. Система регуляции биосинтеза ацетилхолинэстера-СуОакова . .. гп„пп|1ого мозга ацетилхолином и циклическими
зы микросом клеток головного мола «« 
нуклеотидами ......................................................

Краткие сообщения

Андрианов В. В. Влияние циклогсксимпда и лизинвазопресснна на активность 
нейронов коры мозга при целенаправленном поведении животных 59

Фураев В. В.. Калинина С. II., Этингоф Р. П. Влияние холерного токсина и ио
на фтора на фосфодиэстсразу циклических нуклеотидов наружных сегмен
тов палочек сетчатки .......................................... .

Райзе Т. Е„ Шарагина Л. М„ Тюлькова Е. И. Об интенсивности обмена фосфо
ра фосфолипидов в субклеточных фракциях ткани мозга . $-

Обзоры

Соколова Г. П.. Прохорова А/. И. Метаболизм жирных кислот в головном моз
гу и его регуляция...........................................................................................................

Парсаданян Г. К. Регуляция фосфорилирования и дефосфорилирования белков 
в центральной нервном системе 84

Хроника

Кругликов Р. И. О заседании комиссии ио функциональной нейрохимии 104
ЭтингоФ Р. Н. О IV Всесоюзном симпозиуме «Циклические нуклеотиды» . Юб



CONTENTS
.Kruglikov R. J.. Orlova N. V., Getzova V. M.. Maz V. N. Involvement of brain 

monoaminergic system in the effect of Met-enkephalin on (he learning 
and memory $

Anokhin К- I Kogan В. M., Christolubova N. A. Cholecystokinin selectively 
increases dopamine turnover in mesolimbic system.......................... II

Armenian A. R., Chiflikian Л1. D., Baniatian H. Ch. Involvement of Ca2+

and Cl ions in the effects of GABA and picrotoxin on the K + -evoked
release of 3H-NA from rat brain mesodiencephalic synaptosomes .... 18

Kapralov A. A., Smerchinskaya L. S.. Belik Ya. V., Tjulenev C. /. Intranuclear
distribution of neurospecific protein S-100 in bovine cerebellum .... 26

Mikeladze D. G., Fraikina T. Ya. Effect of norepinephrine on the phosphory
lation of brain nuclear proteins....................................................................... 34

Panov A. N., Krivenko N. E. Protein and RNA content in rat n. supraopticus
after sleep deprivation...................................................................................... 41

Klenlkova V. A., Glushchenko T. S. Metabolism of nuclear proteins in neurons 
and gliocytes of rat brain after the retriveal food conditioning (autora
diographic and cytophotometric analysis)......................................... 47

Sudakova N. M.. Elaev N. R. System regulating acetylcholinesterase biosyn
thesis via acetylcholine, cAMP and cGMP in nerve cell microsomes . . 52

Short communications

Andrianov V. V. Effect of cycl >heximide and Iys-vasopressin on brain neuro
nal activity in animals with goal-seeking behaviour...................... 59

Furaev V. V., Kalinina S. N., Etingof R. N. Effect of cholera toxin and 
fluoride on cyclic nucleotide phosphodiesterase from retinal rods outer 
segments...............  63

Raize T. E., Sharagina L- M., Tuilkova E. I. On the inlensivity of the phos
pholipids phosphorous metabolism in brain tissue subcellular fractions . 67

Reviews

Sokolova G- P., Prokhorova M. I. Metabolism of brain fatty acids and its re
gulation ........................................................................................................ ^2

Parsadanian II. K. Regulation of protein phosphorylation and dephosphory
lation in the central nervous system.................................................... 84

Chronicles

Kruglikov R. I. Session of the Committee on Functional Neurochemistry . . .
-Etingof R. N. IVth All-Union Symposium .Cyclic Nucleotides՜ ......................
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журнале, ди. ' пяботь1 материалы и методы, результаты и оо-краткое введение с указанием цели раоо.ы, ма. н
1 "■ • „„ткр литература. Вверху справа от названиясуждение, резюме па английском языке, литера.у ‘ .

