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ВЛИЯНИЕ ИНТЕНСИВНОЙ ДВИГАТЕЛЬНОЙ НАГРУЗКИ НА 
СОДЕРЖАНИЕ АЦЕТИЛХОЛИНА И ХОЛИНЭСТЕРАЗНУЮ 

АКТИВНОСТЬ В РАЗЛИЧНЫХ ОТДЕЛАХ
НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ КРЫС

КОРНЕЕВА Н. В., УШАКОВ А. С., ШИШКИНА С. К-

Установлено, что 30-минутная интенсивная двигательная нагрузка (до изнеможе
ния) у крыс сопровождалась резким падением содержания как свободного, так и свя
занного ацетилхолина в гипоталамической области, продолговатом мозгу и особенно 
п крестцовом отделе спинного мозга, а также уменьшением активности ацетплхолин- 
эстеразы в продолговатом и спинном мозгу; в продолговатом мозгу снижалась и актив
ность неспецифической холинэстеразы.

Уровень физической работоспособности определяется деятель
ностью ЦНС, состоянием и особенностями синаптической активности, 
деятельностью эндокринных желез, а также изменениями химизма мы
шечной ткани [1—4]. В деятельности ЦНС, в частности в ее отделах, 
связанных с осуществлением моторной функции, важная роль принад
лежит холинергическим структурам [5—8]. Данных же о влиянии ин
тенсивной (вплоть до истощения) двигательной произвольной активно
сти на состояние метаболизма ацетилхолина (АХ) относительно мало- 
Отдельные исследования по изучению влияния моторных нагрузок на 
состояние холинергических систем ЦНС дали неоднозначные результа
ты, касались в основном изменений в крови и мышечной ткани [9—15] 
и лишь в меньшей степени нервной [16].

В настоящей работе изучали влияние интенсивной двигательной (на
грузки на содержание различных фракций АХ и активность холинэсте
раз в некоторых отделах головного и спинного мозга крыс.

Материалы и методы

В опытах были использованы крысы-самцы линии Вистар массой 
250--300 г- Животных помещали на бегущую дорожку, двигавшуюся со 
скоростью 18 см/с и подвергали воздействию интенсивной двигательной 
нагрузки до изнеможения в течение 30 мин. Сразу же после окончания 
опыта животных декапнтнровали; контролем служили интактные кры- 
сы. Были исследованы гипоталамическая область, продолговатый мозг 
и крестцовый отдел спинного мозга (на уровне 12-го грудного и 1—4-го 
поясничных позвонков), в которых определяли содержание свободного 
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я связанного АХ, а также активность АХЭ и неспецифической холин
эстеразы (НХЭ). Определение АХ проводили с помощью биологического 
тестирования с использованием в качестве тест-объекта спинной мыш
цы пиявки по Еййпег-Мшз [17]. Обработку тканевых экстрактов при 
определении общего содержания АХ осуществляли нагреванием (без 
внесения в пробы каких-либо других веществ, кроме ингибиторов холин
эстераз), свободный АХ определяли в тех же пробах на холоду.

Холинэстеразную активность определяли спектрофотометрическим 
методом ЕПтап [18] в модификации Масловой и Резника [19] с ис
пользованием субстратов: ацетилхолинйоднда (при определении общей 
холинэстеразной активности) и бутирилтиохолинйодида (при определе
нии НХЭ); активность АХЭ находили по разности между величинами 
общей холинэстеразной активности и активности НХЭ. Полученные 
данные были обработаны методом вариационной статистики [20]-

Результаты и обсуждение

У 'Контрольных животных исследуемые показатели находились в 
пределах физиологической нормы (таблица).

Показатели холинергической системы некоторых отделов головного и 
спинного мозга контрольных животных

Таблица

Гипоталамическая область Продолговатый мозг Спинной мозг

АХ 
своб.

АХ 
связ. АХЭ НХЭ АХ 

своб.
АХ 

связ. АХЭ НХЭ АХ 
своб.

АХ 
связ. АХЭ НХЭ

мкг% мкмоль суб- 
страта/Г'Ч мкг% мкмоль суб- 

страта/г/ч мкг% мкмоль суб- 
страта/г/ч

м 35,35 157,9г 390,7 24,8 47,50 139,04 401,4 22,7 56,72 141,64 340,6 14,5
6,00 12.04 20,7 1.7 6.56 17,19 23.3 2,3 16,92 21.88 18,3 1,2п 15 15 23 23 14 14 23 23 14 14 23 23

Содержание свободного и связанного АХ составляло соответствен
но (мкг %): в гипоталамической области—35,35±6,00 и 157,98±12,04; 
в продолговатом мозгу—47,50+6,56 и 139,04+17,19; в спинном мозгу— 
56,72+16,92 и 141,64 + 21,88. При этом по абсолютному содержанию 
той и другой фракции количество АХ в изучаемых структурах ЦНС 
было приблизительно одного порядка. В отдельности же количество 
связанного АХ как в гипоталамической области, так и в продолговатом 
и спинном мозгу было в несколько раз выше содержания свободного.

По активности АХЭ исследуемые структуры располагались в сле
дующем порядке: продолговатый мозг>пшоталамическая область> 
спинной мозг; по активности НХЭ: гипоталамическая область^продол- 
говатый мозг>спинной мозг. При этом величины активности АХЭ зна
чительно превышали величины активности НХЭ и были равны соответ
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ственно (мкмоль субстрата/г/ч): в гипоталамической области — 390.7 ± 
20,7 и 24,8±1,7; продолговатом мозгу—401,4±23,3 и 22,7±2,3; спинном 
мозгу—340,6± 18,3 и 14.5±1,2.

По сравнению с величинами, .характерными для контрольных жи
вотных, -показатели метаболизма АХ в исследуемых отделах ЦНС в 
результате истощающей двигательной нагрузки претерпевали значитель
ные изменения (рисунок).

□ >
ЕЗ 2

■ -г

Рис. Содержание свободного (7) и связанного (2) АХ, а также актив
ность АХЭ (3) н НХЭ (4) при воздействии интенсивной двигательной на
грузки в гипоталамической области (1), продолговатом (11) и спинном 
(111) мозгу крыс (в % от контроля). *р<0,05 по отношению к интакт

ным животным

Во всех исследуемых структурах головного и спинного мозга у под
опытных животных было обнаружено снижение содержания свободного 
и связанного АХ: в гипоталамической области соответственно на 72 и 
79%, в продолговатом мозгу—на 36 и 70%, в спинном—на 95 и 94%. 
При этом активность АХЭ и НХЭ в гипоталамической области остава
лась неизменной, тогда как в продолговатом мозгу имело место сниже
ние активности АХЭ на 47 и НХЭ на 28%; в спинном мозгу при сниже
нии активности АХЭ на 25% изменения активности НХЭ были направ
лены в сторону увеличения, однако не выходили за пределы средней 
ошибки опыта и оказались статистически недостоверными.
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Таким образом, интенсивная двигательная- активность вызывала 
однонаправленные изменения—падение содержания обеих исследуемых 
фракций АХ во всех изучаемых структурах ЦНС, которые по степени 
выраженности этих сдвигов можно расположить в следующем порядке: 
спинной мозг> гипоталамическая область>продолговатый мозг. Что 
касается активности ферментов катаболизма АХ, то заметные отклоне
ния—снижение активности как АХЭ, так и НХЭ наблюдали лишь в про
долговатом мозгу, тогда как в спинном мозгу уменьшалась активность 
одной АХЭ. Следует отметить, что при значительном уменьшении со
держания фракций АХ в гипоталамической области сдвигов холинэсте
разной активности не наблюдали. В спинном мозгу почти поляое исчез
новение АХ имело место при относительно небольшом снижении актив
ности АХЭ и стабильной величине активности НХЭ.

При снижении обшего содержания АХ уменьшалась также и доля 
его связанной фракции (в продолговатом мозгу сильнее, чем количество 
свободного АХ), выполняющей существенную роль в регуляции биохи
мических свойств тех клеточных структур, с которыми он соединяется 
[21, 22]. Связанный АХ регулирует и пул рыхлосвязанцой фракции так 
называемого свободного АХ. Если в норме отношение количества свя
занного АХ к свободному в гипоталамической области в наших усло
виях составляло около 4,5, в продолговатом мозгу—около 2,9, а в спин
ном—около 2,5, то после двигательной нагрузки величины этих отноше
ний снижались в гипоталамической области до 3,4 и в продолговатом 
мозгу—до 1,4 (за счет большего снижения количества связанной фрак
ции), в спиином мозгу это соотношение увеличивалось до 3,3 (за счет 
большего снижения рыхлосвязанной фракции—свободного АХ). Эти 
данные свидетельствуют о снижении лабильности связи АХ с другими 
компонентами клетки, более выраженном в ткани спинного мозга в по
добных условиях.

Резкое уменьшение общего содержания АХ во всех трех исследован
ных отделах ЦНС в результате интенсивной двигательной нагрузки мо
жет указывать на глубокое подавление холинергических систем в этих 
структурах в результате двигательного истощения (возможно, это яв
ляется и одной из важнейших причин последнего). В продолговатом и 
спинном мозгу снижение количества АХ протекало и на фоне сущест
венного торможения АХЭ (в продолговатом мозгу и НХЭ); такое види
мое снижение активности механизма распада АХ может быть отраже
нием известного адаптационно-компенсаторного процесса в них в по
добных стрессорных условиях, препятствуя еще большему уменьшению 
количества АХ.

В функциональной деятельности холинергических структур НС 
важное значение имеет отношение в них между содержанием АХ и ак
тивностью АХЭ. При резком повышении или понижении этого показате
ля ухудшается межнейрональная передача импульсов, возрастает порог 
возбудимости, значительно удлиняется латентный период рефлексов и 
угасает ряд двигательных реакций. Анализ результатов исследований 
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выявил значительные изменения данного коэффициента у подопытных 
животных по отношению к контрольным. Так, для ткани спинного мозга 
после нагрузки соотношение общего АХ к активности-АХЭ было равно 
0,05, свободного АХ ж АХЭ—0,01 и связанного АХ к АХЭ—0,03, а в 
контроле эти же величины составляли 0,58; 0,17 и 0,42, то есть отмеча
лось соответственно снижение указанного соотношения в 11,6; 17 и 14 
раз. В гипоталамической области наблюдалось менее выраженное сни
жение этих показателей: соответственно в 4,2; 3 и 4,4 раза. В продол
говатом мозгу эти соотношения оставались без изменения.

Согласно литературным данным [23—27], при действии на орга
низм различных экстремальных факторов изменения, происходящие в 
Функционировании холинергических систем, чаще обратимы, что свиде- - 
тельствует об их высокой функциональной возможности и способности 
адаптироваться к новым условиям- Торможение активности АХЭ в го
ловном мозгу от 20 до 35% вызывало развитие тормозных состояний, 
следствием чего являлось выпадение двигательных реакций. Подавле
ние активности АХЭ от 40 до 60% в нервной ткани приводило к нару
шениям условнорефлекторной деятельности и работоспособности орга
низма; более глубокое подавление активности данного фермента (до 
80%) вызывало уже и более сильное нарушение функций системы АХ. 
Величина и направленность этих изменений зависят не только от при
роды, силы и длительности раздражителя, но, по-видимому, и от физио
логической значимости функций исследуемой структуры и ее исходного 
состояния [25—27].

EFFECT OF INTENSIVE LOCOMOTORY LOAD ON THE AMOUNT 
OF ACETYLCHOLINE (ACh) AND THE ACTIVITY OF 

ACETYLCHOLINESTERASE (AChE) IN RAT CNS

KORNEEVA N. V., USHAKOV A. S., SHISHKINA S. K.

Institute of Medical and Biological Problems, USSR Health Ministry, Moscow

30-minute long intensive locomotory load (till exhaustion) produ
ces a drastic fall in the amount of both free and bound ACh in rat hy
pothalamus, medulla oblongata and especially in the sacral segment of 
the spinal cord. The activity of the specific AChE diminished in medulla 
oblongata and spinal cord, that of the non-specific AChE—only in me
dulla oblongata.
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УДК 577.159

ИССЛЕДОВАНИЕ КИНЕТИКИ ТЕРМОИНАКТИВАЦИИ 
АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ МОЗГА КРЫС И " 

БУТИРИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ СЫВОРОТКИ КРОВИ ЛОШАДИ

СЭПП А. В., КРАУЗБЕРК Т. Х„ ЯРВ Я. Л.

Изучена кинетика термоинангивашн։ водорастворимой бутарилхолинэстеразы 
сыворотки крови лошади и мембраносвязанной АХЭ мозга крыс. Показано, что кине
тика термоинактивации обоих этих ферментов описывается суммой двух процессов 
первого порядка, которые характеризуются разными значениями констант скорости. 
Доли «быстро» и «медленно» инактивирующегося фермента зависят от температуры 
опыта. Вычислены значения активационных параметров для обеих стадий денатура
ции и обсуждаются возможные причины уменьшения скорости в ходе денатурацией- 
ного процесса. Высказано предположение о том, что денатурированные при нагрева
нии белки способны в результате разворачивания белковой глобулы более интенсивно 
взаимодействовать с нативными молекулами фермента, повышая тем самым их термо- 
стабильность. Доли «быстро» и «медленно» инактивирующегося фермента опреде
ляются в таком случае кинетическими параметрами процессов термоденатурацнп п 
образования ассоциатов нативного и денатурированного белков.

Процесс термоинактивации мембраносвязанной АХЭ эритроцитов 
не подчиняется кинетике реакции первого порядка и в интервале темпе
ратур от 47° до 58° протекает по меньшей мере в две стадии [1], кото
рые различаются по константам скорости и активационным парамет
рам. От температуры зависит также отношение долей быстро и медлен
но инактивирующегося препарата. Эти результаты были объяснены 
двумя альтернативными возможностями, учитывающими протекание 
процесса в двух следующих друг за другом этапах, либо существова
нием двух, денатурирующихся с разной скоростью, форм фермента [1]. 
При этом возможно, что сложное кинетическое поведение АХЭ эритро
цитов в процессе тер.моинактивации обусловлено взаимодействием это
го белка с мембранной структурой, о чем свидетельствует тот факт, что 
для солюбилизации АХЭ мембран эритроцитов необходима обработка 
этого белково-лилидного комплекса ионными детергентами [2].

В настоящей работе поставлена задача исследования кинетики тер
моинактивации двух разных холинэстераз: мембраносвязанной АХЭ 
мозга крыс и водорастворимой бу'тирилхолинэстеразы (БХЭ) сыворотки 
кРови лошади. Оба эти фермента .имеют субъединичное строение [3, 4]. и 
их субъединицы характеризуются величиной М. Так как сывороточный 
фермент истинно растворим в воде, его свойства, в том числе и законо-
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мерности процесса термоденатурации, не искажены белково-липидными 
взаимодействиями. Можно предположить, что сопоставление данных 
термоинактивации холинэстераз мозга и сыворотки позволяет оценить 
роль липидного компонента в определении свойств и стабильности мем
браносвязанного фермента.

Материалы и методы

Препарат БХЭ сыворотки крови лошади с уд. акт. 130 Е/мг был 
предоставлен Институтом вакцин и сывороток им. Мечникова (Моск
ва). Мембранный препарат АХЭ получали из коры больших полуша
рий головного мозга крыс. Ткань обрабатывали при +4° в гомогениза
торе из плексигласа (3 мин при 1000 об/мин). Приготовленный на 0,1 М. 
фосфатном буфере (pH 7,4), гомогенат центрифугировали 10 мин 
для удаления кусков ткани и ядер на центрифуге К-24 три 1000 g. Су
пернатант подвергали второму центрифугированию при 100000 g (45 
мин) на ультрацентрифуге VAC-602. Осадок промывали 0,05 М фос
фатным буфером и гомогенизировали повторно там же для получения 
микросомной фракции мембран.

Активность обеих холинэстераз измеряли в 0,05 М фосфатном бу
фере (pH 7,4), спектрофотометрически [5] на спектрофотометре Perkin 
Eimer 402. Концентрация субстрата (ацетилхолин йодистый, ч. д. а.) в 
реакционной среде—20 мМ; концентрация 5,5'-дитиобис (2-нитробензоп- 
ной кислоты) (“., «Реахим») — 0,3 мМ. Измерения начальной скорости 
гидролиза субстрата проводили при 25° при X—412 им.

Опыты по денатурации ферментов осуществляли в термостатиро
ванных стеклянных реакторах, которые были снабжены термометром 
для контроля температуры, при постоянном интенсивном перемешива
нии, объем реакционной среды—от 1,5 до 10 мл.

В начале эксперимента необходимый объем буферного раствора 
нагревали до нужной температуры. Затем в реактор вводили раствор 
фермента, подбирая такие соотношения объемов, чтобы уменьшение 
температуры реакционной среды не превышало 0,1—0,2°. В определен
ное время :из реактора отбирали аликвоты и быстро охлаждали в по
груженных в ледяную воду пробирках для прекращения процесса дена
турации. В этих пробах определяли активность исследуемых ферментов, 
как описано выше.

Титрование растворов БХЭ для определения активности фермента 
проводили методом Berry [6]. Используемые реактивы и детали мето
дики титрования описаны ранее [7].

Обработку кинетических данных и их статистический анализ про
водили на мини-ЭВМ «Искра-1256».

Результаты и обсуждение

Нагревание растворов БХЭ сыворотки крови лошади и АХЭ мозга 
крыс приводит к необратимой инактивации этих ферментов, скорость 
которой зависит от температуры. Это допускает проведение опытов 
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только в интервале от 50° до 60° в случае АХЭ и от 55° до 65° в случае 
БХЭ. При одинаковой температуре быстрее инактивируются АХЭ 
(рис. 1). Следовательно, наличие связи этого белка с мембранной 
структурой не является фактором, повышающим термостабильность

Рис. 2. Титрование нативной ( ф ) и частично инактивированной (О) бу- 
тирилхолинэстеразы О.О-диэтил-п-нитрофенилфосфатом

Изучение активности холинэстераз проводили при высоких концен
трациях субстрата, где скорость реакции определяется, в основном, ка
талитической константой и концентрацией активных центров фермента. 
Для выяснения, какая из этих величин меняется в процессе термоинак- 
тивации, проводили титрование нативного и частично инактивированно
го препаратов БХЭ. В качестве титранта использовали необратимый ин
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гибитор О, О-диэтил-п-интрофеиилфосфат. Результаты титрования пред
ставлены на рис. 2 в виде зависимости остаточной активности фермента 
после окончания реакции ингибирования от концентрации ингибитора- 
Отрезок абсциссы на этом графике равен концентрации активных цен
тров фермента в реакционной среде, и наклон прямой характеризует ве
личину молекулярной активности фермента в данных условиях экспери
мента, ат=у/[Е]. Из рис. 2 видно, что молекулярная активность БХЭ 
остается неизмененной после частичной инактивации препарата при 60°. 
Эти результаты показывают, что наблюдаемое в опыте уменьшение ак
тивности БХЭ связано только с изменением концентрации активного 
фермента. В таком случае при кинетическом анализе можно принять

д(Е) Ду
сП сП ’ ' ’

где V обозначает начальную скорость гидролиза субстрата в стандарт
ных условиях. Соотношение (1) использовали также при анализе кине
тики инактивации АХЭ мозга. Титрование этого фермента затруднено в 
связи с его низкой концентрацией в препарате, не допускающей прове
дения реакции ингибирования в бимолекулярных условиях.

Для определения кинетического порядка процесса термоинактива
ции холинэстераз исходили из известного уравнения [8]:

|п (чГ^՜) = 1П1< + П'1П[Е]'

Рис. 3. Определение порядка реакции термоинактивации бутирилхолип- 
эстеразы при 55° ( ф ) и 60° (О)

в котором вместо концентрации фермента [Е] использовали начальную 
скорость гидролиза субстрата V или относительную величину у/у0- При 
этом, исходя из уравнения (2):
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1п(^) = соп^п1п (4֊)֊ (3)

Примеры обработки кинетических кривых инактивации БХЭ, со
гласно этому уравнению, приведены на рис. 3. В начальный период ин
активация фермента подчиняется кинетике первого порядка, однако в 
ходе реакции наблюдается отклонение кинетических кривых от этой за
кономерности. Аналогичные результаты получены также в случае АХЭ 
мозга. Такое сложное кинетическое поведение является характерным 
для многих белков, у которых отклонение процесса денатурации от ки
нетики перв.ого порядка часто объясняют существованием двух или

Рис. 4. Обработка кривых термоденатурации бутирилхр'лииэстеразы 
(•) и ацетнлхолинэстеразы (О) в координатах кинетического уравне

ния реакции первого порядка при 60=

большего числа последовательных реакций первого порядка, или развет
вленным механизмом процесса денатурации [9]- Те же объяснения при
менимы и в случае изученных холинэстераз, так как обработка резуль

татов в координатах кинетического уравнения первого порядка 1п
и 1 дает кривую с двумя прямолинейными участками (рнс. 4). Независи
мо от конкретной модели процесса инактивации фермента (последова
тельные или параллельные пути реакции) наблюдаемая картина мо
жет быть писана кинетическим уравнением:

(4)

При достаточно разных значениях констант к, и кз 11Х зна 1сния 

рассчитать из наклонов линейных участков зависимости 1п 

Результаты анализа приведены в табл. 1 и 2-
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Экстраполяция получаемых в координатах 1п ( —} и I прямых к 

( = 0 позволяет точно оценить доли «быстро» и «медленно» инактиви
рующегося фермента щ и а2 (табл. 1, 2). Доля быстро инактивирующе
гося фермента определяется температурой опыта. Кроме того, было за
мечено, что соотношение концентраций быстро и медленно инактиви
рующейся БХЭ зависит от общей концентрации белка в инкубационной 
смеси. При этом уменьшение концентрации белка дестабилизирует фер
мент, в связи с чем во всех опытах по определению активационных па
раметров процесса тер|.моденатура1цпи использовали одинаковые концен
трации белка.

Таблица I
Константы скорости термоипактивашш бутирилхолииэстеразы сыворотки крови 

лошади в 0,05 М фосфатном буфере при pH 7,4

Температу
ра, °С «1 к1։ с—1 к2, с—1

55,0
57,5
60,0
65,0

0,70 
0,75 
0,80
0.94

(3,64+0,19) 10-1 
(1,11+0,12) 10֊3 
(5.02+1.10) 1023 
(5,85+0,98) 10 ■

(1,14+0,27) 10-։
(4,10+0,67) 10֊։
(8,65+0,87) 10՜։
(5,57+2,31) 10՜3

Таблица 2
Константы скорости термоииактпвацип ацетилхолииэстеразы мозга крыс 

в 0,05 М фосфатном буфере при pH 7,4

Температу
ра, ’С к։, с—1 к3, с֊1

(3,48+1,98) 
(7,45+2.31) 
(2,12+0,19)

50,0 0,20 (1,06+0,15) 10—3
52,5 0,55 (2,90+0,19) 10֊3
55,0 0,70 (4,15+0,51) 10՜3
57,5 0,81 (9,09+3,50) 10՜3
60,0 0,93 (3,14+0,81) 10-2

10֊։
10՜՜։
10՜3

Для описания температурной зависимости констант скорости инак
тивации холинэстераз использовали уравнение Аррениуса:

Еа1п к = 1пА — у-тр- (5)

Это уравнение соблюдается в случае обеих холинэстераз и допускает 
расчет величины Еа процесса инактивации (рис. 5). Процесс инактива
ции холинэстераз характеризуется высокими значениями Еа, которые 
приведены в табл. 3- Судя по литературным данным [9], подобные высо
кие значения активационной энергии являются весьма характерными 
для денатурации белков. Согласно общим представлениям о механизме 
и характере изменения строения белков в процессе их денатурации, 
предполагают, что величина Еа зависит от природы и количества раз
рываемых при денатурации связей [9]. Высокие значения Еа свидетель
ствуют о разрыве большого числа слабых и, вероятно, некооперативных 
взаимодействий. Разрыв небольшого числа сильных и кооперативных 
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взаимодействий приводит к относительно «изким значениям Еа. При
меняя эти выводы в отношении холинэстераз, можно утверждать, что 
термоинактивация БХЭ сопровождается разрывом большого числа сла
бых связей, поддерживающих нативную структуру фермента. Получен
ные результаты свидетельствуют также о том, что связь белка с липид
ной мембраной, очевидно, уменьшает число критических взаимо
действий, разрыв которых приводит к инактивации фермента, где опре
деленную роль могут играть свойства мембраны, также зависящие от 
температуры. Зависимость ряда физико-химических параметров мем
бран может быть описана функцией типа уравнения Аррениуса [10]. 
Получаемые при этом эффективные значения Еа зависят как от приро
ды наблюдаемого процесса, так и от строения и состава мембран. Эти 
активационные параметры не превышают 15—17 ккал/моль, что значи-

Рпс. 5. Определение величины Еа для первой и второй стадий процесса 
термоинактпвации бутирилхолинэстеразы (1 и 2) и ацетилхолинэстеразы

(3 и 4)

тельно ниже Еа для термоденатурации мембраносвязанной АХЭ. Инте
ресно добавить, что в этом интервале значений Еа находится актива
ционная энергия 13,8 ккал/моль, полученная для процесса термоинакти
вации мускаринового холинорецептора мозга [12]. Учитывая результа
ты опытов по солюбилизации этого мембранного белка [13], можно за
ключить, что рецепторный белок связан с мембранной структурой 
очень тесно, и его стабильность определяется, в основном, состоянием 
липидного бислоя.

Как видно из табл. 3, значения Еа начальной и конечной стадии 
процесса термоинактпвации АХЭ, а также конечной стадии термоинак- 
тивации БХЭ близки. Исключением является начальный период термо- 
Денатурацци растворимой БХЭ, для которого значение Еа=114 
ккал/моль отличается от остальных величин Еа. По-видимому, только 
этот процесс протекает в условиях, значительно отличающихся по ха-
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рактеру взаимодействий нативного белка с окружением. Можно объяс
нить изменения наблюдаемой активационной энергии в ходе процесса 
денатурации БХЭ образованием между нативными (14) и уже денатури
рованными (Б) молекулами белка комплексов (агрегатов), К'В., ста
билизирующих 'нативный белок.

к,
К - О, (6)

Н + ։О-’КР։, (7)
к։

КВ։֊.0։+1. (8)
Согласно этой схеме, наблюдаемые кинетические закономерности опре
деляются скоростью денатурации И и NO!, а также условиями об
разования комплекса НОХ. Можно предположить, что последняя ре
акция быстрая, и экспериментальные значения констант скорости к։ и 
к2 характеризуют процессы (6) и (8).

Таблица 3
Значения Еа термоин активации холинэстераз

Фермент Еа, ккал/моль Еа, ккал/моль

Ацетилхолннэстераза 
мозга крыс

Бутирилхолинэстераза 
сыворотки лошади

68+15

И 4+8

78+19

73+17

Описанные агрегаты могут образоваться с участием разных функ
циональных групп, маскированных в нативной структуре белка и осво
бождающихся только при развертывании его глобулярной структуры в 
процессе денатурации. Вероятно, что в качестве стабилизирующего ком
понента могут выступать любые белки, которые денатурируются в дан
ных условиях. Реакционной схемой (6—8) можно объяснить также ки
нетику денатурации ЛХЭ мозга, однако в этом случае Еа для стадии 
(6) и (8) одинакова. Следовательно, количество тех решающих взаимо
действий, которые определяют стабильность белка в состояниях N и 
ND,, существенно не меняется, в чем может сказываться роль связи 
этого белка с мембранной структурой.

THERMAL INACTIVATION OF ACETYLCHOLINESTERASE PROM 
Ri\T BRAIN AND BUTYRYLCHOLINESTERASE FROM

HORSE SERUM

SEPP A. V., KRAUSBERK T. ||„ jARV J. L.

Chair of Organic Chemistry, Slate University, Tartu, Estonian SSR

The kinetics of thermal inactivation of two different cholinesterases, 
the membrane-bound acetylcholinesterase from rat brain and the water- 
soluble butyryicholinesterase from horse serum has been investigated at 
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various temperatures. For both enzymes the inactivation reaction can be 
described as a combination of two first-order processes with different 
rate constants. These rate constants as well as the ratio of the rapidly 
and slowly inactivating enzyme quota depend strongly upon temperature. 
The activation energy (E3) for the initial step of butyrylcholinesterase 
Inactivation is remarkably high, that of the slow step is lower and is 
close to the appropriate values for both slow and rapid steps of acetyl
cholinesterase inactivation. This great change of the reaction rate during 
the denaturation process as well as the change of the Ea in the case of 
butyrylcholinesterase may be explained by formation of a complex bet
ween the native and denatured protein molecules that stabilizes the na
tive protein against thermal inactivation.
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ВЛИЯНИЕ ОТРАВЛЕНИЯ КРЫС ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИМ 
ИНГИБИТОРОМ АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ НА АКТИВНОСТЬ 

№+, К + -АТРазы ГОЛОВНОГО МОЗГА

КАЗЕИНОВ А. М., МАСЛОВА М. И, САВИНА Г. В., ШАЛАБОДОВ А. Д.

Изучена активность АХЭ и Иа + , К-*-АТРазы в коре больших полушарий 
-мозга крыс в разные сроки после отравления животных фосфорорганическим ингиби
тором АХЭ Гд-7 (0,5 мкмоль/кг). Активность АХЭ через 2,5 ч после отравления бы
ла ингибирована на 85%; в первые двое суток фермент быстро реактивировался: до 
50 и 60% от исходного уровня соответственно через 24 и 48 ч. После введения жи
вотным Гд-7 в общей митохондриальной и микросомной фракциях коры больших по
лушарий уже через 2,5 ч было обнаружено повышение активности Ь’а ■ , К Ь-АТРазы. 
В митохондриальной фракции активность Ыа + , К+-АТРазы оказалась повышенной 
в течение последующих двух суток и была наибольшей через 24 ч (132% от нормаль
ного уровня). Изменения в активности № + , К -АТРазы наблюдались только в слу
чае обработки фракций мозга дезоксихолатом натрия.

В настоящее время системе холйнорецептор—ацетилхолин—АХЭ 
приписывают ведущую роль в процессе проведения нервного импульса 
в холинергических синапсах НС [1—3]. Этот процесс нарушается при 
.отравлении животных фосфорорганическими ингибиторами (ФОН) в- 
результате инактивации АХЭ и накопления избыточных количеств ме
диатора ацетилхолина (АХ) в синапсах [1].

При тяжелом отравлении ФОИ выжившие животные довольно бы
стро адаптируются, несмотря на почти полное ингибирование АХЭ го
ловного мозга; однако мало известно о компенсаторных биохимических 
механизмах этой адаптации. Следует отметить, что при действии АХ и 
других холиномиметиков в высоких концентрациях, а также антихо- 
линэстеразных соединений развивается стойкая деполяризация постси
наптической мембраны вследствие повышения проницаемости мембран 
для одновалентных катионов и изменяется внутриклеточное соотноше
ние ,\!а+ и К+ [1]. Логично предположить, что для восстановления нор
мального трансмембранного потенциала постсинаптической мембраны 
должны изменяться процессы активного транспорта одновалентных 
катионов, за который ответственна Ыа+, К+-АТРаза, играющая веду
щую роль в генерации клеточного потенциала [4].

В литературе имеются единичные сообщения об изменении ак
тивности 1Ха+, К + -АТРазы при отравлении животных ФОИ. Так, в 
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работе Jovic и соавт. [5] было показано, что отравление животных 
смертельными дозами зомана и диизопропилфторфосфата сопровож
дается снижением активности Na+, К+-АТРазы головного мозга на 
30—40%. При хроническом (на протяжении 12—24 недель) отравле
нии крыс диизопропилфторфосфатом Glow и соавт. [6] наблюдали 
активацию Na+, К+-АТРазы в микросомах головного мозга.

В этой работе мы попытались проследить характер изменения 
активности Na+, К+-АТРазы в головном мозгу крысы в первые двое 
суток после отравления животных легкопроникающим в мозг ФОН 
Гд-7—[(СН3) (C2I-l5O)P(O)CH2CH2SC2I-I5] [7] в дозе, которая вызы
вает тяжелое, но не смертельное отравление.

Материалы и методы

Работа была выполнена на белых крысах-самцах массой 180 
250 г, которым внутримышечно вводили Гд-7, разведенный на физио
логическом растворе. Контрольным животным вводили .физиологи
ческий раствор в таком же объеме. После введения ФОИ крыс за
бивали декапитацией через 2,5; 24 и 48 ч, и для исследования брали 
смешанную (артериальную и венозную) кровь и головной мозг. Моз։ 
после декапитации быстро извлекали, на холоду освобождали от обо
лочек и выделяли кору больших полушарий. Затем ткань гомогени
зировали в 9-кратном объеме 0,25 М сахарозы на 0,05 М трис-буфере 
(pH 7,4) в стеклянном гомогенизаторе с тефлоновым пестиком. Ядра и 
неразрушенные клетки удаляли путем центрифугирования в течение 10 
мин при 600 ". Надосадочную фракцию разделяли далее на общую ми
тохондриальную и микросомно-цитоплазматическую фракции центри- 
фугированием при 10000 g в течение 20 мин.

В полученных фракциях определяли активность АХЭ по мето
ду Ellman [8] в нашей модификации [9], содержание белка по мето
ду Lowry 110] и активность Mg2՜1-АТРазы и Na+, К+-АТРазы [11]. 
Для выявления максимальной активности АТРаз использовали мето
дический прием, заключающийся в предварительной обработке фрак
ций мозга детергентом дезоксихолатом натрия (ДОХ) с целью разру
шения замкнутых мембранных структур, -которые образуются при го
могенизации и могут «экранировать» активные центры мембраносвя
занных ферментов [11, 12]. Для этого к 0,2 мл изучаемой фракции до
бавляли 0,2 мл 0,25% раствора ДОХ, приготовленного на 0,25% М 
растворе сахарозы в 0,05 М трис-буфере (pH 7,4) и инкубировали 
30 мин при комнатной температуре. После этого общий объем про >ы 
Доводили до 2,0 мл раствором сахарозы, и 0,1 мл получившейся смеси 
вводили в инкубационную среду для определения активности АТРаз 
(общий объем 0,4 мл). Инкубация продолжалась 30 мин при 30.
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Результаты и обсуждение

В предварительной серии опытов была подобрана максимально 
■переносимая крысами доза Гд-7. Она составила 0,5 мкмоль/кг массы 
животных. Первые признаки интоксикации развивались через 25—30 
мин и проявлялись в беспокойстве животных и выраженном бронхо
спазме. Еще через несколько минут развивались фибрилляция мыши 
и парез конечностей. Через 2—2,5 ч признаки интоксикации начинали 
■ослабевать, а еще через 1 ч крысы начинали активно двигаться и на 
следующий день практически не отличались от контрольных.

Таблица I 
.Активность АХЭ (мкмоль/мг Оелка/ч) головного мозга и ХЭ (мкмоль/мл/ч) крови в 

разные сроки после отравления крыс Гд-7

* в скобках указана относительная активность АХЭ и ХЭ в % к контролю

Ткань Контроль

—------- ■■ ■ -——----------------------------------

Срок после введения Гд—7

2,5 ч 
п—7

2-1 ч 
и =7

48 ч
п = 6

Общая митохондри
альная фракция 
коры больших по
лушарий

Микросомно-цито
плазматическая 
фракция коры боль
ших полушарии

Кровь

3.08+0,18

2,27+0,17

52.5+1,4

0.52+0,05 
(17%)’

0,25+0,02 
(11%)

3.0+1,1 
(5,5%)

1,70±0,07 
(55%)

1.14+0,06 
(50%)

13,5+2,3
(26%)

2,00+0,12 
(65%)

1,33+0,69 
(57%)

31,0+0,9 
(59%)

При .изучении активности АХЭ в головном мозгу и холинэстеразы 
(ХЭ) крови у отравленных крыс были получены следующие результа
ты (табл. 1). Гд-7 в дозе 0,5 мкмоль/кг вызывал через 2,5 ч угнетение 
активности ХЭ крови на 95%, а активности АХЭ мозга приблизитель
но на 85%. В первые два дня после введения животным ФОН наблю
далось довольно быстрое восстановление активности АХЭ в головном 
мозгу и ХЭ в крови, причем в мозгу реактивация АХЭ за первые сутки 
составила около 45%, за вторые—около 10%, а в крови соответ
ственно 20 и 35%. Такое быстрое восстановление активности фосфори
лированной АХЭ наблюдали и другие исследователи [13, 14]. приме
нявшие сходные по химическому строению ФОМ. Считают, что это про
исходит в основном за счет спонтанной реактивации фермента.

У контрольных и отравленных Гд-7 животных в обшей митохон
дриальной и микросомно-цитоплазматической фракциях была опреде
лена активность М§г+-АТРазы и Па4՜, К+-АТРазы до и после инку
бации их с ДОХ. В необработанных ДОХ митохондриальной и мик
росомной фракциях коры больших полушарий контрольных живот
ных активность №*, К+-АТРазы составила соответственно 1,44 и 0,77 
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мкмоль/мг белка/ч и была приблизительно в 2 раза меньше, чем ак
тивность М§2+-АТРазы. После инкубации обеих фракций с ДОХ про
исходило повышение активности Ма*, К+-АТРазы, причем это повы
шение оказалось более выраженным в митохондриальной фракции 
<в 5,6 раза), чем в микросомной (в 2 раза). Активность М2=*-АТРазы 
под действием ДОХ изменялась в меньшей степени: в митохондриальной 
•фракции она повышалась на 60%, а в микросомной снижалась в 2 раза 
(табл. 2).

Таблица 2
Влияние отравления крыс Гд-7 на активность АТРаз (мкмоль/мг Селка/ч) а общей 

митохондриальной и микросомно-цитоплазматической фракциях коры больших 
полушарий головного мозга

■Фрак
ция

Ферментатив
ная активность

Де-
Срок после введения Гд-7

тер
гент ,п = 10

2,5 ч п=7 24 ч п=7 48 ч п~6

О
бщ

ая
 ми

то


хо
нд

ри
ал

ьн
ая

 1

- АТРаза

М§2 4--АТРаза

№+, К ь.АТР
аза

дох 
дох 
дох

4,70+0,17
13,28x0,42
3 24+0,14
5,19+0,32
1,44+0,07 
8,09+0,32

4.80+0,25
14,83+0.74
3,43+0,24
4.82+0,32
1,45+0.13

10.05+0,52**

5,37+0,26
15,90+0,57
3,75+0,16
5.21+0.36
1,60+0,11

10,69+0.30***

5.10+0,13 
14,62+0.33
3,49+0,14
5.05+0,20
1,61+0,06
9,56+0,45*

М
ик

ро
со

мн
О

- 
ци

то
пл

аз
ма

ти
- 

че
ск

ая

£ АТРаза

М22+-АТРаза

№+, К+-АТР- 
аза

дох 
дох 
дох

1,92270,05 
2,12+0,11 
1.15+0.05 
0.62+0,05 
0,77+0,05 
1.50+0,14

2,12+0,06
2 60+0,16
1,43+0,15 
0,67+0,04
0,79+0,04
1,92+0,15*

1,93+0,07 
2,49+0.20 
1.19+0.06 
0,66+0.04 
0,74+0,04 
1,83+0,22

1,73+0,10 
1.95+0,07 
1,07+0,09 
0,67+0.05 
0,65+0,02 
1,27x0.05

* р<0,05; »* Р<0,01; *** р<0.001

В табл. 2 представлены также данные активности Мд:+-АТРазы 
■и №+, К+-АТРазы во фракциях коры больших полушарий мозга 
крыс в разные сроки после отравления животных Гд-7. Следует от
метить, что изменений активности Ха+, К+-АТРазы в необработанных 
ДОХ фракциях мозга через 2,5; 24 и 48 ч после введения ФОИ по 
сравнению с контрольными животными не было обнаружено. Одна
ко в случае применения ДОХ имело место повышение активности 
Ка+, К? -АТРазы в микросомной фракции уже через 2,5 ч после введе
ния животным Гд-7 (па 28%), которое сохранялось чере 24ч, однако 
через 48 ч активность фермента снижалась до уровня ниже исходного. 
Заметный прирост активности Ма+, К+-АТРазы, выявляемой с по
мощью ДОХ, наблюдался в общей митохондриальной фракции коры 
больших полушарий уже через 2,5 ч (на 23%) и особенно через сутки 
(на 32%); активность фермента оставалась ^повышенной и черео 48ч 

<на >8%). Активность М&=+-АТРазы в обеих фракциях коры больших 
полушарий не изменялась как в случае определения ее в исходных 
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фракциях, так и во фракциях, обработанных ДОХ. Приведенные дан
ные свидетельствуют о том, что при отравлении ФОИ АХЭ Гд-7 в мито
хондриальной и микросомной фракциях коры больших полушарий крыс 
имеет место повышение активности Иа+, К+-АТРазы.

Как известно, в общей митохондриальной фракции 80% актив
ности Иа*՜, К+-АТРазы сосредоточено в синаптосомах, а остальная 
часть—в крупных фрагментах плазматической мембраны [15, 16]. В 
микросомной фракции большая часть фермента сосредоточена в мел
ких фрагментах плазматической мембраны [17]. Таким образом, 
можно сделать вывод, что обнаруженная активация Ка*՜, К'-АТР- 
азы под действием ДОХ в митохондриальной фракции происходит 
за счет разрушения (или повышения проницаемости мембран) синап- 
тосом й крупных везикул плазматической мембраны, а в микросом
ной фракции—за счет дезинтеграции мелких везикул плазматической 
мембраны.