суждение, I рпеалыюй десятичной классификации (УДК), а в коп-•статьи указывается индекс универсальной д ...................... .......  
не статьи внизу слева приводится полное название учреждения, в котором выполне

размера пе-работа. ___ оголовки, нумерацию и не превышать
3. Таблицы должны их печатается на отдельном листе. Сокращение слов

натнон страницы. Каждая таблица п зреи1ается. Необходимо указать до
за исключением общепринятых в таолинь. г
■стоверность данных. „ „

„ пополненные тушью на плотной белой бумаге или кальке,4 Рисунки, отчетливо выполненные .
„„„„ „ двух экземплярах. На обороте каждого рисунка каран- лоедставляются в конверте в двух г . _

пашом следует указать фамилии авторов, сокращенное название статьи и порядковый 
помер для фотографий (на глянцевой бумаге) следует указать ее верх и низ. Под
писи к рисункам и фотографиям представляются на отдельном листе. Замена фотоил- 
•иостраций ' электрофоретических исследовании рисованными схемами не допускает
ся Котчество иллюстративного материала (таблицы и рисунки) не должно превы
шать в статьях 8, в кратких сообшсннях-2.

г г ы и индексы должны быть вписаны четко черными чернилами или па
стой՝" обязательно выделяя курсив (подчеркнуть волнистой линией) и различая про
стои, ииязя. бу|<ВЬ1, мало отличающиеся по своему написанию, двумя черточка-
писные и строшье греческого алфавита подчеркиваются красным каранда-
ми снизу или сверху, 1

'"^Фамилии иностранных авторов даются в тексте на языке оригинала.
б Названия ферментов и коферментов, символы кинетики ферментов и ед..... .. ак-
(>. Названия ферме меченых изотопами, и т. п. должны соответствовать

тивности, написание 0 биохимического союза. Разрешаются лишь общеприня
то ованням 1 ежд • я слов> различных единиц измерения, физических и хнми- 
тые современные с т п ц приложении к правилам для авторов, которое бу-
ческих величин, те первом номере нашего журнала, приводится список нан-
дет пуолпкова.ься в сокращенных обозначений, разрешаемых применять без
более часто употребляемых сокш ...
специальной расшифровки.



Используемые авторами другие сокращенные слова при первом упоминании дают
ся полностью и в скобках в сокращенном виде.

7. Список литературы составляется в порядке цитирования. Все ссылки печа
таются на машинке на языке оригинала через 1,5 интервала. В тексте ссылки дают
ся в квадратных скобках. Цитируемая литература в списке приводится в следующем 
порядке: порядковый номер, фамилия и инициалы авторов на языке оригинала, на
звание журнала, том, номер или выпуск, страницы, год издания. В случае сплошной 
нумерации страниц тома номер выпуска не указывать. При цитировании книги ука
зывается также, под чьей редакцией она издана, название издательства и место изда
ния. Например:

I. Силикона А. И., Трут Г. П., Явилякова А. Вопросы мед. химии, 7, 538—5!1, 
1962.

2. Георгиев Г. П.—В кн.: Цитология ферментов (под ред. А. А. Покровского), 
М., Мир, с. 32—83, 1971.

8. Редакция имеет .право сокращать и исправлять текст статьи, не изменяя ее ос
новного содержания.

9. В сл}'чае возврата статьи для исправления датой поступления ее в редакцию 
считается день получения исправленного текста.

10. Редакция высылает авторам бесплатно 15 оттисков опубликованной статьи.
11. При отсылке рукописи в редакцию рекомендуется прилагать к заказному пись

му или бандероли уведомление о вручении, редакция в свою очередь сообщает автору 
о получении статьи.

12. В случае, если статья будет отклонена редакцией, автору возвращается вто
рой экземпляр рукописи и акт экспертизы.

13. Корректуру авторам редакция не высылает-
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