Обнаруженные изменения активности Ыа+, К-АТРазы не были 
обусловлены гипоксией, которая имеет место при отравлении ФОИ 
так как в специальной серии опытов, в которой животных подвергали 
воздействию гипоксической гипоксии (экспозиция в течение 2 ч вв оз д е й ст в՛ л ю ри п о кс i i ч ес к о и
барокамере при разрежении В03духа> соответствующем 8000 м над 
уровнем моря), не было обнаружено изменения активности этого фер 
мента, а также активности АХЭ. “ '"е" 

Можно сделать вывод, что выявляй,,,....... »,. , < тп - ченные изменения активностиNa՛՝, Кт-АТРазы в больших полушапияу՝ _ 1 риях мозга при отравлении
вотных Гд-7 являются следствием действия самого ФОИ 

Работами Елаева и соавт. [18—201 пт,-,.. ՛ ... . ч ,,v J Оказано, что как III vivo,и в модельной системе in vitro АХ и дпугпо1 у1 не холиноМ’Н1метичеокиещества способны в короткие сроки (в тГ.։т„„„.,. ,' ‘ечение 1,5 ч) активировать
Na՜5՜, К+-АТРазу, а также синтез РНК н
В исследовании Clouet, Waelsch [21] продемон ' Ht,’BllblX кле|ках-

■— на 90% вьюываХ РИр0ВаН°’ ЧТ° УГ"еТС՜ 
вает ускорение включения мозга в первые двое суток1 } rQK после введения ФОИ жи-

жи-

так
ве-

ние АХЭ мозга крыс ФОИ
’■С-лизина в белки 
вотны-м.

Основываясь 
шение активности 
Гд-7, обусловлено

на этих работах, можно предположить, что повы- 
Иа+, К+-АТРазы, выявленное при отравлении крыс 
индукцией синтеза ферментативного белка в нерв- 

IX клетках, причем это свойственно лишь той части фермента, кото
рая выявляется после обработки субклеточных фракций ДОХ и, сле-
довательно, сосредоточена в непроницаемых для АТР везикулярных, 
структурах плазматической мембраны.

Быстрое, уже через 2,5 ч, повышение активности Na+, К+-АТР- 
азы в митохондриальной фракции, где ферментативная активность ло
кализована преимущественно в митохондриях синаптосом, также мож
но объяснить индукцией синтеза фермента, если учесть, что спнаптосо-
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мы, выделенные из коры больших полушарий крыс, содержат РИК и 
обладают собственной белоксинтезирующей системой, которая локали
зована в синаптосомных митохондриях и мембранных компонентах 
[22]. Высказанное предположение требует дальнейших эксперимен

тальных подтверждений.
Использование детергентов при определении активности Na+, К+- 

АТРазы выявляет значительно большую, чем в интактном гомогенате, 
ферментативную активность и исключает ее зависимость от проницае
мости мембран, что особенно важно при изучении влияния различных 
֊■экспериментальных воздействий на ферментативную активность.

EFFECT OF ORGANOPHOSPHOROUS INHIBITOR OF 
ACETYLCHOLINESTERASE (AChE) ON THE ACTIVITY OF 

BRAIN Na+, K+-ATPase

KAZENNOV A. M., MASLOVA M. N.. SAVINA О. V., SCHALABODOV A. D.
1. M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, 

USSR Academy of Sciences, Leningrad

The effects of organophosphorous compound Gd-7 (0.5 mcmoles/kg, 
л. m) on the activities of AChE and Na+, K + -ATPase in rat cerebral cor
tex have been studied in vivo. This dose of Gd-7 induced a heavy 
but not lethal intoxication. The activity of AChE was inhibited by 85% 
in 2,5 h after injection and restored to 50% and 60% of the normal le
vel in 24 and 48 h, respectively. The injection of Gd-7 caused a sig
nificant increase in the activity of Na+, К+ -ATPase from crude mitochon
drial and microsomal fractions; the most pronounced one in the crude 
mitochondrial fraction—132% of the normal level (80% of the enzymic 
activity was detected in synaptosomes). These changes in the activity 
of Na+, K'-ATPase were observed only after treatment of the particulate 
fractions with sodium desoxycholate disrupting the vesicular membrane 
structures.
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«Нейрохимия», т. 2, № 3, 1983

УДК 577.175.52-1-577.175.73 +577.175.82/8

ВЫДЕЛЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА КАРДИОАКТИВНОГО 
ТРИПТИЧЕСКОГО ФРАГМЕНТА БЕЛКА-НОСИТЕЛЯ 

НЕЙРОГОРМОНА «С».

СРАПИОНЯН Р. М„ СААКЯН С. А., СААКЯН Ф. М„ ГАЛОЯН А. А.

Из трипсинового гидролизата кардиоактивного гликопротеина—1носителя нейро
гормона «С», используя ионообменную хроматографию, гель-фильтрацию через глици- 
намидироваиный сефадекс С-10, бумажную хроматографию и жидкостную хромато
графию высокого давления, удалось выделить гликопептид, сохранивший нативную 
коронарорасширяющую активность. Указанный гликопептид является эффективным 
ингибитором фосфодиэстеразы сАМР мозга 1! структурно близким, по данным масс- 
спектрального анализа, нейрогормону «С» соединением. Наличие углеводного компо
нента в нем подтвердилось качественной реакций Шнффперйодаой кислоты. Соотно
шение глюкозамниов и галактозаминов приблизительно равно 2,5. Среди аминокислот
ных остатков преобладают серии, глицин и аспарагин.

Можно полагать, что в состав гликопептида входит гетеросахаридная цепь, со
стоящая из глюкозы, глюкозамнна и галактозамина.

В настоящее время в литературе накоплен большой фактический 
материал о предшествующих формах гормонов как продуктах прямой 
трансляции в их биосинтезе и трансформации в клетках путем протео
лиза в гормоны, секретируемые железами в кровь [1—5]. При раз
личных функциональных состояниях ЦНС крупные молекулы, подвер
гаясь гидролизу 'Пептидазами, образуют новые эндогенные биоактив
ные соединения.

В качестве примера можно указать на гликопептид [6, 7], выде
ленный нами из триптического гидролизата кардиоактивного глико
протеина—носителя нейрогормона «С», описанного ранее [8, 9]. Ука
занный гликопептид представляет несомненный интерес, поскольку не 
только обладает эффективной способностью расширять коронарные 
сосуды, но и вызывает значительное ингибирование фосфодиэстеразы 
сАМР мозга и принимает участие в регуляции активности фосфорил
азы в различных органах у крыс [ 10]. Кроме того, как показали резуль
таты масс-спектрального анализа, гликопептид является соединением 
[7], структурно близким нейрогормону «С», который ранее был обна
ружен в нативной форме в составе низкомолекулярных соединений ук
сусно-кислого экстракта гипоталамической части мозга [11].

Исходя из вышесказанного, было целесообразно дальнейшее изуче
ние этого соединения вести в сравнительном аспекте. Некоторые итоги 
этих исследований изложены в настоящем сообщении.
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Материалы и методы

В работе были использованы следующие реактивы: трипсин, дваж
ды перекристаллизованный, фирмы «\Vortington» (США), диметил- 
формамид фирмы «Merck» (ФРГ), додецилсульфат натрия, какодило
вая кислота и водорастворимый карбодиимид фирмы «Ferak», гли- 
цинамид фирмы «Diskinson and Со.» (США), сефадексы G-100, 
G-50, G-25, G-10 фирмы «Pharmacia» (Швеция), диэтил аминоэви л цел
люлоза фирмы «Whatman» (Англия), амфолины «LKB» (Швеция).

Гель-фильтрацию белков проводили на колонке с сефадексом 
G-100, размерами 2X50 см, а для разделения триптических фрагмен
тов использовали G-25, G-10 и глицинамидированный сефадекс G-10. 
Фракции собирали на коллекторе типа SF-62 (ЧССР) со скоростью от 
10 до 60 мл/ч. В качестве элюирующего буфера применяли борно-борат- 
ный буфер (pH 8) и бидистиллироваиную воду, которые подавались мик
ронасосом типа 6017 (ЧССР). В качестве маркера использовали 
0,01%-ный раствор голубого декстрана. Глнцинампдированную обра
ботку сефадекса G-Ю вели по методу Greig и соавт. [12] с некоторыми 

модификациями [13].
Ионообменную хроматографию проводили на анионите ДЭАЭ-цел

люлозе. уравновешенной 0,005 М натрий-фосфатным буфером, pH 6,5. 
Применяли линейную градиентную элюцию по соответствующей схеме, 
где значительный градиент концентрации соли сочетался с неболь
шим понижением pH буфера от 6,5 до 5. Скорость элюции составляла 

20 мл/ч.Диск-электрофорез на ПААГ проводили в системе гелей по Мау
реру [14] по методу Davies [15]- Продолжительность фореза составля
ла обычно 3 ч при силе тока в 4 мА на трубку. Окрашивание гелей 
проводили 0,5%-ным раствором амидочерного 10 В в течение 30 мин.

Идентификацию гликопротеинов осуществляли по методу Zacha- 
rius и соавт. [16] с некоторыми изменениями. Полиакриламидные гели 
обрабатывали 10%-ным ТХУ в течение 30 мин, отмывали несколько раз 
дистиллированной водой, окисляли углеводы 1%-ным 1\1О„ в 3%-ной 
СНзСООН в течение 30 мин при 0°. Далее промывали 30 мин 
под струей воды и оставляли на ночь в 7%-ном растворе СН3СООН. 
Отмытые гели окрашивали реактивом Шиффа (0,5 М K3S2O5 в 1н. HCI) 
в течение 1 ч в темноте при 20°. Затем 3—4 раза промывали 1%-ным 
раствором Na-м-бисульфита в 0,1 и. НС1 (по 10 мин). По появлению ок
рашенных в малиновый цвет зон судили о наличии гликопротеидов.

Содержание белка определяли по методу Lowry и соавт. [17]. Оп
ределение оптической плотности растворов производили через 1 ч после 
приливания реактива Фолина на фотоколорн-метре типа Н-57 при 

525 нм. , ,Изоэлектрофокусирование проводили на приборе фирмы «LKB» в 
колонке объемом 110 мл при температуре 4°. Испытуемые образцы пере
водили в 3%-ный раствор амфолинов с интервалами pH 5—7 при сту
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пенчатом изменении напряжения. Продолжительность фокусирования 
составляла 48 ч, конечное напряжение—500 В, сила тока—0,8 мА-

Ферментативный гидролиз трипсином и химотрипсином проводили в 
аммонийбикарбонатном буфере, pH 8, в течение 18 ч; пепсином—в бу
ферной смеси растворов муравьиной и уксусной кислот, pH 2. Соотно
шение фермент—субстрат поддерживали 1:80.

Нисходящую хроматографию на бумаге FN-11 осуществляли в си
стеме растворителей бутанол—уксусная кислота—вода (4:1:5)-

Биологическое тестирование проводили in situ на кошках под уре
тановым наркозом по методу Morawitz, Zahn [18].

Аминокислотный анализ проводили на автоматическом анализа
торе фирмы «Liquiment» (ФРГ). Гидролиз испытуемых образцов вели в 
5,7 и. НС1 в запаянных ампулах при 110° в течение 24 ч. Исполь
зовали ионообменную смолу ДС-6А «Durrum» в колонке размера
ми 0,45X35 см. Анализ проводили в ступенчатом градиенте Na-цитрат- 
ного буфера: 0,2 М, pH 3,25; 4,25; 1,1 М, pH 7,9. Скорость элюции—20 мл/ч. 
Эта часть работы выполнена в лаборатории химии белка Института 
бпоорганпческой химии АН СССР.

Углеводный анализ метилированного, ацетилированного и силлпро- 
ванпого производных гидролизованного в 4 н. НО образца проводили в 
капиллярной колонке хроматографа размерами 0,5X0,5 ммХ45 см, с фа
зой SE—30. Газ-носитель—гелий 0,5 мл/мин. Температурный режим— 
140—220°, градиент—1—2° в мин, Детектор—пламенно-ионизационный. 
В качестве стандарта использован маннитол-

Аминосахара определяли на анализаторе «Liquiment Labatron» 
(ФРГ), па колонке размерами 0,4X10,5 см со смолой ДС-6А (США) в 
0,35 М Na-цитратном буфере, pH 5,28, скорость элюции—20 мл/ч. Де
текция с помощью О-фталевого альдегида в 0,4 н. растворе боратного 
буфера, скорость—10 мл/ч.

Результаты и обсуждение

Выделение и очистка. Электрофоретически гомогенный коронаро- 
расширяющий белок-гормопальиый комплекс, условно обозначенный на
ми как БИС, изолировали из гипоталамусов крупного рогатого скота по 
схеме (рис. 1), описанной ранее [9]. После диссоциации низкомолеку
лярных соединений в результате диализа белка против 0,1 и. раствора 
уксусной кислоты в течение 48 ч при постоянном встряхивании его дена
турировали кипячением, либо инкубировали с 6 М мочевиной. Затем бел
ковый раствор охлаждали до 37° и добавляли к нему трипсин, разведен
ный в аммоний-бикарбонатном буфере. Фермент-субстратное соотноше
ние равнялось 1:80. Ферментативную реакцию приостанавливали после 
18-часовой инкубации, и продукты триптического гидролизата диффе
ренцировали гель-фильтрацией через сефадекс G-25. Дальнейшую 
очистку активного фрагмента производили с помощью бумажной хро
матографии, повторной фильтрации через глнцинамидированный сефа
декс G-10 (рис. 2).
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При гель-фильтрации продуктов триптического гидролиза БИС вы
являлось 5 фракций, пики которых отмечены в диапазоне 238—278 нм 
(рис. 3). При биологическом тестировании полученных фракций корона- 
рорасширяющая активность была обнаружена в III пике, элюируясь с 
колонки в третьем объеме элюента (300—320 мл). Фракция была ус
ловно обозначена как ТфБНС (триптический фрагмент белка-носителя 
нейрогормона «С»)- После хроматографии указанной фракции на бу
маге элюат зоны, соответствующей R( 0,15, где была обнаружена коро- 
нарорасширяющая активность, подвергали гель-фильтрации, используя 
сефадекс G-10. Материал пика, соответствующего IV-iMy объему элюен
та, представлял собой гликопептид с кардиотропной активностью.
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Рис. 1. Схема выделения и очистки 
кардиоактивных белков из гипотала

мусов крупного рогатого скота

рис. 2- Схема выделения и очистки 
кардиоактивного триптического 

фрагмента белка-носителя нейрогор- 
моча „С" (БИС)

ппонессе работы была обнаружена исключительная
Поскольку в бность ЭТого соединения, было целесообразно ис- 

адсорбирук>шая сп° м этапе очистки колонку с сефадексом 0-10, об- 
пользовать на П°СЛ А ндированием [13]. Эффективность применяемого 
работанную глиш показали результаты исследований, этим
способа была очев1у ’сь ПОлучнть гомогенный препарат ТфБНС в 
методом не только у • ОТДИССОциировать это вещество на две ак- 
адекватном количе ’еннЫе по порядку элюирования из колонки как 
тивные формы, о Они отличались друг от друга про-
ТфБНСз и ТфБНС, (рис. )■
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грилем элюций и спектральной характеристикой, выявляя, однако, 
одинаковую способность расширять коронарные сосуды. Действие этих 
соединений характеризуется достаточно длительным латентным перио
дом (рис. 5): коронарорасширяющий эффект начинался лишь через 
20—30 мин после введения препарата, достигая своего максимума на 
80-й мин. При этом отмечалось плавное динамичное нарастание коро- 
нарорасширяющего эффекта иа фоне некоторого падения кровяного 
давления и сильного увеличения объемной емкости крови, оттекающей 
из венозных сосудов сердца, приблизительно на 250—300% по сравне
нию с нормой. Аналогичным воздействием обладает кардиоактивный 
нейрогормон «С», выделенный из состава 'низкомолекулярных соедине
ний гипоталамуса крупного рогатого скота.

волн 200—350 НМ, на оси ординат— он- 
тическая плотность

^ж

ГО <0 во *00 120 “О 1Я>

Рис. -1. Профиль элюции ТфБНС че
рез глицинамидироваиньш сефадекс 
0-10, колонка размерами 1X50 см. 
Скорость элюции—10 мл час. На оси 

абсцисс—объем элюента, на оси 
ординат—поглощение при 200 нм

Дальнейшие работы были проведены с ТфБНС<, так как он прояв
лял большое сходство с нейрогормоном «С» по способности ингибиро
вать ФДЭ сАМР и активировать фосфорилазу в различных органах 
[10]. Структурные особенности, выявленные на основании масс-спек- 
трального анализа этих соединений, сделали правомочным предположе
ние о сходстве их строения [6]. Можно полагать, что дальнейшая де
струкция этого фрагмента с сохранением активного региона даст воз
можность выявить его структурную гомологию с нейрогормоном «С».

Аналогия ТфБНС.1 с нейрогормоном «С» выявлена и в резистент
ности по отношению к денатурирующим агентам, температурным и 
ферментативным воздействиям, растворимости в воде (pH 5,5) и раз
личных кислых растворителях (pH 2—4), проникновению через полу
проницаемую мембрану, характерной слабой нингидрин-лоложитель- 
ной реакции. Одной из уникальных особенностей ТфБНС<, так же, как 
и нейрогормона «С», является его высокая стабильность к действию
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щелочей, кислот и высокой температуры (до 105°). При всех описан- 
биологическую активность приблнзитель-

Рис. 5. Изменение объемной емкости крови 
за единицу времени при внутривенном вве
дении кошкам элюата ТфБНС. Наркоз—уре
тан с хлоралозой. На оси абсцисс—время в 
мин, на оси ординат—объемная емкость кро

ви в %

том, что ответ на вопрос, действительно 
,ляет сходство с нейрогормоном «С», был«и изучаемая фракция прояв...

потучен после попытки расшифровки химической структуры ТфБНС.,, 
п ! хромато-масс-спектральный анализ. Убедившись предвари-

используя Р снност11 препарата ТфБНС,, пропустив его через колон- 
ТеЛЬН°п жидкостного хроматографа, сияли спектр нативного и гидроли
ну газо-жид а ов ТфБНС.,. Сопоставление их величин свидетель- 
зованного "реПар птельн0 максимальном количестве кардиоактивного 
ствовало ° лизо‘ванном препарате, относящегося к ряду сложных 
вещества в > ^р соединений [6]. Качественное сходство масс-
циклических и ТфБНС, и одинаковое время удержива-
спектров нгнрогоР- ят ° нал,ичии в составе белкового носи-
И1,Я ОСНОйоНо°гормон «с»-подобного соединения.
ТеЛЯп ппоеменно можно было думать и о структурной гетерогенности 

Одноврс. „тпгп .ппедположения оыло определено наличие
ТфБНС,. ДлЯ "РазЦе'тфБНС, тюсле электрофореза в 7,5%-ном ПЛАТ 
УГЛеТом°Внерйодная кислота-реактив Шиффа [16]. Были получены 
методом пер4 е демонстриру10ЩИе наличие одной, окрашен- 
воспроизводимь Л свидетельствовало о наличии уг-

» г։ МЯПИНОВЫИ ЦВс!, оипи։, յн011 в малин ' та с целью вь1Яснения его состава был проведен 
автоматическом аминокислотном анализаторе,леводного 

химический анализ на
включающий раздельное определение аминокислот, гексозаминов и 

нейтральных сахаров^ восдеднее время количественный метод опреде-
Известно,что псл значительную эволюцию. Были преодо

ления гексоз . вязанные с определением и идентификацией этих ссе
лены трудности, с £ сокращением продолжительности анализа ог 
ДИНеНИ'15О хгиИ'Э] и повышением чувствительности от 250 до 1 нмоль 

исследуемого образн.а веден с0 стандартной смесью, состоящей из
Настоящий ана՜' , с 6, нижний снимок) и гидролизата 

1,5 нмоль гексоза. ^ят в К0ЛИЧестве 0,030 мг. При этих уело- 
ТфБНС,, где обРа3еЦпенИе ГЛЮкозаминов и галактозаминов за 140 и 
виях достигнуто отД ■ гпоТношение их было равйым приблизительно 
157 мин соответственно,
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2,5. Кроме того, в регионе между фенилаланином и лизином, а также 
гистидином и аргинином обнаруживаются два минорных пика (на ри
сунке отмечены стрелками), не совпадающие с аминокислотами и взя
тыми в качестве стандарта гексозами. Учитывая время выхода с ко
лонки, можно предположить, что они являются дисахаридами.

мо >55 ։аа 205 гл» 255 260 305 ою «и»

Рис. 6. Кривая анализа аминокислот, гексозаминов стандартной смеси 
(нижний снимок) и ТфБНС, (верхний снимок) после предварительного 

гидролиза 4 и. НС1 в течение 4 ч

Результаты общего углеводного анализа ТфБИСч продемонстри
ровали наличие глюкозы, выходящей двумя пиками, соответствующим 
её а- и р-формам (рис. 7).

Рис. 7. Кривая общего углеводного 
анализа ТфБНС.։. На осн абсцисс— 
время выхода глюкозы, на оси орди

нат—содержание сахара в нмоль

На рис. 8 приведена кривая аминокислотного анализа того же об
разца ТфБНСч, но уже подвергнутого гидролизу 6 н. НС1 в течение 
24 ч. Увеличение продолжительности времени гидролиза и концентра
ции НС! приводило к появлению целого ряда аминокислотных остат
ков, выходящих из колонки между глицином и лизином: аспарагина, 
серина, аланина, валина, пзолеицина, лейцина. Среди них отмечалось 
преобладающее содержание таких полярных аминокислот, как серин, 
глицин, аспарагин.

Резюмируя вышеприведенные данные, можно прийти к выводу о 
наличии в составе ТфБНСч гетеросахаридной цепи, состоящей из глю- 
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козы, глюкозамина и галактозамина. В настоящее время трудно одно
значно оценить функциональную значимость углеводной-части ТфБНС,, 
но можно, по крайней мере, утверждать, что она своей гидрофобностью, 
электрическими свойствами делает ТфБНС4 более стойким к различ
ным воздействиям (щелочным и температурным), сохраняя его биологи
ческую активность. Пока мы не располагаем точными сведениями отно
сительно места присоединения углеводной части к пептидной.

Рис 8 Кривая аминокислотного анализа ТфБНС4 после предваритель
ного гидролиза 6 л. НО в течение 24 ч

Из литературных данных известно о существовании различных ти
пов углеводно-пептидной связи, как, например: М-гликозидная связь, 
осуществляемая между углеводом Ы-ацетилглюкозамина и Ы-концевой 
амидной группой аспарагина; не менее распространенной является 
также О-гликозидная связь между Ы-ацетилглюкозамином, галакто- 
ЗОЙ, ксилозой и гидроксильной группой сеРн"а’ треонина, гидрокси- 
лизина, пидроксипролина и ряда других (- )• пашем случае, учитывая 
стабильность ТфБНС, при жестких условиях гидролиза, что может 
свидетельствовать о возможности наличия связи углевода с гидрок
сильной группой оксипролина и высокое содержание серина в нем, бо
лее вероятным кажется наличие О-гликозидной связи.

Другой нерешенной проблемой является место нахождения ТфБНС, 
в белке-предшественнике. Является ли он терминальным концом или 
же служит пептидно-дисульфидным мостиком, пока не выяснено. Воз
можно, что ТфБНС4—место опознавания предшествующе,-, биоактивной 
молекулы, в которой функциональная часть ковалентно присоединена к 
адресованному соединению. Дальнейшие исследования вмесут опре
деленную ясность относительно типа связи углевода с пептидом и его 
лолифункциональной роли-
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ISOLATION AND CHARACTERISTICS OF CARDIOACTIVE 
TRYPTIC FRAGMENT OF NEUROHORMONE “C“ 

PROTEIN-CARRIER
SRAPIONYAN R. M, SAAKYAN S. A., SAAKYAN F. M, GALOYAN A- A.

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

A coronary dilatory glycopeptide has been purified from trypsin 
hydrolyzate of cardioactive glycoprotein—the carrier of neurohormone 
“C“—by means of ion-exchange chromatography on DEAE-cellulose, 
o-el filtration on glycinamide Sephadex G-100, paper chromatography 
and high performance liquid chromatography. This glycopeptide is an 
effective inhibitor of brain cAMP phosphodiesterase and is structurally 
related to neurohormone “C“ (mass-spectral analysis). Staining by the 
periodic acid-Schiff reaction confirmed the presence of a carbohydrate 
moiety, glucosamine to galactosamine ratio Is approximately 2.5; serine 
glycine and asparagine residues are prevailing. Data obtained point to 
the presence of glucose, glucosamine and galactosamine containing he
terosaccharide moiety in this coronary dilatory glycopept.de.
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;Нснрохимио, т. 2, № 3, 1983

УДК 5-17.96.0?ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДА 6-СНА И ЕГО АНАЛОГОВ НА БИОЭЛЕКТРИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРОЛИКОВ
БАХАРЕВ В. Д„ САРГСЯН А. С., МИХАЛЕВА И. И.

-ЖсЬркты пептида 6-сна (ПДС) и некоторых
Исследованы эффеь1|ЦсфадоГраммы кроликов при

мощью регистрации г Показан0 чт0 пептид вызывает увеличение выражен- 
введении в различныхJI ’ амме в дозах 20-150 мкг/рг, отмечено наличие
пости б֊»0-™ в суММdP „ечыюсти животных к препарату. Из аналогов наиболее вы֊ 
индивидуальной чувств • слабым, чем у природного пептида, обладали цик-
раженным эффектом, х° D.^la3-DSIP. Показано, что действие пептида 6-сна у

(^'У искусственно депривированным сном более существенно.пнне годы значительное внимание уделяется исследова- В последние Сна, имек>щнх пептидную природу [1-6].эндогенных ф DS։p (Dena-Sleep Inducing Peptide)—был вы- Один из них — ИД • МОЗ(ГОвой венозной крови кроликов в проделен Monnier и со • ектростимуляцПей таламической области моз-цессе сна. вызв , нию авторов, этот пептид, имеющий структуру га. Согласно с , ■ Aia.Ser-Gly-Glu, вызывает при внутрижелудочко--G'y-G введениях увеличение выраженности медленных и внУтрИВ"'“(Ьалограмме животных и ряд поведенческих реакций, или 6-волн в энцеф-и^характерных для ст взаим0СВЯЗН между структурой и функцией это- С целью изу а п институте биоорганической химии им. М. М.го эндогенного Ф предпринят синтез ПДС и ряда его аналоговШемякина АН отооых схематически приведена на рисунке.[7, 8], стРУКТУРоам1Н0Ге„„ьгХ свойств ПДС, синтезированного՝в ИБХ им.Изучение со. ^ССР, привело к противоречивым результатам М- М. Шемякина •- ’обнаружен сильный эффект больших дозТак, с одной стор01 ’ и՝ценТральНом введении кроликам, кошкам ПДС (до 200 “МгЛЬ ругой стороны, попытки воспроизведения данных крысам [9— 11J • ■ ел„ к успеху. Так, например, введение препараMonnier и соавт. н 1 30 нмоль внутривенно .кроликам и кры։„,е 6 „„ [12J.сам не давало д0" 1 ивые дан„ые об активности ПДС появилисьСтоль же прОТ ренное действие пептида было подтверждено не и в. литературе, по. кошках, крысах и мышах при системсколькими авторами [Id 1OJ

его аналогов с по- 
внутрижелудочковол։

до-
крыс с

НИЯМ

Trp-Ala-1вом

сам не давало
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ном введении в дозах 30—80 нмоль. Более того, согласно последним сообщениям, это вещество в качестве лекарственного средства успешно используется при лечении людей с различными нарушениями сна [16, 17]. В то же время, опыты ТоЫег и ВогЬе1у [18] на крысах не выяви- ли достоверного действия ни при системном, ни при внутрижелудочковом введениях. В противоположность ожидаемому отмечалось по- вышение двигательной активности и уменьшение выраженности 6-волн в электроэнцефалограмме.В связи со столь неоднозначными результатами тестирования, полученными разными авторами, возникла необходимость дальнейшего исследования сомногенных свойств ПДС. Задачей настоящей работы являлось изучение влияния нативного пептида 6-сна и его аналогов на энцефалограмму животных (кролики, крысы) при внутрижелудочковом введении в различных дозах в нормальных условиях и в условиях стрессорных воздействий искусственной депривации сна.Материалы и методыВ 144 опытах на 48 кроликах породы шиншилла обоего пола массой 1,8+0,3 кг регистрировали электрокортикограмму до и «осле введения .препарата. Животные находились в условиях, ограничивающих их подвижность в свето- и звукоизолированной камере. Активный электрод вводили субдурально в крышу черепа над зрительной областью 1 „ • 0/17 г,ппр1 индифферентный—в носовые кокоры больших полушарии (17 поле;, ьсти Животное использовали не более чем в 3 экспериментах с промежутком не менее 7 суток. Пептиды растворяли непосредственно перед употреблением в стерильном физиологическом растворе и инъецирова- ? „„„„а ия стороне регистрации. В контрольнойли в боковой желудочек мозга на г ичасти опыта до препарата кроликам вводили в эквивалентном объеме физиологический раствор (0,04 мл) и регистрировали фоновую энцефа- лограмму в течение 45—60 мин.Регистрацию электрокортикограммы осуществляли монополярно с помощью чернилопишущего восьмиканального энцефалографа «Меди- кор 01-1751» и анализировали иа широкополосном анализаторе-интеграторе «Медикор-4657». Постоянная времени фильтров верхних частот равнялась 0,3 с, что соответствовало предельной частоте 0,53 Гц. Предельная частота фильтров низких частот-70 Гц. Полосы частот фильтрационных контуров анализатора составляли для 6-ритма - 1,5-3, е—4—7 а—8- 13 у—31—70 Гн- Оценка результатов, кроме графических ’.методов разделением суммарной биоэлектрической активности по полосам, осуществлялась также регистрацией показателей интегрирования с помощью трехзначного цифрового индикатора в мкВ/с. Параллельно с этим регистрировали электрокардиограмму и электромио-на жи-грамму шейных мышц. т-т-тг-В работе производили также исследование влияния ПДС вотных с искусственно депривированным сном. С этой целью во второй половине дня крыс в металлическом контейнере помещали на 12 ч в 273



холодильник, где они находились при температуре +4° до утра. Утром через 2—3 ч после՝того, как животные согревались при комнатной температуре, у них регистрировали электрокортикогра.мму. В фоне в боковые желудочки мозга вводили физиологический раствор, в опыте— ПДС из расчета 50 мкг/кг массы в объеме 15 мкл. В контрольной -серии ПДС и физиологический раствор вводили животным, которых не помещали в холодильник, а оставляли на 12 ч в контейнере при комнатной температуре.
( 2 3 4 5 6 7 89

Trp - Ala - Gly- Gly-Asp ֊ Ala - Ser- Gly - Gli.

---------------------------- ■---------------------------- TYr--------
---------------------------------------------- Туг---------------
--------------------------------------Туг-----------------------
-------------------Ava------------------------------------------ -----

Gly-Pro —-------------------------------------------------------------
----- D-Ala----------------------------------------------------- 
------------- DA/a--------------------------------------------- 
--------------------- D-Ala-------------------------------------
---------- -------------------------------------------------- ■ Glu-NH, 
----------------------------- Asn--------------------------------

/ -Gly- ■ --------/

Ava= -NH-(CH2)4-C0-

Рис. Структура ПДС u его аналоговсна осуществляли также болевым раздражением, на- Депрнваиию хвост крыс жесткий металлический закладывая вечером на ^Полученные результаты обрабатывали общепринятыми ' статистики с вычислением средних величин, квадратичного отклонения, ошибок средних. Достоверность методами среднегоразличий ненивали с помощью критерия Стьюдента. В табли- опыта и контроля о значением средней величины приведена удвоен- цах рядом с основны. ПОЗВОЛяет быстро произвести ориентировочную ная ошибка 0ПЫ”’ 7 в сравнении с контролем [19].оценку достоверности в срРезультаты и обсуждениеБыло исследовано влияние ПДС и его аналогов на электроэнцефалограмму кроликов при внутрижелудочковом введении в различных дозах. Показано, что препарат вызывает увеличение количества б-волн в суммарной энцефалограмме, спектр колебаний смещался в область низких частот, б-волны становились более высокоамплитудными, появлялись медленные колебания с периодом более 2—3 с. Эти явления коррелировали с уменьшением активности миограммы шейных мышц и урежением частоты сердечных сокращений. При этом пептид274



оказался эффективным лишь в узком диапазоне доз: 20—150 мкг/кг массы животного. Дозы 3 мкг/кг и менее совершенно не влияли на прирост 6-волн. Дозы 1000 мкг/кг и более стабилизировали 6-волны, уменьшая их разброс во времени, но не вызывая абсолютного или относительного их увеличения. Оптимальные дозы препарата не всегда приводили к абсолютному приросту 6-волн: стабилизация их на фоне уменьшения суммарной биоэлектрической активности общей энцефалограммы делала их преобладающими в общем спектре. Увеличение б-волн относительно суммарной активности может быть обусловлено существенным уменьшением в общем спектре быстрых составляющих, в первую очередь так называемого а-, и особенно р-диапазонов. На диапазоны 0-, у-ритмов препарат не оказывал, заметного влияния.Пик основной активности препарата по 6-волнам наступал через 30—60 мин после введения. У некоторых животных через 2 3 ч после введения наблюдали активацию а-ритма, что позволило высказать нам предположение о двухфазностн действия препарата. Кроме того, анализ графических записей доказывает существование индивидуальной чувствительности животных к пептиду. Некоторые кролики к нему вообще не чувствительны или слабо чувствительны. Ориентировочно, по видам чувствительности кроликов можно разделить на несколько групп: 1—высокочувствительные, с преобладанием первой фазы деист- 11 , „„-ппото 6-волны в абсолютном значениивия препарата, под влиянием которо:
н „ Жаном в 1,5—2 раза и оолее. Втораяувеличиваются по сравнению с фоному „„^лтпмет полностью. Такие эффекты мыфаза активации а-ритма отсутствует т' „ ,, 17 % особей исследованной группы:наблюдали у 3 кроликов, то есть У /0 . ։„ ' „ ...атопых аосолютныи прирост -6-волн не2—среднечувствительные, у (которых 1

аа оап, „„«.ишо с фоном, и их можно разделить напревышает 20—30% по сравнению и н‘ через 60—90 мин после введения пеп-2 подгруппы: а) с преооладанием («н ", х |'б кроликов, то есть 33%); о) с преоо-тида 1-й фазы активации 6-воли (о м у / нюл 1 ол после введения пептида 2-и фазы актива- ладанием через 120—180 :мин нос-՛՝- I11%)- 3—низкочувствительные, у кото- ции а-волн (2 кролика, то есть п > ՝ и_ ՝ а„„„,,пз1отся, в основном снижаются а- и 8-рит-рых 6-волны почти не увеличиваю: н„ . „апи также выражена сла-оо, чаще отсут-мы; 2-я фаза активации а-волн ։■* гствует (5 кроликов, то есть 28%)- 4-нечувствительные (2 кролика, то еС?ЬСреди исследованных животных, включая и эксперименты с тести- 
„„„„„„„ „ааайпяпяпи особи 2а и 3 групп, реже встречались рованием аналогов, преоолада.՛1՛ г: г гживотные 1 и 4 групп, почти не встречались особи 26 группы.Выраженная индивидуальная чувствительность к препарату подтверждает факт, что ПДС не фармакологическое, а физиологически активное вещество, эффект которого зависит от исходного уровня функционального состояния ЦНС, ю есть от того, взято в эксперимент утомленное или отдохнувшее животное, от времени года и времени суток, пола животного, его возраста. По всей видимости, определяющим фактором эффективности препарата является активность дельтарптмоводя- щих систем, предположительно серотонинергических систем среднего мозга. 275



Опубликованные ранее результаты исследования ПДС на кроликах, кошках и собаках [11] были получены в осенне-зимний период 1978—79 гг., опыты проводились во второй половине дня и поэтому эффекты оказывались значительно более выраженными по сравнению с результатами данной серии, которая проводилась весной 1981 года, в основном, в первой половине дня.
Таблица !

Влияние ПДС и его аналогов на {(-диапазон энцефалограммы кролика*

о-активность н ефалограммы но ре
зультатам интегрировании в мкВ/сНазвание 

вещества

ПДС
Туг8-ПДС
Туг’-ПДС
Туг6-ПДС
Аэп5 ПДС 

(О1и-НН2)’-ПДС 
АтаЗЧ-ПДС 

(01у-Рго)։-ПДС 
О-А1а3-ПДС 
О-А1а<-ПДС 

Цикло-(О1у-ПДС)

контроль опыт

273+49 
֊28+51 
269+38 
207+32 
212+26
2,->0+47 
317+53 
329+35 
233+29 
202+48 
311±32

186+37** 
275+ 32
3 6+47 
221+54
299х3 >* 
232+39 
388 +27
401+42 
325+36*
230+56
385+23*

* кп мин после внутрижелудочковой инъекции 50 мкг/кг препарата в объе- 
«ере3Каждый аналог исследовали в 4-7 опытах па 3 кроликах, основной фай

ле 40 мкл. кажд 18 Кр0ЛИКах. Результаты, имеющие вероятность различия
тор—ПДС—в 51 опыта. более 0,99, помечены звездочкой, более 0,999—
с контролем по критерию сл-ыад 
двумя звездочкамиппс исследованные в таких же условиях, как и основноеАналоги ПДЬ, либ0 слабее природного фактора, либо полностью вещество, оказались активность аналогов представлена в табл. 1. неактивны. Сравнитыь’ ^дс и О-А1а3-ПДС проявляют наиболее Цикло-(О1У-ПДС), 5 в мя как аналоги Дуа3 ■ 4-ПДС, (О1у-Рго)‘ выраженный эффект, в 7_пдс> Туг6-ПДС и П-А1а4-ПДС пол- - ПДС—менее а1'т11в”вапог (С1и-№Н2)9-ПДС вызывал уменьшение коли- ностыо неактивны. ‘ .ал амме и проявлял слабое активирующее дей- чества 6-волн в энц^ь чт0 вь1СОКОчувствительные к ПДС кролики бы- ствие. Следует °™еТв11ИЯНиЮ аналогов, а нечувствительные животные ли чувствительны к исследовании аналогов. На основании полу-оставались таковых анализа литературных данных можно предполо- ченных РезУЛ-?1аТ°ляется лредставителем группы нейропептидов-кар- жить, что ПДС яа в в ф„зИологии, не пусковых, или адаптационно- динально новых в 1 ранее> а принципиально отличных от них,трофических, извест ° льН()му прОтвканию процессов, а в данном готовящих клетки к ^ки от нзбыточной афферентной импульсации. случае защищающих д ГОТОВНОСти и проявляется, в основном, при Их эффект зависит от УР меняя уровень готовности проте-его понижении. биологических реакций, ПДС способствует ону, кания нормальных Ф вызывает ее. Системные воздей-повышает готовность к реакции,276



ствия ПДС не могут быть ограничены одним лишь влиянием на сон, который является сложным, многокомпонентным процессом и тесно связан с организацией и запечатлением воспринимаемой информации. Не исключено влияние ПДС на другие интегративные процессы мозга, в частности на память.
Таблица 2 

Влияние ПДС из энцефалограмму крыс, лишенных сна*

Номер 
группы Условия эксперимента

Ко
ли


че

ст
во

 
кр

ыс

Суммарная 
биоэлектриче

ская актив
ность в мкВ/с

Показатель ин
тегрирования 

о-ритма в 
мкВ/с

1 Интактные крысы в
456+39контроле 8 214+21

2 Депривация сна низкой
температурой, введе
ние физиологическо
го раствора 6 327+47 214+25

3 Депривация сна боле-
вой импульсацией, 
введение физиологи
ческого раствора 6 403±26 202+39

4 Интактные крысы, 
введение ПДС 8 480+23 260+17

5 Депривация сна низкой
температурой, введе
ние ПДС ' 6 520+51 360+38

6 Де'прнвация сна боле-
вой импульсацией, 
введение ПДС б 496+38 310+11

* препарат вводили в боковой желудочек мозга в дозе 50 мкг/кг, в контроле- 
эквивалснтный (15 мкл) объем физиологического раствора. Вероятность различии вы- 

с «пне по критерию Стьюдента следующая:раженности 6-ритма у разных групп крыс »
№ 1— № 2—недостоверно;
№ 1—№ 3—недостоверно;
№ 1—№ 4—более 0,99;
№ 1—№ 5—более 0,999;
№ 1—№ б—более 0,999;
№ 4—№ 6—более 0,999;
№ 2—№ 5—более 0,999;
№ 3—№ 6—более 0,999;
X® 4—№ 5—более 0,999.Имеющиеся сообщения о неэффективности ПДС могут быть объяснены несоблюдением условий тестирования эффектов и способов хранения. В частности, тестирование длительно -хранившегося в растворе препарата [12] было заранее обречено на неудачу, так как пептид весьма неустойчив в растворе, подвержен воздействия.м микроорганизмов и других разруша10Ш1|Х факторов. Целесообразно исследовать эффекты пептида не вручную, не по 'изменению латентного периода появления б-волн [20]> не по сонным веретенам [12]. ас помощью соответствующей электронной аппаратуры, анализирующей энцефалограмму по заданным алгоритмам, позволяющей четко тестировать б-волны и другие компоненты энцефалограммы. Показанная индивидуальная чувствительность животных к ПДС подвергает сомнению 277 



результаты [20], полученные на трех кроликах. Результаты исследования эффектов ПДС у животных с нарушенным сном оказались следующими: он слабо влиял на энцефалограмму интактных животных, то есть статистически значимо, но ие постоянно, на некоторых крыс вообще не оказывал влияния. Значительно сильнее препарат воздействовал на крыс, лишенных сна, особенно помещенных в холодную среду. Энцефалографическое исследование до и после введения пептида у крыс после депривации сна болью в сравнении с контролем подтвердило выраженный эффект ПДС у животных с нарушенным сном (табл. 2). Следует отметить, что нарушения сна привели к относительному увеличению 6-ритма в энцефалограмме у животных после предварительной депривации- Тем не менее, с учетом этого факта прирост 6-колебаний после инъекций исследуемого вещества больше, чем у животных после введения пептида без депривации.Полученные результаты позволяют высказаться о большей эффективности ПДС в ситуации с предварительно сниженным уровнем функционирования системы сна, после искусственно вызванных нарушений. По-видимому, в зависимости от уровня функционирования будет и ответ организма на инъекцию препарата, а отсюда неоднозначность реакций, которые может вызвать ПДС.Воздействия холодом или болевым раздражителем являются комплексными факторами, поэтому ситуацию, возникающую вследствие их влияния, нельзя рассматривать как чистую депривацию сна. В то же время длительное охлаждение и сильная боль являются мощными стрессорными факторами, а наблюдение за поведением животных и проведенные эксперименты с регистрацией энцефалограммы до и после инъекций препарата показывают неспецифические антистрессорные эффекты ПДС.
dpi TA-SLEEP INDUCING PEPTIDE AND ITS effect ofde, brain B1OELECTR1C ACTivity

analogs ON THE. K.
։1KHAREV V. D.. SARGSYAN A. S, MIKHALEVA I. I.

S M. Kirov Military Medical Academy, Leningrad
' ‘ ' institute of Bioorganlc Chemistry, USSR Academy of 

M. M. Shemyakin ■ StlenCes, Moscow

„ . m Delta-Sleep Inducing Peptide (DSIP) and its analogsThe effect o on rabbit electroencephalogram has been(intraventricular J mcCT/k<4 bw) makes delta waves more prominent studied. DSIP (2 dividUally sensitive to this compound),(the animals appea p and D-Ala3-DSlP proved to be the mostCyclo-(Gly-OSl )> .^0^ tested, although not as potent as DSIP. Itpotent analogs among extremely elfective in animals deprivedwas demonstrated that Dbn from sleep.
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ОЧИСТКА И ИЗУЧЕНИЕ СВОЙСТВ ВЫСОКОМОЛЕКУЛЯРНОЙ ' котАРАГИНОВОП ПРОТЕИНАЗЫ ИЗ МОЗГА КРУПНОГО 
АСПАНАШ РОГАТОГО СКОТА

БАРХУДАРЯН Н. а., АЗАРЯН А. В.

осаждение сульфатом аммония (30-70%), гель-фильтрацию па ко-Используя оса - - ф.шну10 хроматографию иа пеистатин-сефарозс; была
донке с ссфадекс . ,.омогеНном состоянии высокомолекулярная аспараги-
выделеиа в электроч I _ фермента определяли флуорометрически при pH 3,2, 
новая пР°теИИа33СТВ£Ксубстрата пиридоксилгемоглобии. М фермента 100 кД. К, отио- 
используя в качестве^ от1юсительио субстрата пиридоксилгемоглобииа-
сителыю пепстатина По ряДу свойств (pH оптимум, субстратная
Ю-5 М. Р1 5՛6’ а 011™т“ЛьН0сть к иигибиторам) фермент подобен катепсину И, вы- 
специфичность, чу ветвит ._ 
деленному из того же источника.

и паТологически измененных тканях различных жи- в н°РмальНЬ'оС||ОВНОЙ лизосомной аспарагиновой протеиназой—ка- 
вотпых наряду обнаружена высокомолекулярная аспарагиновая 
тепсииом О [1] ^00 кд)> классифицируемая одними авторами как
протеиназа (М. фермент [2-4]. другими-как димер или пред-
катепсин Е-подобныи [5_9].
шественник 'кат?ПСаботе сообщается об очистке и некоторых свойствах

В настоящей р гиновой протеиназы из коры больших по-
.ь,„™ол«УЛ«Г » юг/ „ого „ота.
лушарим мозга

Материалы и методы

, „.их полушарий мозга крупного рогатого скота получали К0РУЛ забоя животных и хранили при —20°. Навеску в 200 г в 
сразу после ого буфера, pH 3,9, содержащего 0,2% тритон
V И0 "гомогенизировали в гомогенизаторе типа Поттер, а затем нентри- 
А. Аии» 100000 &
фугировали 1 I при аминогексилсефарозы-4В. Активированную бром-

Приготовле стеклянном фильтре тщательно промывали хо-
цпаном ^аР°ЗУрованной водой. 3 г геля (мокрый вес) .растворяли в 
ЛОДНОИ дистиллпр пведварительно оттитрованном 6 н. НС1 до
3 мл Ю% Диамино мешнвали на магнитной мешалке в течение 24 ч

'г По“Х“"у» аичногекччАсефароАу-ЧВ промысли , л
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Пепстатин-аминогексилсефарозу-4В готовили из 3,5 мт пепстатина, 
2,1 мг N, N'-дициклогексилкарбодиимида и 1,2 мг N-гидроксисужцин- 
имида, которые растворяли в 1,5 мл N, N'-диметилформамида. Смесь по
мешивали 24 ч при 4° и к мей добавляли диоксиновую суспензию амино- 
гекснлсефарозы-4В. Реакция присоединения проходила при постоянном 
помешивании в течение 24 ч при комнатной температуре. После этого 
гель промывали последовательно 100 мл раствора диоксан: N, N'-ди- 
метилформамида (1:1); 300 мл дистиллированной воды, 300 мл 0,05 М 
трис-HCI буфером, pH 8,5, содержащим 1 М NaC!, снова дистиллиро
ванной водой и 100 мл 0,05 М цитратного буфера, pH 3,9 (уравнове
шивающий буфер при аффинной хроматографии). Несвязанный пел- 
статин в промывной жидкости определяли по торможению активности 
пепсина; для его удаления гель промывали 4 М мочевиной, затем урав
новешивающим буфером и упаковывали в колонку (0,8X5 см).

Электрофорез белков в 7,5%-ном ПААГ проводили по методу Da
vis [10] при 4°. Электродным буфером служил 0,025 М трис-глицино- 
вый буфер, pH 8,3. Электрофоретическое разделение вели 2 ч п.ри 4° и 
силе тока 5 мА на т.рубку.

Для проведения электрофореза в присутствии додецилсульфата 
натрия (ДС-Na) белок обрабатывали 5 мин кипячением в 1%-ном 
ДС-Na, приготовленном на 0,1 М фосфатном буфере, pH 7,4, содержа
щем 0,1%-ный (3-меркаптоэтанол. В электродный и гелевый буферы до
бавляли 0,1%-ный ДС-Na. Электрофоретическое разделение осуществля
ли в 10%-ном геле в течение 5—6 ч при комнатной температуре и силе 
тока 8 мА на трубку, затем гели фиксировали в 20 %-ной ТХ\, красили 
1%-ным раствором амидочерного Ю В в 7%-ной уксусной кислоте, от
мывая до обесцвечивания фона.

Количество белка определяли no Lowry и соавт. [11], используя 
в качестве стандарта бычий сывороточный альбумин. При фракциони
ровании на колонке с сефадексом G-100, хроматографии на пепстатин- 
сефарозе и при изоэлектрическом фокусировании содержание белка 
определяли, используя фотометр «Uvicord 2» (LKB, Швеция).

М белков определяли по методу Andrews [12]. Колонку с сефа
дексом G-150 (5X55 см), уравновешенную 0,025 М фосфатным буфе
ром, pH 7,6, калибровали с помошыо голубого декстрана (М 2000 кД), 
альдолазы (М 147 кД), щелочной фосфатазы (М 86 кД), сывороточно
го альбумина быка (М 67 кД)> овальбумина (М 45 кД).

Активность высокомолекулярной аспарагиновой протеиназы puipe- 
деляли флуорометрически [13], в качестве субстрата был использован 
гемоглобин, ковалентно связанный с пиридоксаль-5'-фосфатом (ПГ). 
Для определения ферментативной активности пробы объемом 0,6 мл, 
содержащие 0,05 М цитратный буфер, pH 3,2, 200 мкг субстрата ПГ 
и необходимое количество фермента, инкубировали при 37 в течение 
60 мин. Реакцию останавливали добавлением 0,15 мл 30%-ной ГХУ. По
сле центрифугирования при 5000 у pH проб доводили до 5,5 добавле
нием 0,3 мл 1 М натрий-нитратного буфера, pH 7,2. Количество кисло-
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торастворимых пептидов определяли флуорометрически на слектро- 
флуориметре фирмы «Farrand Optical Со Jnc.» (США). Флуоресцен
цию измеряли при 410 им (возбуждение при 330 нм). Контролем слу
жили субстрат и фермент, инкубированные раздельно. За единицу ак
тивности фермента принимали такое его количество, которое вызывает 

в течение 1 ч при 37° образование фосфоппридсксилпептида, соответ
ствующего по флуоресценции 1 нмоль пиридоксамина.

20 3 

!

WS
I

25. io 35 io 45 50

KfJ фракций

Рис. 1. Фракционирование белков из коры больших полушарий мозга 
осажденных сульфатом аммония (30—70%), на сефадексе 0-100 а—поо 
филь элюции гидролизата пиридоксилгемоглобниа при pH 32՛ эмоцию 
проводили 0,025 М фосфатным буфером, pH 7,6 со скоростью 40 мл/ч 
Цифрами обозначены лики эндопептидазной активности; б—оп[)е, ' ' 
М аспарагиновой протеиназы гель-фильтрацией на сефадексе 0-1.50՛ / 
альдолаза, 2—аспарагиновая протеиназа, 3— щелочная фосфатаза 4— г~ 
чин сывороточный альбумин, 5—овальбумин, УЕ — элюциоипый' °Ы

Уо—свободный объем " °®ьем՛

Действие фермента.на 1 %-ные белковые субстраты (бычин сы 
точный альбумин, у-глобулин, гемоглобин, протамин) аппечеп" СЫВОр°՜ 
мощью О-фтальдиальдегида при pH 3,2 [14]. ՝ ’ яли с 'по՜

в виде

ИЭФ проводили на колонке фирмы «Ь1\В» (Швецц 
ПО мл, используя амфолины (1%), обеспечивающие гралпе'нт и 
или 4—8 (смесь амфолинов с pH 4—6 и 6—8) и градиент Р 15 10 
ции сахарозы (40%—0). Образец белка наносили на .-п ՝онцентРа- 

а КОЛОНКУ 
компонента легкого раствора. ИЭФ продолжали 24 ч при 4° J 
НИИ 500 В. Эксперимент заканчивался, когда ток, пот-,,.. " напряже՜ 

— 'н°текающии через 
колонку, достигал постоянной величины. По окончании эл • ■ ■ ■
рования содержимое колонки собирали фракциями по 125՝' ' 
измеряли pH и ферментативную активность.

Результаты и обсуждение
Очистка фермента. Из коры больших полушарий головного мозга 

быка растворимые белки осаждали сульфатом аммония (30—70%) По
лученный осадок отделяли центрифугированием, растворяли в°ЗО мл 
0.025 М фосфатного буфера, pH 7,6 и наносили на колонку с сефадек-
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сом 0-100 (5X55 см), уравновешенную 0,025 М фосфатным буфером, 
pH 7,6. После гель-фильтрации на колонке с сефадексом 0-100 были 
получены два пика с эндопептидазной активностью при pH 3.2 (рис. 
1, а). Фермент, содержащийся во втором пике, был идентифицирован 
нами как катепсин Э с М 50 кД. Первый пик, обладающий более высо
кой М, выходил в свободном объеме колонки, его активность 
составляла 5% от общей активности, определенной после гель
фильтрации. В данной статье рассматриваются свойства первого 
лика (рис. 1, а. фракции 26—28). 40 мл раствора белков первого пика 
доводили концентрированной НС1 до pH 3,9 и наносили на колонку с 
пепстатин-сефарозой (0.8X5 см), уравновешенной 0.05 М цитратным 
буфером, pH 3,9, затем собирали вышедший белок и 'промывали колон
ку 0,05 М цитратным буфером, pH 3,9. Для элюции неопецифпчески 
сорбированных белков колонку промывали 0,05 М цитратным буфером, 
pH 3.9 с 0,5 М №С1. Далее колонку последовательно промывали ди
стиллированной водой и элюирующим буфером, 0,1 М На2СО3 с 0,5 М 
ИаС1, pH 8,0 (рис. 2). Было получено 0,4 мг очищенного фермента. Все 
стадии очистки проводили при 4 .

Рис. 2. Профиль элюции высокомолекулярной аспарагиновой протеиназы 
„а колонке с пепстатин-сефарозои (0,8X5 см). ( - - -)-активность фер
мента; (֊)-поглощение при 280 «Д Стрелка показывает начало 

цпи буфером, о,1 М №2СО3 с 0,5 М ЫаС1, pH 8,0
элю-

Характеристика препаратов фермента. При электрофорезе в ПААГ 
(7 5%) очищенного препарата фермента .получали 1 полосу. В случае 
электрофореза в ПААГ в присутствии ДДС-Ма и ₽-мерка.птоэтанола так
же получали 1 полосу, соответствующую М около 100 кД (рис. 3, а).

Методом ИЭФ установили, что высокомолекулярная аспарагиновая 
протеиназа имеет изоэлектрическую точку при pH 5,6.

При гель-фильтрации на колонке с сефадексом 0-150 аспарагино
вая протеиназа элюировалась одним симметричным пиком, который 
соответствует белкам с М 100 кД (рис. 1, б).

К исследуемого фермента в реакции гидролиза пнрндоксилгемог- 
•юбина по методу Лайнуивера-Берка равна ГО֊6 М.

283



Изучена чувствительность фермента к ингибиторам, “специфичным 
для разных классов протеиназ. Оказалось, что активность фермента 
практически не угнетается Ю՜3 ЛА п-хлормеркурибензоатом, ЭДТЛ, 
йодуксусной кислотой, днизспропилфторфосфатом. Ингибитор (пепсина 
р-фенилпируват в той же концентрации примерно на 50% ингибирует 
активность фермента. Пепстатин, который, как известно, является ин
гибитором пепсина, ренина, гастрина и катепсина О [15—17], .при 
низких концентрациях полностью ингибирует активность высокомоле
кулярной аспарагиновой протеиназы. Константа ингибирования (К1) 
фермента относительно пепстатина по методу Диксона равна 10՜ 8 М 
(рис. 4).

Исследование

Рис. 3. Электрофорез очищенных 
препаратов высокомолекулярной ас
парагиновой протеиназы (а) и ка
тепсина Д (б) в ПААГ (10%) в при
сутствии ДДС-Х'а и р-меркаптоэтлно- 
ла. /—М 100 КД; 2-50 кД; 35кД; 
4—15 кД. Образцы содержали 40 мкг 
высокомолекулярной аспарагиновой 

протеиназы и 60 мкг катепсина Д

-^-зависимости активности высокомолекулярной ас- 
■■ ппотеиназы показало, что максимальная активность фср- парагиновои прсие ■ Его субстратная специфичность тестирова- 

мента приходится на Р - белковь1х субстратбв-гемоглобина, альбу- 
лась с п0М0^Ьп1°11^ протамннсульфата. Полученные результаты показа

ли, что фермент лучше всего гидролизует гемоглобин, значительно ху 
же альбумин и у-глобулин (10 и 5% относительно гидролиза гемоглоби
на соответственно) и не расщепляет протаминсульфат.

Причислить исследуемый фермент к катепсину Е мы не 
как оптимум pH катепсина Е 2,5, он лучше расщепляет ал -°ЖеМ' 1ак 
гемоглобин, и является кислым белком—р! 4,1 [1, 18, 19^ ]^нн' ^еМ 
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свойств—pH оптимум, субстратная специфичность, чувствительность к 
ингибиторам—фермент подобен катепсину О (КФ- 3.4.23.5). выделен
ному нами из того же источника.

Казаковой и Ореховичем [8] из миомы матки был выделен катеп
син Э с М 95 кД. При электрофорезе в присутствии ДДС-К’а фермент 
дает фрагменты с М 15,8 кД, 28,6 кД, 45 кД. Этими же авторами были 
получены очищенные препараты катепсина Э из нормальной печени и 
селезенки, из опухолей селезенки и почки. Все они имеют М 45 кД. При 
электрофорезе в присутствии ДДС-К’а эти ферменты дают фрагменты с 
М 15,8 кД, 28,6 кД и незначительное количество белка с М 45 кД. Эти 
данные позволяют предположить, что высокомолекулярный катепсин Э 
из миомы матки имеет димерную структуру.

/Л
20-

Рис. 4. Определение величины К, относительно пепстатина. V—относитель
ная флуоресценция: (I)—нт пепстатина в пробе. 10 мкг фермента инкуби
ровали с набором концентраций пепстатина (I 20 нг) в течение 10 мни 
при комнатной температуре, затем добавляли 200 мкг или 400 мкг суб

страта (ПГ) и инкубировали в течение 1 ч при 37°

Препараты выделенной нами высокомолекулярной аспарагиновой 
протеиназы при электрофорезе в ПААГ в присутствии ДДС-Ма и В-мер- 
каптоэтанола не распадаются на фрагменты. Это говорит о том, что вы
сокомолекулярная аспарагиновая протеиназа из коры больших полу
шарий мозга не является димером катепсина О из того же источника. 
При электрофорезе в ПААГ в присутствии ДДС-Ка препарата катепси
на О, выделенного из коры больших полушарий головного мозга круп
ного рогатого скота, были получены фрагменты с М 15 и 35 кД и 
некоторое количество белка с М 50 кД (рис. 3
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Эти результаты согласуются с данными Tang и соавт. -[9]. В селе
зенке свиньи ими был обнаружен изофермент катепсина D с М 100 кД, 
который при электрофорезе в ПААГ в присутствии ДДС-Na дает одну 
полосу, соответствующую М 100 кД. На основе иммунологических ис
следований авторы предполагают, что изофермент с М 100 кД является 
предшественником катепсина D с М 50 кД (КФ. 3.4.23.5).

Дальнейшие исследования будут направлены на выяснение вопро
са: является ли выделенная нами высокомолекулярная аспарагиновая 
протеиназа из коры больших полушарий мозга крупного рогатого ско
та самостоятельным ферментом или .предшественником катепсина D.

A HIGH MOLECULAR WEIGHT ASPARTIC PROTEINASE 
FROM CATTLE BRAIN. PURIFICATION AND PROPERTIES

BARKHUDARYAN N. A., AZARYAN A. V.
Institute of Biochemistry, Armenian SSR Academy oi Sciences, Yerevan

aoartic proteinase has been purified to electrophoretically ho- 
ctnte bv a procedure involving ammonium sulfate fractiona- mOg^n-70»-) Sephadex G-100 gel filtration, affinity chromatography 

tiOn cinfin Sepharose and isoelectric focusing. The enzyme was assayed 
on pepstatin P the subgtrate used was pyridoxil-hemoglobin.
fluorometnca P,. js [00 jfs hlghly sensltive t0
The molecu io-bM. Km of pyridoxil-hemoglobin is 10~5 M. pH op- 
pepstatin 1 '_6 On SDS-polyacrylamide gel electrophoresis in the ' 
imum is 3.֊, P ns'the riiied enzyme produced a single band corres- 
reduclng c kDa nata obtained—pH optimum, substrate specificity, 
ponoing to i bjtors.inclicate that the enzyme purified is an aspartic 
sensitiv.ty to t.es s.mllar t0 those Of cathepsin D (E. C. 3.4.23.5)
proteinas * source. Whether this high molecular weight proteinase 
from ^^.^’^ependent aspartic proteinase or as a precursor of cathepsin

D is not clear.
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Нейрохимия», т. 2, № 3, 1983

УДК 612.82.612.015.348.577.95

НАРУШЕНИЕ СИНТЕЗА БЕЛКОВ ПРИ ПОВРЕЖДАЮЩЕМ 
ДЕПСТВИИ ЭТАНОЛА В АНТЕНАТАЛЬНОМ ПЕРИОДЕ 

НА РАЗВИВАЮЩИЙСЯ МОЗГ

МАЙЗЕЛИС М. Я., ЗАБЛУДОВСКИИ А. Л., ШИХОВ С. 11.

„V ™«. подвергшихся воздействию этанола в антенатальном иерпо- 
у половозрелы- Р , водо11ераствор11мых белков мозга, наиболее выражен

ие, выявлено Уг11ет ,Ь1 половые различия изменений синтеза белков в результа
те в гиппокампе. этанола. Установлены особенности реакции белокспнте-
те пренатальных в Д де1-1ствне экстремальных факторов, а также изменения
зируюшей системы м 1|у1.леот|֊|ДОВ в структурах мозга. Отмечен определенный па- 
содержания ш!КЛ"Че ' ловпорефлектОрной деятельности и синтеза белков в отделах 
раллелизм нзмененн > Полученные данные обосновывают представление о важ- 
мозга у опытных живот ■ ■■белков в цис в механизме повреждающего 
ной роли разВпваюшийся мозг,
действия этанола

псиные клинические данные свидетельствуют о повреж-
Многочис. этанола на развивающийся мозг [1—4]. В экспери- 

дающем деисТВ‘г1едованиях установлены особенности функции, .метабо- 
ментальных нее. - ГОЛОВНОго мозга животных, перенесших воздействие 
лизма и структур ом периоде. В частности, были показаны наруше- 
этанола в антена ивности> условнорефлекторной деятельности [5— 
ния дв11ГатеЛЬ"“‘ „ннзании и развития мозга [9.-11]. Выявлены изме- 
8], процессов ■ ? в мозгу рЯда ферментов [12-14], нейромедиаторов
нения содеРжашения белкового метаболизма [17—18]. Однако в боль- 
[15 16], наР-11,ТОрЫ ограничивались изучением морфометрических, 
шинстве ра о г * биохимических показателей у плодов, новорожден- 
функциональны. щественно на ранних этапах постнатального развития, 
ных или п|,е11ван0 влняние этанола, вводимого пренатально, на состоя- 
Мало исс֊1еД0В аб0ЛИЗма в мозгу животных в позднем онтогенезе, 
ине белкового ^щей ра6оты являлось изучение синтеза белков и неко-

Целью “аС й химических показателей в разных структурах мозга 
торых ДРУ • данных с функциональными нарушениями ЦНС
я сопоставление подвергшихся действию этанола в антенатальном 
у половозрелых крыс, 
периоде.

Материалы и методы

Крысы-самки с 5-го дня и до копна беременности вместо питьевой 
воды получали Т этиловый спирт, кроме того, им дополнительно вводи- 
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ли желудочным зондом по 1,5—2 мл 40%-ного этанола 2—3 раза в 
неделю. Ежедневное потребление этилового спирта составляло 3,0—7,0 
мл/кг. Опытные и контрольные животные и их потомство находились в 
одинаковых условиях вивария на стандартном пищевом рационе.

В возрасте 2 месяцев у животных исследовали ряд поведенческих 
тестов: поведение в «открытом поле», выработку и сохранение услов
ных рефлексов пассивного (УРПИ) и активного (УРАИ) избегания в 
У-образном лабиринте или челночной камере.

При исследовании синтеза белков мозга в качестве предшественнн- 
ков использовали меченые аминокислоты (3Н-тирозин, 355-метионин, 
|‘|С-гидролизат хлореллы), которые вводили внутрибрюшинно за 1 ч до 
декапитации. Исследовали нх включение в суммарные белки различных 
структур мозга (кора полушарий, гиппокамп, стриатум и хвостатое яд
ро мозжечок, продолговатый мозг, гипоталамус, а также в отдельные 
фракции (водорастворимая, водонерастворимая, растворимая в тритоне 
Х-100) выделенных из тех же структур. Счет радиоактивности прово
дили на жидкостном сцинтилляционном счетчике Ракбета (ЬКВ). Рас
считывали удельную активность (расп./мин/.мг белка) и относительную 
удельную активность (ОУА) как отношение радиоактивности белка и 
ТХУ-супериатаита. Содержание циклических нуклеотидов в мозгу оп
ределяли с помощь,о стандартных радиоиммунологических наборов 
' . , , „ .„^поплнанин оораоатывали статистически,«АтегзИат»). Результаты исследовании н ,

' „питепнй Вилкоксона, Манна, Уитни. Виспользуя непараметрическии крите, 
опытах было использовано 80 белых крыс.

Результаты и обсуждение
был существенно 

вес опытных и кон- 
объясняется мень-

Вес новорожденных животных опытной серии 
н V 3 неделям среднийниже, чем в контроле, однако к жн0> это

трольных крыс выравнивав опытной серии в результате более
шим числом крыс в каждом . период Так> еслп у |К0нтр0ЛЬНЬ1Х
высокой смертности в посгнзтз^ высокой 22о/ Всех родившихся, то у опытных
животных к ֊ -му дню пог1 ю этилового спирта в антенатальном 
крыс, подвергавшихся воздеисгви^ д0 40% животных, то есть в 2 раза периоде, в первые 3 недели погнил « 
больше, чем в контрольной группе.

_ „ „„печения меченых аминокислот (3Н-тирозина,При исследовании включение V и >
:>֊гя белка хлореллы) в суммарные оелки, вы- Зэ5-метионина, ыс-гидролизата и՝- ■' и

, мозга, не выявлено существенных разли-
деленные из рази . <֊ Р ргавШимися воздействию этанола, и кон
чил между животными, подвер1- . „ „„„тных крыс-самцов при использовании разных
трольными (рис. 1). У' опыт нонаправле1ШЫе изменеш1я 0УА не пре- 
меченых предшестве .контрольными. В аналогичных опытах навышали 10% по сравнению еструктурах мозга оонаруживалась тенденция к крысах-самках во всех стр у1՝ - г и.
активации включения меченых аминокислот в белки (р>0,05). .

Можно предположить, что отсутствие существенных изменении син
теза суммарных белков у опытных животных связано с неоднозначными 
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сдвигами метаболизма белков в отдельных фракциях. Исследование ин
тенсивности включения меченых аминокислот в водорастворимые, водо
нерастворимые и растворимые в тритоне Х-100 белки показало, что из
менения синтеза белков в этих фракциях у опытных животных действи
тельно были не всегда однозначны.

□ а

Р?

~ #0 -1 1 2 д ( 5 £

-20
О,._1ПЦРНИЯ меченых аминокислот в суммарные белки Рис 1 Изменения включении

/„ ом пеоенесших пренатальные воздействия этанола, а— мозга крыс (в /о). перен * в_иС.г1|дрол|1зат хлорсллы. /_кора> 2_ 
35$ метионин, Р англии, 4-мозжечок, 5—продолговатый мозг,
гиппокамп, 3-базалыгые 6_гнпоталамус

п о Изменения включения зН-тнрозина во фракции белков мозга крыс-ИИ ( 4,1 перенесших пренатальные воздействия этанола, о—водо
растворимые, б-водорастворпмые, «-растворимые в тритоне Х-100 
перле!» и ■ 9_гиппокамп, 3—базальные ганглии, 4-мозжечок, 5—про
белки. /-кора. - долговаты1., м„,г, 6-гипоталамус

м ПИС 2 показаны изменения включения ’Н-тирозина в отдельныеНа рис- ֊ мозга Крыс-самцов, перенесших воздействие этанола, 
фракции белков ЛЬНЬ1МИ. Включение аминокислоты в водоиераст- 
по сравнений с тных животных в большинстве структур снижено, 
воримые белки у ,,гнетСние синтеза белков в этой фракции отме- 
При этом наиболы су п<0 05). В коре полушарий изменений не 
чено в гиппокампе (34 /о Р н
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наблюдали, в подкорковых отделах обнаружена незначительная акти
вация включения предшественника. В водорастворимых белках в гип
покампе, подкорковых отделах, мозжечке включение аминокислоты в 
белки имело тенденцию к снижению (до 10%), а в коре полушарий и 
продолговатом мозгу отмечалась активация синтеза. Включение пред- 
шествеи....<а в белки, растворимые в тритоне Х-100, было несколько
'снижено в гиппокампе, а в мозжечке и коре полушарий наблюдали про
тивоположные изменения. Таким образом, у опытных животных измене
ния синтеза белков были не всегда однонаправленны в отдельных фрак
циях. При этом обращают на себя внимание следующие факты: для во- 
лонерастворимых белков мозга в 4-х из 6 исследованных структур ха- 
рзктерно угнетение синтезз, нзиболее выраженное в гиппокампе; лишь 
в этой структуре обнаружены однонаправленные сдвиги—угнетение син- 
теза во всех группах белков, особенно водонерастворимых.

2
-50-1 1 2

4 нс-гидролизата хлореллы во фракцииРис 3 Изменения включения "ьичч 1'
„рпснесших пренатальные воздействия этанола, белков мозга крыс (в %), перенес

Обозначения те же, н

.„омгрнные изменения белкового метаболизма Учитывая паиоолее выражен
, „рй сепии опытов исследовали показатели спн- в гиппокампе, в специальной сери

՛ „ „ пазных фракциях с использованием итеза белков в этол структуре в ри֊> 1
,п-пт В опытах на крысах-самцах с примене-других меченых аминокислот, о ՝ । 1

н-՛ ..„„прплы (рис. 3) было показано, что у опыт-нием нс-гидролизата хлореллы м ՛
«ых животных наряду с небольшой активацией включения предшест
венника в белки во всех фракциях в коре полушарии и гиппокампе оо- 

синтеза белков, особенно водонерастворимых,наружпвалось угнетение
где включение предшественников было снижено на 50%. В аналогичных 
опытах у крыс-самок, подвергавшихся воздействию этанола, в коре по
лушарий во всех фракциях, особенно в водонерастворимых белках, от
мечалась некоторая активация синтеза белков, однако в гиппокампе 
включение меченых предшественников в водо- и тритонрастворимые 
белки было снижено.

Приведенные результаты подтверждают данные, полученные в опы.- 
тах с 3Н-тирозином, и указывают на определенные различия изменении 
синтеза отдельных групп белков в разных отделах мозга животных, пе- 
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ренесших пренатальные воздействия этанола. При этом следует под
черкнуть, что из всех исследованных структур мозга у опытных живот
ных наибольшее угнетение синтеза белков обнаружено в гиппокампе. 
Установлены половые различия изменений синтеза белков у животных, 
подвергавшихся воздействию этанола в эмбриогенезе: более значитель
ные нарушения наблюдались у крыс-самцов-

Исходя из положения о том, что во многих случаях патология, не 
выявляемая в обычных условиях, может быть обнаружена при опреде
ленных функциональных нагрузках, в специальной серии эксперимен
тов исследовали влияние стресса, вызванного комбинированным дей
ствием шума и вибрации в течение 1 ч, на включение 3Н-лизина в сум
марные белки разных отделов мозга. Было установлено, что реакция на 
стресс у животных обеих групп имеет существенные различия. Для ин
тактных крыс характерно увеличение включения 3Н-лизина в 'белки во 
всех структурах, кроме коры полушарий, при этом наибольшая актива
ция синтеза белков отмечена в продолговатом мозгу (рис. 4). В отличие 
от этого у подопытных животных обнаружена четкая тенденция к сни
жению белкового синтеза во всех исследованных структурах мозга, кро
ме коры больших полушарий. Наиболее выраженные изменения отме
чены в продолговатом мозгу. Результаты экспериментов указывают на 
функциональные особенности белоксинтезирующей системы мозга 
опытных животных, реакция которой на действие сильных раздражите
лей существенно отличается от интактных крыс.

%
30-

20-

10֊

0-

-го֊!

Рис. 4. Изменения включения 3Н-лизина в 
суммарные белми отделов мозга крыс (в %) 
при стрессе, а—контроль, б—этанол антс- 
’аат, 1—кора, 2—гиппокамп, 3—базальные 
ганглии, 4—мозжечок, 5—продолговатый 

мозг, 6—гипоталамус

„ V известно в регуляции синтеза РНК и белков принимают уча- К ипическне нуклеотиды [19,20]. С учетом этого определяли 
стие цикли и с0Мр в структурах мозга подопытных и контрольных 
уровень Сг; аты исследований выявили существенные различия 
животных. * нуклеотидов в отделах мозга у опытных крыс
содержания ц олем При этом у крыс-самцов уровень сАМР во
по сравнению ' мозга-коре полушарий, гиппокампе, моз-
всех исследова самок-Достоверно увеличен (рис. 5).
жечке—был с / . . мозгу подопытных крыс-самок было повы-

Содержание с р ЫМИ> а у самцов в разных отделах моз-
шено по сравнению с кон гр
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та изменения были неодинаковы: в коре 'полушарий отмечалась досто
верная активация, а в мозжечке —снижение уровня сОМР (рис. 6).

Таким образом, изменения в содержании циклических нуклеоти
дов, в особенности сАМР, имеют определенное сходство с показателями 
синтеза белков в мозгу у опытных животных разного пола, хотя оценить 
конкретную роль этих изменений представляется затруднительным.

Результаты проведенных опытов свидетельствуют о значительных 
нейрохимических сдвигах в мозгу половозрелых животных, перенесших 
пренатальные воздействия этанола. У них выявлены определенные на
рушения синтеза белков в ЦИС, носящие не тотальный, а избиратель
ный характер. Угнетение синтеза не обнаруживалось в суммарных бел-
ках, выделенных из разных структур, но четко определялось в водоне- 

большинства отделов мозга. Как известно, этарастворимой фракции
г........... гг _ _ гтпх’ктуоные белки мембран, но и частьфракция включает не только стр\ы)н .

п связанных с мембранами ферментов.локализованных в них
„ , „„ „оли-жпвают данные о половых различиях вОсобого внимания заслуживаю՛ ।

, „'-„„■■лочпи циклических нуклеотидов в результатесинтезе белков и содержании ц՛"՝֊11՛ ■’ ‘
пыюм периоде. Эти факты прямо ука- воздействия этанола в пренатальном ।

„„„петь к действию этилового алкоголя развя
зывают на оолыную р системы мозга крыс-самцов и, по-види-

мому, отражают общую биологи
пмоль

Рис. 5
Рис. 5. Содержание сАМР (пмоль/мг
пренатальные воздействия этанола, а контроль, б—этанол антенат 1_

кора, 2—гиппокамп, 3~мозжечок
Рис. 6. Содержание сСМР (пмоль/мг белка) в мозгу.

что па рис. 5

Рис. 6 
белка) в мозгу крыс, перенесших

Обозначения те же,

Обращает на себя внимание тот факт, что нарушения белкового 
-метаболизма у подопытных животных особенно рельефно выявились 
при использовании экстремальных факторов в качестве функциональ
ных нагрузок. Так, если в нормальных условиях не удалось установить 
достоверных изменений синтеза суммарных белков у подопытных жи
вотных, то в условиях стресса у них обнаружены статистически значи
мые различия синтеза белков в 4-х из 6 исследованных церебральных 
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структур по сравнению с реакцией контрольных животных на такие же 
воздействия. Полученные данные указывают на целесообразность при
менения функциональных нагрузок при изучении состояния белоксинте- 
зирующей системы мозга в условиях патологии.

Выявленные изменения синтеза белков мозга у животных, перенес
ших пренатальные воздействия этанола, сопоставлялись с особен
ностями условнорефлекторной деятельности. В 2-месячном возрасте у 
подопытных и контрольных животных исследовали скорость выработ
ки и сохранение УРПИ и УРАИ. При этом у опытных крыс были вы
явлены определенные изменения высшей нервной деятельности. Следу
ет отметить, что были нарушены не все, а наиболее сложные формы 
обучения. Так, показатели УРПИ, являющегося относительно простой 
формой обучения, у опытных животных были не изменены, в наиболь
шей степени патология выявлялась при использовании условных реф
лексов двустороннего избегания. Более выраженные нарушения услов
норефлекторной деятельности были отмечены у опытных крыс-самцов.

Полученные результаты свидетельствуют об определенных осо
бенностях выработки и сохранения УРАИ у подопытных животных, что 
коррелирует с нарушениями синтеза белков в структурах мозга. В этой 
связи особое значение имеет тот факт, что наиболее выраженное угне
тение синтеза белков у опытных крыс наблюдали в гиппокампе—струк
туре, которая, по современным представлениям, является одним из 
ключевых звеньев в организации консолидации временных связей [23, 
24]. Сопоставление этих данных позволяет прийти к выводу о том, что 
в механизмах нарушений высшей нервной деятельности в результате 
воздействия этилового спирта в антенатальном периоде существенная 
роль принадлежит нарушению синтеза отдельных групп белков в струк
турах мозга, в особенности в гиппокампе. Это намечает некоторые но
вые пути подхода к терапии отдельных форм врожденной патологии 
мозга, вызванных пренатальными воздействиями этанола.

ROI F OF PROTEIN SYNTHESIS DISORDERS IN THE MECHANISM 
OF NOXIOJJS EFFECT OF ETHANOL ON THE

* DEVELOPING BRAIN

MA1ZELIS M. Ya., ZABLUDOVSKY A. L., SH1KHOV S. N.

Institute of Psychiatry, RSESR Health Ministry, Moscow

The inhibition of insoluble brain proteins synthesis has been de
tected in the brain, especially in hippocampus, of the mature rats pre- 
natally exposed to ethanol (this process is sex-dependent). Some pecu
liarities of the response of the brain protein-synthesizing SyStcm to ex
tremal conditions and to the alteration of the brain cyclic nucleotides 
content are established. A certain correlation between changes in 
the conditioned reflex activities and protein synthesis in the brain are 
revealed. Data obtained confirm the significance of CNs protein meta
bolism disorders in the mechanism of noxious effect of ethanol on the 
developing brain.
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«Нейрохимия», т. 2, № 3, 1983

УДК 612.82:613.815

КОРРЕЛЯЦИЯ НЕЙРОХИМИЧЕСКИХ И ПОВЕДЕНЧЕСКИХ 
ПОКАЗАТЕЛЕЙ КРЫС ПРИ АЛКОГОЛЬНОЙ АБСТИНЕНЦИИ

*ЧЛМОНДС X Л. (мл.), «СЫТИНСКИП 11. А, ......СИЛЬВЕСТЕР Д. М.,
*»*ВЕЛЛИН с. и.

Иэучена взаимосвязь между показателями уровней ГАМКты и глутамина в целом мозгу крыс и поведенческими те ‘ гл>’там||||0ВС|'՛ кисло-
субъективной оценки повеления и величиной спелпьЛ стам"՛ индексами шкалы 
абстиненции. Концентрация глутамина снижалась в 2 раза в / "Р" алкоголЫ|О1»
шения этанола после хронической алкоголизации по соавн М°ЗГ5 К|>ЫС В "ернод л"՜ 
трольных животных. Спустя 24 ч после лишения этанола е,П1,° с ег0 J'P0BileM У кои- 
мииовой кислоты и ГАМК в головном мозгу крыс, пот •|1|з՝։е"С1Ш1՜1 ° - роипях ГЛУТ;'՜ 
пищи, не было обнаружено. Во время алкогольной абстш Ia*։un,x Различный рацион 
ла гипервозбудимость ЦНС, которая проявлялась в уве-цживотных возника- 
показателей их поведения и снижении величины нача тьвог"1"1 ННДекСа сУ(’ъективпых 
электрическим током. Величина средней мощности эче °10 порога "а РазАраженпс 
крыс возрастала на 75% в течение первых 24 ч пос.|е՜ еятроэ"исФалограммы (ЭЭГ) 
Выраженность симптомов лишения этанола была значит.РскРаще>1пя приема этанола, 
чавших дополнительно сахарозу (25,2 ккал/кг, per os) cn'4b"° ме11ьше ՝ кРыс, полу
этанола. Симптомы гипервозбудимости ЦНС и вознпкнов^ ™СЛе ка>кл0'' инъекции 
присущих алкогольному абстинентному синдрому, щ, связ. "'С сУД0Р0Ж||ых явлений, 
ГАМК и глутаминовой кислоты в целом мозгу повопит Э11ь1 с изменением уровня 

опытных животных.

оказывающим дс-Выяснение взаимоотношений между этанолом,
° » АЖРКТ на функциональную активность нервных структур,

прессивныи ом ТОрможения в ЦНС, обусловливает интерес ис-
и ГАМК, ме ,показателям обмена ГАМК в нервных клетках головно- 
следователеи к ^огольной интоксикации. Однако данные о ее концен- • 
го мозга лР”ов֊ном мозгу животных при действии этанола весьма про- 
трации в го. „тное ег0 введение вызывало увеличение содержа- 
ТИВТаМК՝: снижение или отсутствие .изменений в ее уровне [1-3]. 
НИЯ противоречивость показателей содержания ГАМК в нервных 
Сходная р и устан0Влена и при хронической алкогольной 
СТРУК?иРкаяпии В большинстве работ не учитывалось значение фаз нерв- 
интоксикаци ° принималось во внимание появление симптомов
нои возоуд ‘ теятельности систем кровообращения и дыха-
ПеРВВНнаших исследованиях [4, 5] было показано, что уровень ГАМК 
ния. в наш . действии этанола зависит от его дозы и
фаТноТти^зменения функционального состояния ЦНС. Наличие проти
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воречий в данных различных авторов о концентрации ГАМК в голов
ном мозгу в связи с эффектами этанола в значительной степени объяс
няется отсутствием общепринятой методики моделирования острой иля 
хронической алкогольной интоксикации (разные виды или линии ла
бораторных животных, дозы этанола и способы его введения, сроки 
взятия ткани мозга для исследования и т. д.). В какой-то степени эти 
различия могут быть обусловлены питанием подопытных животных 
л (или) калорийностью их диеты, что может способствовать централь
ным эффектам этанола и выражаться как в изменении функции медиа
тора торможения, так и в его уровне в головном мозгу. В большинстве 
исследований не проводили соответствующего контроля калорийности 
питания подопытных животных, а также уделяли мало внимания ней
рохимическим коррелятам поведенческих реакций при алкогольной аб
стиненции.

В работе с целью установления роли указанных факторов особое 
внимание обращено на изучение функционального состояния животных 
в период лишения этанола после хронической интоксикации при раз
ных уровнях калорийности их пищевого рациона, а также на исследо
вание показателей биоэлектрической активности головного мозга, по
веденческих реакций ,и физиологических тестов, свидетельствующих о

„ 1 ТТ,1Г основном симптоме алкогольного абсти-гипервозбудимости ЦНС как основ™ 
нентного синдрома.

Материалы и методы

„„„ пзпослых крыс-самцов линии Sprague-
В опытах использовав а содержалась в индивидуальной

Dawley (300-500 г). Каждая крьк „ осв&щешюсти
кпрткр 'Пои постоянной темпера он клетке при пиыил этанола воспроизводили посред-
в сутки. Физическую зависим ен11Я> согласно методике Majch- 
ством его внУтРибРгошин“0Г Г7]. в течение 4 дней через каждые
rowiez [6] в нашей модифик нода в д03ах, определяемых состоя-
8 ч вводили 10/о-ныи Раст° субъективной оценки его поведения 
нием животных оиласно ш рефлекса возникала у животных пас- 
(табл. 1). Потеря У^ановочно^Р Ф^ ккал/и./день)

ле введения им в течени ' ов интоксикации животные при оче- Прн наличии остаточных сими Р^
реднои инъекции полу >а |Н0Г0 рациона (75,6 ккал/кг/день) крысам 
хранения калорийно - розЫ сразу же после инъекции этанола, 
орально вводили раств ра0Пределены на 4 группы. В 1-й группе 
Подопытные животные лИ в течение 4 дней рацион питания
(контроль животные по^ у5>6 ккал/кг/д6нь Через каждые 8 ч 
(ad lib) оощеи кал >1 ческого раствора (внутрибрюшинно, всего 
вводили мл физио стрессового эффекта инъекции; животные 
13 введении) для контрол» с
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2-й группы («сахароза») получали через каждые 8 ч (всего 13 раз) 
раствор сахарозы (25,2 ккал/кг, per os, без витаминов и минеральных 
веществ); в 3-й группе («этанол») животным через каждые 8 ч вводи
ли этанол (3,6 г/кг, внутрибрюшинно, 25,2 ккал/кг). Всего в течение 
суток крыса получала за счет этанола 75,6 ккал/кг; в 4-й группе («эта- 
нол+сахароза») животные дополнительно получали сахарозу (25,2 
ккал/кг, per os) сразу после каждой инъекции этанола. Эта группа жи
вотных получала в 2 раза больше калорий по сравнению с другими՛ 
группами крыс. На 5-й день в 8 ч утра после введения последней, 13-й 
дозы, животные всех групп лишались своего калорийного рациона. На
блюдение за ними проводили в течение суток, начиная с 8 ч, для уста
новления у них тремора и проявления аудиогенных судорог. Макси
мальное проявление симптомов алкогольной абстиненции (16—24 ч по
сле инъекции последней дозы этанола) соответствовало активной фазе 
суточного цикла крысы (24 ч — 8 ч). Аудиогенные судороги вызывали 
через каждые 4 ч воздействием звука электрического зуммера 
(100 дб/1 m/IiMhh). Достоверность различия в степени развития аудио
генных судорог у животных разных групп устанавливали ■статистической 
обработкой, употребляя критерий Фишера [8].

Таблица 1 
Шкала субъективной опенки поведения

Последующая доза
II араметры введения этанола

:-----------------------------------(г/кг)

Индексы возбудимости

6

5 
4
3
2 
1 
О

Генерализованные судороги, при- 
водящие к гибели

Генерализованные .миоклонические 
судороги с потерей установочно
го рефлекса

Генерализованный миоклонус без 
потери установочного рефлекса

Односторонний миоклонус 
Фокальная клоническая активность
Треморы 
Пилоэрекция 
Гиперактивность 
Норма

Индексы интоксикации

— 1 Атаксия
— 2 В течение 10 с не удерживаются 

на перекладине (2,2 см)
— 3 Не могут передвигаться
— -I Потеря установочного рефлекса

3.6

2,7

1,8 
0,9 
0,0

, „остр введения последней дозы этанола .крыс декапитиро- Через 2- 1 • замораживали в жидком азоте в течение 30 с.
вали, и вЫДеде"НЬ й лаборатории [9] показали, что посмертное уве- 
Исследования нв в ткани мозга [10—13] незначительно, если мозг 
личение уровня - - 3$ с замороженный мозг гомогенизировали
замораживается в теч ։оо/ Ного раствора ТХУ, центрифугировали 
в 9 объемах охлажденн
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30 мин при 30 000 об/мин; pH супернатанта доводили до 7 посредством 
5 н. КОН. Уровни аминокислот в ткани головного мозга крыс определя
ли с помощью ферментативного анализа: 1) для определения концен
трации ГАМК применяли метод Jakoby, Scott [14] с использованием 
Gabase (фирма «Sigma Chemical», США); 2) содержание глутаминовой 
кислоты определяли посредством сочетания ферментативного анализа 
с флуориметрическим методом [15]; 3) глутамин по методике Berg- 
meyer [16]. Статистическую обработку результатов биохимических оп
ределений проводили с помощью ЭВМ (Digital Equipment Corporation 
?DP 11/40), программы UCLA BMDP [17] и анализом ковариантности 
(ANOCOVAR) [18].

Концентрацию этанола в крови животных определяли в пробах из- 
хвостовой вены с помощью газового хроматографа с пламенно-иониза
ционным детектором (модель 5750 Hewlett-Packard, температура ко
лонки- 180°, сорбент—Porapak Q, газ-носитель-гелий) по методике 
Payne и соавт. [19]. Достоверность различия данных устанавливали 
статистической обработкой [20]-

За неделю до начала инъекций этанола крысам под нембуталовым 
наркозом (50 мг/кг внутрибрюшинно) вводили электроды с резьбой из 
нержавеющей стали в кости черепа над левой и правой зонами сенсо.мо- 

1 .. , ^„„шяпий (3 мм сбоку от средней линии, 2 ммтопнон коры больших полушари» к
1 и „QUOU,.nro и стреловидного швов на черепе) и надсзади от соединения венечного н '-■и .... „ оякоепляли на специальной панели (Сат-побной пазухой. Электроды закрыл

< . .. । ,, глторую приклеивали к черепу пластиче-bion integral circuit socket), котор. иuiun iinegiai протезов. Биоэлектрическую ак-ской массой используемой для зуоных f н ускоп массой, с у ,,аб подали на экране двухлучевого осцилло- 
ТИВНОСТЬ ГОЛОВНОГО мозга НЭОЛЮА /^TpHrnniv» и чяписмяпи/чтг»лйгтвом («1СК1ГОП1Л» O1UOJ и записывали
Гпо7։ощьТ“ошщефУалоГрафа Grass Model 7. Функциональное со- 
с uu.mulhdiu и г _ алкогольной абстиненции характери- 
стояние ЦНС животных в , ампл,итуды ЭЭГ. Для количественной 
зовали показателем велини> (Менен интегрированный показатель 
оценки возбудимости ,.,п.։|руюший интегратор электроэнцефало- 
сре^ней ?։ощнОСр'в? уЧ11ТЫвал площадь .под кривой, соответствую- 
графа (Grass 7 ) . -„образовывал эту величину в серию им-
шую ее мощности (энергии)-“"р ипорциональна обадгму вол-ьтажу 
пульсов, частота лоторы.х ։ [21]. Среднюю мощность ЭЭГ выра- 
Эо'1 в соответствии с0 в тивНЫх импульсов за 4 последователь- 
жали средним числом ли ։си> свободных от артефактов. Запись 
них 15-секундных отрезк электродами была сделана до введения им 
ЭЭГ для каждой кры через 4-часовые интервалы после инъек- 
этанола (контроль) л р 4, 8, 12, 16, 20 и 24 ч после введения 
ции его последней л°3 поведение каждого животного описывали со- 
последнеи дозы этан - оценк։։ поведения (табл. 1) с одновремен- 
гласно шкале суъе _ЬНОСтыо до 2 мин и оценкой чувствительности 
ной записью - Д՛ Величину начального порога измеряли по- 
к аудиогенным судорогам. j .
средством удара электрического тока по лапам от электрифицирован- 
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■ной решетки (Lafayette Instrument Operant Chamber), на которую по
мещали животных. Ток пропускали в течение 5 с и увеличивали его 
силу с 0,5 мА на последующие 0,5 мА с 30-секундными интервалами, 
пока животные не отдергивали одновременно более чем одну лапу от 
решетки или же применяли максимальную силу тока в 10 мА. В -слу
чае изменения чувствительности .к аудиогенным судорогам определение 
величины начального порога откладывали на 2 ч. Ежедневно в 8 ч жи
вотных взвешивали. Для сравнения ряда показателей (величина сред
ней мощности ЭЭГ, показатели шкалы субъективной оценки поведения 
и начального порога и т- д.) применяли статистический анализ с тестом 
Mann-Whitney U и тестом кратного ряда Duncan [22].

Результаты исследований

Нейрохимические данные. В табл. 2 приведены показатели содер- 
- гания ГАМК глутаминовой кислоты и глутамина в целом мозгу крыс, 
лишенных этанола после его хронического введения. Уровень ГАМК 
был достоверно выше (р<0,01) в ткани мозга тех животных, которым 
ниолили лишь этанол или сахарозу. Не установлена разница между по- 
ХЛтелями контрольной группы и групп животных, получавших одно- 

„ сяхаоозу, не выявлено различий между данными об ппоменно этанол и гвремен & цел0М м03гу крыс> которым орально вводили только са
же внутрибрюшинно лишь этанол. Это увеличение концен- 

ГАМК в целом мозгу животных, вероятно, обусловлено ограни-

уровне 
харозу

чепной калорийной цеиностью их рациона (до 75,6 ккал/кг/день).
Таблица 2

ГДМ.К глутаминовой кислоты и глутамина (мкмоль/г ткани) в головном 
Содержание ■ период 24-часовой алкогольной абстиненции

указано число опытов

Группы животных ГАМК Глутамино
вая кислота Глутамин

Контроль (5) 
«Сахароза* (о)
«Этанол* (6) 
«Этанол 4֊сахароза>(/)

1.6+0,4
2 6+0,2*
2,3+0,1*
1,7+0,2

9,7+1,8 
Н. 1+0,3 
11,2+1,5 
8,3+0,3

5,6+0,6
4.6+0.5
2,8+0,3*
2,3+0,!**

**п<0,001, в скобках Примечание: *p<O,ui,

„ пячиипа в калорийности и составе пищевого рациона животных, 
НИ Р ное введение им этанола в течение 4 дней не оказывали 

ни пРедварИТеЛЬвень глутаминовой кислоты в целом мозгу крыс в со- 
эффекта на ур абстиненции. Содержание глутамина в головном 
стоянии алко™' отчетливо выше (р<0,001) в тех группах животных, 
мозгу крыс О - в0ДИЛи этанол, по сравнению с крысами, лишенными 
которым ранее ие ннческой алкоголизации. По-видимому, резкое прс- 
этанола после и- •1 ола вь13Ывает уменьшение уровня глутамина в це- 
кращение приема э • связано с калорийностью пищевого рациона 
лом мозгу крыс, к°Т°Рстоянием ЦНС. Животные, получавшие лишь са
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харозу или этанол, потребляли одинаковое количество калорий, но уро
вень содержания глутамина в головном мозгу крыс первой группы («са
хароза») был почти в 2 раза выше по сравнению с таковым у животных, 
которым вводили этанол. В свою очередь, животные, получавшие толь
ко этанол, потребляли лишь половину того количества калорий, которое 
имели крысы другой группы («этанол+сахароза»), но содержание глу
тамина было одинаковым в целом мозгу животных этих двух групп в 
период алкогольной абстиненции.

Показатели концентрации этанола в крови крыс равны 2,74±0,22 и 
2,28±0,24 мг/мл соответственно для животных, получавших только 
этанол, и для группы крыс, которым после инъекции этанола давали са
харозу. Скорость исчезновения этанола из крови для этих двух групп 
крыс равна соответственно 3,72+0,21 и 3.70+0,28 мг/мл/ч.

•юна с добавлением

о
О

8

о
'2 ■©-

16

о о
О

сахарозы (группа «этанол+саха-Рис. 1. Влияние и|1Дексы поведения при алкогольной йнтокси-

кации и проявление гипервозбудимости ЦНС при лишении этанола. 4 ч 
капни ИН ,т..,|Ола группа животных «этанол», (△) показала выра- 
носледнеи до питок<,11Кац11П (потсря установочного рефлекса); у боль- 
жепную рруппы «этанол+сахароза», (О)—лишь средняя степень
шипства р с ՛ тд |6 ч абстиненции судорожная активность по шка- 
ТсХ^тивион опенки поведения^ отмечена у 5 из 6 крыс (группа 

՛ ։ ио не V животных группы «этанол+сахароза». По оси абс-
Хс-впемя абстиненции (ч); по осп ордйиат-шкала субъективной оцен- 
Ш1С 1 ки поведения

Показатели поведенческих реакций. Данные о потере массы тела 
были для 3 групп животных примерно сходными: этанол—10±3%, 
этанол+сахароза—10±2% и сахароза—11±2%. Наблюдения нашей 
лаборатории свидетельствуют, что потеря массы тела крыс на 10- 
15% даже при наличии пищи аЛ Ш является функцией оощих экспери
ментальных условий: нарушение нормального питания и обычного при
вычного она, значительного стресса при проведении поведенческих реак
ций На рис 1 представлены показатели шкалы субъективной оценки 
поведения (табл. 1) для животных двух групп («этанол» и «этанол+са
хароза») в период лишения этанола после его хронического приема. 
Животные группы «сахароза» не имели каких-либо признаков интоксн- 
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кации или гипервозбудимости ЦНС. У животных, получавших эта
нол и сахарозу, проявления интоксикации и гипервозбудимости ЦНС 
(р<0,01) во время алкогольной абстиненции были менее выражены по 
•сравнению с теми, калорийность рациона которых обеспечивалась вве
дением одного этанола. Тремор обнаруживали лишь у крыс, получав
ших этанол, спустя 12—24 ч после введения последней дозы. У 17 из 19 
крыс, получавших этанол, возникали аудиогеиные судороги, то же са
мое наблюдалось только у 1 из 9 крыс, которым вводили этанол с по
следующим приемом сахарозы.

Результаты объективной оценки поведения животных разных групп 
посредством измерения величины начального порога при их раздраже
нии электрическим током, представлены на рис. 2.

о 

о
о о

® от ® о ° □
о а> св сш> пш спи спш апз

- -------1------- 1 1 :------ :— 
я 12 16 4 8------12 13

Рис. 2. Показатели начального порога чувствительности крыс к электри
ческому току. После 8 ч лишения этанола величина начального порога у 
всех крыс, получавших только этанол, была выше контроля (2—4 мА). 
Лишь у I из 6 крыс группы сэтаиол+сахароза» показано увеличение по
казателя начального порога. После 16 ч лишения этанола при состоянии 
животных с гипервозбудимостью ЦНС показатель начального порога утра- 
чивает чувствительность: у 4 из 6 крыс вели чина на ։ального порога была 
в пределах нормы (2—4 мА), но эти животные имели отчетливые симпто
мы эпилептиморфной активности. В течение всего периода лишения вели
чина начального порога была в пределах нормы у крыс группы «сахаро
за», □ . По осн ординат—начальный порог (мА); остальные обозначения 

те же, что и на рис. 1

Все крысы до введения им первой дозы этанола показали величину 
начального порога в пределах 2—4 мА. У крыс, получавших этанол, от
четливо проявлялись симптомы интоксикации вплоть до потери устано
вочного рефлекса (—1 по шкале субъективной оценки поведения), а ве
личина их начального порога была>10 мА. В случае дополнительной 
калорийной добавки к приему этанола (группа «этанол+сахароза») 5 
из 6 этих крыс имели гораздо меньшую степень интоксикации, которая, 
главным образом, выражалась в атаксии (—1 или —2 по шкале субъек
тивной оценки поведения), и иную величину начального порога, равную 
3_ 4 мд Спустя 16 ч после лишения этанола величина начального поро
га у крыс из группы «этанол» несколько уменьшалась по сравнению с 
таковой у животных двух других групп, но это различие не было значи
тельным-
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Показатели биоэлектрической активности. В связи с индивидуаль
ными различиями в абсолютных величинах и для выявления изменений, 
происходящих во время алкогольной абстиненции, величину амплитуды 
импульсов для каждой крысы выражали в процентах от ее показателя 
для периода спустя 4 ч после лишения этанола. Для всех животных, под
вергнутых хронической интоксикации (группа «этанол»), было харак- 
терно значительное увеличение величины амплитуды импульсов в пе
риод лишения этанола с отсутствием таковых изменений у представите- 
лей двух групп («сахароза» и «этанол+саха.роза») (рис. 3). Величина 
средней мощности ЭЭГ для контрольных крыс была постоянной в тече
ние суток. Увеличение этого показателя по сравнению с контролем 
происходило у животных групп, подвергнутых ранее хронической инток
сикации, в течение первых 16 ч после прекращения приема этанола: на 
75% Для группы «этанол» и на 25% для группы «этанол+сахароза» 
(рис. 4). Картина спонтанной ЭЭГ у всех крыс группы «этанол» спустя 
24 ч после лишения этанола свидетельствует о проявлении судорожной, 
эпилептиморфной активности. Видимые поддергивания передних лап и 
мышц морды наблюдали у 5 из 6 животных, а 3 крысы да^е погибли 
после судорожного приступа. Добавка к рациону сахарозы отчетливо 
уменьшала степень алкогольной интоксикации. У группы животных 
'«этанол+сахароза» спустя 16-24 ч лишения этанола .не происходило 
увеличения средней мощности ЭЭГ, обусловленной продромальной эпи
лептиморфной активностью.

Обсуждение результатов
_. , „„ОПРИИЯ повторных высоких доз (>2 г/кг)Эффект хронического введения >■՝֊>" г ։

.„„„„глот в целом мозгу крыс после прекра- этанола на содержание аминокисло! я и / и е н
..плп изучен [23—26]. Данные настоящей щения его приема пака еще мало иду г и

, „„„ симптомы, гипервозбудимости ЦНС и воз-работы свидетельствуют, что сими* г _1 „„„„Г, присущих алкогольной абстиненции,никновение судорожных явлении, нр ?
3 г ,„„пия ГАМК В целом мозгу подопытных жи-не связаны с изменением уровня ՝„ не является абсолютным утверждениемвотных. Однако это положение не п 1 "

гдмК в этиологии алкогольного абсти- для отрицания роли системы 1
рентного синдрома. Изменения в уровне ГАМК при этом состоянии мо
гут происходить в отделах головного мозга, связанных с генерацией су
дорожной активности [23, 27]- Анализ целого мозга не позволяет так
же обнаружить сдвиги в содержании ГАМК и глутаминовой кислоты в 
пресинаптических нервных окончаниях или в постсинаптических рецеп- 
торах. п

Уровень глутамина был примерно в 2 раза меньше в целом мозгу 
крыс в период лишения этанола после предварительного его хрониче
ского введения. Не исключено, что это снижение содержания глутамина 
в мозгу .крыс, получавших этанол, обусловлено активизацией обмена ве
ществ в нервных структурах вследствие гипервозбудимости ЦНС и воз
никновения судорог во время алкогольной абстиненции. Функциональ
ное значение падения уровня глутамина в мозгу животных и его обус
ловленность хроническим приемом этанола предстоит еще установить 
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но следует отметить способность введенного глутамина снижать добро
вольное потребление этанола у крыс [28] и оказывать лечебный эф
фект у людей [29].

Важным следствием, вытекающим из настоящей работы, является 
установление, что выраженность симптомов алкогольного абстинент-, 
ного синдрома связана с калорийностью пищевого рациона во время 
хронической алкоголизации подопытных животных. Отсутствие разни
цы в скорости исчезновения этанола из крови животных двух групп 
(«этанол» и «этанол+сахароза») подтверждает, что влияние калорий
ности диеты не связано с увеличением процесса выведения этанола.

Рис. 3. Показатели величины двойной амплитуды (мкв) ЭЭГ подопытных 
крыс в период алкогольной абстиненции. Данные выражены к показателю 
4 ч лишения этанола. Значительное увеличение величины амплитуды ЭЭГ 
обнаружено лишь у крыс группы «этанол», △: добавление к рациону са
харозы способствовало стабильности показателя величины амплитуды 
ЭЭГ у животных в период абстиненции. По осп ординат—двойная ампли

туда; обозначения тс же, что и па рис. 2
Рис. 4. Изменения показателя средней мощности ЭЭГ у крыс разных групп 
в период алкогольной абстиненции. Величина средней мощности ЭЭГ у 
крыс группы «этанол+сахароза» (О) д0 введения первой дозы этанола 
была выше таковых у представителей двух других групп. Следовательно, 
статистически достоверное увеличение (р<0,01) показателя средней мощ
ности ЭЭГ у крыс группы «этанол+сахароза» по сравнению с таковыми у 
животных группы «этанол (△) и «сахароза» (□) спустя 8. 12ц 16ч алко
гольной абстиненции не может быть связано с действием этанола и (пли) 
различием в диете. Применение анализа ковариантности (АМОУА) под
твердило, что статистически достоверный прирост (р<0,01) показателя 
средней мощности ЭЭГ в течение каждых 4 ч происходил только у крыс, 
получавших лишь этанол. Группа крыс, получавших одну сахарозу, не 
имела изменений величины средней мощности ЭЭГ. По оси ординат—сред
няя мощность ЭКоГ (интегративные импульсы/15 с); обозначения те же, 

что и на рис. 2

гт „„ прличина калорийности диеты определялась введением ра- Посколы у ' , тем самым, исключается возможная роль витамн- 
створа сахар . ’ гически активных веществ в процессе купиро-
нов, минер алКогольного абстинентного синдрома. Мы лишь под-
пяиия СИМПТОМОВ алкиилиопм „
черкиваем важность соответствующих контролен режима питания в 
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нейротоксических исследованиях, так как объяснить механизм, защит
ного эффекта калорийности пищевого рациона довольно затрудни
тельно.

Показатели шкалы субъективной оценки поведения животных и па
раметры величины начального порога к действию электрического тока 
оказались полезными для установления степени интоксикации и выра
женности симптомов абстиненции. Следует также подчеркнуть ценность 
использования интегрированного показателя средней мощности ЭЭГ 
дчя количественной оценки возбудимости ЦНС, который впервые был 
применен нами в исследованиях хронической интоксикации и алкоголь
ной абстиненции.

NEUROCHEMICAL AND °F
ETHANOL WITHDRAWAL REACTIONS IN RATS
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НЕКОТОРЫЕ БИОХИМИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
СИНАПТОСОМ ИЗ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС, 
ЛИШЕННЫХ парадоксальной фазы сна

НИЛОВА Н. С.

Показано, что по метаболическому ответу на изменение содержания одновалент
ных катионов и Са2+ в среде инкубации синаптосомы, полученные из мозга крыс с 
нарушением сна, могут отличаться от синаптосом нормальных животных. В опытах 
in vitro наблюдали изменение чувствительности дыхания синаптосом из больших по
лушарий и ствола головного мозга крыс, подвергнутых лишению парадоксальной фа
зы сна: ингибирование дыхания на глутамине в присутствий Na + в пониженной кон
центрации усиливалось, активация дыхания в ответ на деполяризацию вследствие 
увеличения содержания К + уменьшалась. В то же время изменение дыхания синапто
сом в присутствии Са2+ оказалось аналогичным изменению дыхания при нарушении 
сна: добавление Са2 + не влияло на эффект нарушения сна на дыхание. Совпадение 
эффектов лишения парадоксальной фазы сна подопытных животных и прибавления 
Са’+в среду инкубации было отмечено также при исследовании сорбции рутениевого 
красного синалтосомами из головного мозга крыс. Полученные данные могут свиде
тельствовать о возможности конформационных перестроек синаптических мембран 

при нарушении сна.

В настоящее время установлено, 1то при естественном сне головной 
мозг находится в активном состоянии, отличающемся по своему харак
теру от бодрствования. Ряд биохимических данных [1 3] позволяет 
предположить, что во время сна ликвидируются те конформационные 
изменения .мембран (в первую очередь синаптических), которые посте
пенно развиваются во время бодрствования [3 5]. Для репаративных 
процессов именно в нейронах особенно нужна парадоксальная фаза 
сна (ПФС). Однако экспериментальные данные об альтерации клеточ
ных мембран при нарушении сна немногочисленны и косвенны.

Альтерация синаптических мембран при нарушении сна, сопровож
дающаяся изменением уровня возбудимости нейронов, может выра- 

перераспределении ионов по поверхности сннап- 
изменении проницаемости к Na+, К*, Са“+, в

жаться, в частности, в
тических мембран, в
перераспределении этих катионов (особенно Са2+) в синаптической 
области.

Поэтому представляется важным изучить метаболический ответ си
наптосом, выражающийся в изменении дыхания, при различном ионном 
составе среды инкубации в условиях лишения животных ПФС привле
кает внимание также и возможность сдвигов сорбционных свойств си- 
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наптических мембран- Результаты отдельных серий опытов были опуб
ликованы ранее [6—8].

Материалы и методы
Опыты ставили на белых крысах-самцах массой 160—180 г. Лише

ние ПФС производили помещением животных на 24 ч на небольшие 
площадки, окруженные водой [9]. Контролем служили животные, ко
торые содержались в обычных клетках.

Синаптосомы получали 'низкоскоростным центрифугированием в 
градиенте, плотности сахарозы [10]. Дыхание регистрировали в аппара
те Варбурга. Средой инкубации служила следующая смесь (в мМ): 
Na+-124, К+-5, КНгРО4-1,2, MgSO4-l,3, трис-30 при pH 7,35. 
В отдельных сериях опытов концентрация Na+ составляла 7 5 К г_
50 и Са=+-0,15 мМ. Субстратом дыхания служил глутамин’или пи
руват в концентрации 5 ,мМ. Пробы содержали 7-9 мг'белка. Белок оп
ределяли по Lowry и соавт. [11]. Сорбцию рутениевого красного анали
зировали по методу Левина и сотр. [12]. Условия инкубации проб описа
ны ранее [8].

Результаты и обсуждение

В первых сериях опытов исследовали дыхание синаптосом в среде 
с пониженным содержанием Па 1 (7,5 мМ). Результаты экспериментов 
представлены в табл. 1. Из этих данных следует, что дыхание синапто
сом из больших полушарий и ствола головного мозга контрольных жи
вотных оказалось нечувствительным к понижению концентрации 1\!а+ в

Влияние лишения парадоксальной фазы сна (ПФС1 . Таблица 1
синаптосом головного мозга крыс при различном содепа-Я|„ДЫХ\'!П11и 'на ™-՝там>1не 

инкубации (в мкмоль 0г/|0 МГХ ™" " * “

Со
ст

оя
ни

е 
ж

ив
от

но
го Большие полушария 

Na+ (мМ) Стволовая часть головного мозга
■------- Na+ (мМ)

124
7 . 1 7,5-|-Са-+

1 (0,15 мМ) 124 7 5 i ? >54-Са2 .и
1,0 (0,15 мМ)

Контроль

Лишение 
ПФС, 
24 ч

1,77ct0,09 
(10)

1,77+0,07 
(20)

1,62+0,07 
(1Д

1,51+0,07 
(20)

р< 0,01

1,45+0,05
(18) 

р<0,05 
1.48+0,06

(20)

1’27+0 09 
(И)՜

1 >25+0,04 
(12)

1,24+0,07 
(13)

1,03+0,07 
(11)

р < 0,02

1,03±0,10 
(12) 

р<0,05
1,03+0,07 

(12)

спеде инкубации при использовании глутамина в качестве субстрата С| ед } ппптвеождают и литературные данные о том, что основ- 
Днаяасисте!а транспорта глутамина в синаптосомы не зависит от № + 
п Д Пыхание же синаптосом из головного мозга крыс, лишенных ПФС, 
[13]. дыхание к уменьшению концентрации Ма* в среде

становилось чу в статистически достоверное снижение потребле-
инкубации: происх синаПтосомами больших полушарий и на 18% 
ния кислорода на 1 о /о 
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синаптосо.мамн стволовой части мозга. Это изменение чувствительности 
к №+ косвенно свидетельствует об альтерации синаптических мембран 
при нарушении сна, что может проявляться в изменении работы неко
торых переносчиков, в частности глутамина. Видимо, такая альтерация 
невелика и носит локальный характер.

Это заключение подтверждают результаты опытов, поставленных 
в аналогичных условиях с использованием в качестве субстрата дыха
ния глутамата [6]. Дыхание синаптосом из головного мозга контроль
ных животных на глутамате было чувствительно к уменьшению кон
центрации №+ в среде инкубации: ингибирование потребления кис
лорода составляло 27—34%. На фоне таких достаточно больших сдви-

нарушения сна дыхание уже не на-гов эффектов собственно 
блюдали.

В последующих сериях опытов [7] изучал.՝։ дыхание синаптосом в 
условиях деполяризации на фоне нарушения сна животных. Деполяри
зацию вызывали повышением содержания К в среде инкубации с 5 
то 50 мМ. Многочисленные литературные данные указывают на то, 
что метаболический ответ синаптосом на деполяризующее воздействие 
включает целый ряд компонентов: усиление дыхания и аэробного гли
колиза, Са2 --зависимый выброс медиаторов, увеличение связывания 
Са2+, структурные перестройки мембран вследствие лабилизации бе- 
лок-ли.пидных связей и усиления фосфорилирования белков [14-16].

„ ,,.лтмр тыкание синаптосом на пирувате в ус-Данные, характеризующие дыхам н у
ловиях деполяризации и при лишении крыс ПФС в течение 24 ч, пред
ставлены в табл. 2. Они показывают что повышение концентрации К" 

.. ,,..п„Пяшпо на 20—24% дыхания синаптосом, вы-до 50 мМ вызывало активацию,,_агя контрольных животных, если субстратом деленных из головного мозга кин.и л н
Чтот хорошо известный метаболический от- дыхания служил пируват, дто. ।

,„.мт по всей видимости, сложную природу, вет на деполяризацию .имеет, но } 11.
„ я он включает усиление аэрооного глико-Помимо повышения дыхания, и» - г.„„ттргидрогеназы [1/, 18]. Пусковым механиз- лиза и активацию пируватдегидр ь з -

шение количества АТР [18], возможно, мом может служить уменьшен! ։к^жлпилирования белков синаптических мем- вследствие активации фосфори-1 к
бРаНСина]птосомы, выделенные из головного мозга крыс, лишенных 

ПФС отличались пониженной чувствительностью к деполяризующему 
„ 1Г.и ................. пыхания в этих условиях было менее выра-воздеиствию К : усиление Д“.__„ составляло 12% для синаптосом больших по- жено, чем в контроле, и соею"

п» ......пптосом ствола. Возможно, что такое уменьше- лушарии и 9% для синаптоси-"
у „тпрта синаптосом на деполяризующее воздействие метаболического ответа ՝■* > у" „же существующего возбуждения, развивающие является отражением У*՛- }1 стпуктурах при нарушении сна. Результатомшегося в синаптических стру* п ■ г? • , „

щ - ри,гя-ение возбудимости синаптических мембран иэтого может быть понижени՝-
понпженная способность отвечать на деполяризацию.

Одновременно с изменением концентрации № и К+ в среде ин- 
„ „„„ эффект Са2+ в небольших концентрациях на ды-кубаипи исследовали эффс* г

7 головного мозга лишенных ПФС крыс,ханне синаптосом из го.ш» 309



Таблица 2
Влияние лишения парадоксальной фазы сна (ПФС) на дыхание па пирувате 

синаптосом головного мозга крыс при различном содержании К+ и Са2 + в среде 
инкубации (в мкмоль 02/10 мг белка/ч)

Большие полушария Стволовая часть головного мозга

Состояние 
животного в отсутствие Са2+ в присутствии Саа+ 

(0,15 мМ) в отсутствие Са2+ в присутствии Са2+ 
(0,15 мМ)

К+ (5 мМ) К + (50 мМ) К - (5 мМ) К+ (50 мМ) К+ (5 мМ) К * (50 мМ) К ‘ (5 мМ) К+ (50 мМ)

Контроль

Лишение ПФС, 
24 ч

р—достоверность

2,93+0,09 
(19)

3,10+0,09 
(19)

различия ме

3,52+0,09 
(19) 

р + 0,001
3,47+0,13 

(19) 
р<0,05

жду пробами

3,03+0,09 
(17)

3,06+0,12 
(20)

содержавш

3,01+0,11 
(17)

3,43+0,14 
(-0) 

р<0,05
1МИ К+ в

2,45+0,07 
(13)

2,42+0,06 
(13)

гонцеитрации

3.3+0,07 
(13)

р<0,001
2,63+0,07 

(13) 
р-^0,05

5 мМ и 50 м

2,48+0,10 
(13)

2,38+0,10 
(13)

И

2,83+0,09
(13) 

р<0,05 
2,70+0,07

(13) 
р<0>05



„я Жп И3 ’ добавлсние Са2х в концентрации 0, 15 мМ
на фоне пониженного содержания №+ вызывало в контроле стати
стически достоверное уменьшение дыхания синаптосом в различных 
отделах головного мозга на 11-17% по отношению к пробам с по
ниженным содержанием №+ и без Са2+ в среде. Влияние Са=+ на 
окисление может быть двояким-на уровне митохондрий и на уровне 
поступления окисляемого субстрата. С одной стороны, Са2+ способен 
угнетать ИАО-зависимое окисление субстратов, вызывая утечку 
адениннуклеотидов из митохондрий |19]; с другой стороны Са=+ мо
жет ингибировать поступление субстратов окисления в синаптосомы 
связываясь с синаптическими мембранами и вызывая альтерацию пе- 
реносчиков.

Приведенные в табл. 1 данные показывают, что добавление Са2’՜ 
в среду инкубации синаптосом, выделенных из головного мозга крыс 
лишенных ПФС, не вызывало какого-либо дополнительного изменения 
дыхания по сравнению с пробами, содержавшими Иа+ в пониженной 
концентрации в отсутствие Са2+. Таким образом, изменение дыхания 
синаптосом, выделенных из головного мозга лишенных ПФС крыс 
на фоне пониженного содержания Па1 было таким же, как если бы 
здесь уже присутствовал Са2+, и его добавление не вызывало суще
ственных сдвигов в дыхании синаптосом,

Близость эффектов предшествовавшего нарушения сна животно
го и добавления извне Са2+ в среду инкубации наблюдали и при ис
следовании дыхания синаптосом в условиях деполяризации (табл. 2). 
В контроле добавление Са2+ вызывало уменьшение метаболического 
ответа на деполяризующее воздействие К+ в высоких концентрациях: 
деполяризация не вызывала усиления дыхания синаптосом из боль
ших полушарий, а в синаптосомах ствола оно составляло всего 14% 
В контроле активация дыхания достигала 20% у синаптосом больших 
полушарий и 24% у синаптосом стволовой части. При нарушении сна 
в отсутствие Са’+ метаболический ответ синаптосом также ослабевал- 
в ответ на деполяризующее воздействие наступала активация дыха
ния всего на 12% в синаптосомах больших полушарий и на 9% в 
синаптосомах ствола. Добавление Са2՛ на фоне лишения ПФС не 
вызывало какого-либо дополнительного эффекта на дыхание синап
тосом по сравнению с тем, что давало только нарушение сна при 
инкубации проб в отсутствие Са֊’+. Активация дыхания в данном 
случае составляла 12% Для синаптосом из больших полушарий и 
13% для синаптосом ствола.

Таким образом, приведенные результаты экспериментов могут быть 
косвенным свидетельством альтерации синаптических мембран при на
рушении сна, что проявлялось в изменении чувствительности дыхания 
синаптосом к изменению концентрации Кг и 1\'а+ в среде инкубации. 
Изменение дыхания при прибавлении Са2+ в небольшой концентра
ции имело ту же направленность, что и изменение дыхания синапто
сом мозга крыс, лишенных ПФС; вследствие этого Са2+ на фоне на- 
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рушения сна не изменял эффект лишения ПФС на дыхание сннап- 
тосом.

Более отчетливо взаимоотношения эффектов добавленного извне 
Са24՜ и влияния лишения ПФС на свойства синаптических мембран 
проявлялись при изучении сорбции рутениевого красного—крупного 
шестивалентного катиона (табл. 3) [8].

Таблица •!
Влияние лишения ПФС на связывание рутениевого красного синаптосомами головного 

мозга крыс

Состояние 
животного

Кора больших полушарий Стволовая часть головного 
мозга

количество связанного красителя моль/кг белка ;<102

в отсутствие
Са2+

в присутствии
Са2+

в отсутствие 
Са2+

в присутствии
Са3 +

Контроль

Лишение ПФС, 24 ч

0,880+0,006 
(27)

0,430+0,001 
126)

р*<0,001

0,510+0,007
(21) 

р<0.01 
0.350x0,003

(26)
р*< 0,01

0,390+0,005 
(26)

0,263+0,002 
(30>

р* <0,001

0,340+0,005 
(27)

0,310+0,005 
(20)

р—вероятность достоверности различий связанного красителя в присутствии и. в 
отсутствие Са2 -*■

р*—то же в контроле и при лишении ПФС

Лишение ПФС приводило к уменьшению числа мест связывания 
красителя на 51% синаптосомами коры больших полушарий и на 31% 
синаптосомами ствола. Добавление же Са 1 в концентрации 0,5 мМ 
вызывало уменьшение числа мест связывания синаптосомами коры на 
42% и практически не влияло на сорбцию рутениевого красного синап
тосомами ствола (уменьшение числа мест связывания в данном случае 
статистически недостоверно). Если сравнить сорбцию рутениевого крас
ного синаптосомами головного мозга при лишении ПФС в присутствии 
Са2+ с сорбцией краштеля синаптосомами контрольных животных 
также в присутствГи Са2՜1՜, то видно, что эффект лишения ПФС на 
изменение числа мест связывания рутениевого красного уменьшался 
при наличии Са2+: снижение числа мест связывания в коре составля
ло 31% (против 51% в отсутствие Са-+), а уменьшение числа мест 
связывания красителя синаптосомами ствола становилось статистиче
ски недостоверным. Эти данные свидетельствуют об определенных 
конформационных изменениях синаптических мембран при нарушении 
сна Возможно также, что изменение конформации, происходящее 
при лишении животных ПФС и вызываемое присутствием Са2+ в 
среде инкубации, затрагивает хотя бы частично одни и те же цент- 
тры связывания красителя.

Идентифицировать центры связывания рутениевого красного и 
Са2+ в синаптосомах в настоящее время затруднительно. Этот краси- 
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тель и катион связываются с широким спектром кислых групп различ
ных биополимеров, в особенности гликопротеинов, гликолипидов и фос
фолипидов. Ганглиозиды и некоторые гликопротеины вносят значитель
ный вклад в поверхностный отрицательный заряд синаптосом [20]. 
Можно допустить, что изменение сорбции рутениевого красного синап- 
тосомами из головного мозга крыс, подвергнутых лишению ПФС, было 
связано с перераспределением зарядов, вызванным изменением ориен
тации гликопротеинов и гликолипидов, определяющих конфигурацию и 
уровень возбудимости синаптических мембран. Присутствующий в сре
де инкубации Са2+ может отчасти связываться теми же центрами. 
Возможно также некоторое перераспределение Са2+ внутри синапто
сом и при нарушении сна. Этим можно объяснить параллельность 
эффектов добавленного извне Са-Г и последствий нарушения сна на 
некоторые метаболические характеристики синаптосом.

Следует отметить, что установленные эффекты лишения ПФС на 
дыхание синапюсо.м при изменениях ионного состава среды инкуба
ции невелики по абсолютным величинам и носят однозначный харак
тер—картина аналогична для синаптосом из больших полушарий и 
ствола головного мозга. По-видимому, речь идет о небольших альтера
циях синаптических мембран, отражающих пластичность синапсов в от
вет на развитие такого стресса, как нарушение сна.

ON BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF BRAIN 
SYNAPTOSOMES IN RATS DEPRIVED FROM 

PARADOXICAL PHASE OF SLEEP

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

The metabolic response of brain stem and hemispheres’ synapto- 
son es to the shift in Ion’s content in the media has been studied in rats 
TenHved from the paradoxical phase of sleep. Under these conditions 
il respiration of synaptosomes was less sensible to activation in the 
lenolarizln*' media (elevated K + ) and more sensible to inhibition in the 
n esence of low Na+ (in vitro). At the same time changes in the respi
ration of synaptosomes in the presence of Ca2+ in control animals were 
Xnilar to those in animals deprived from sleep. Another evidence to the

, Hv of effects of Ca2+ and sleep deprivation was detected in the 
test with ruthenium red sorbtion by synaptosomes. Data obtained point 
to the possible conformational reorganization of synaptic membranes on 

sleep deprivation.
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«Нейрохимия», т. 2, № 3, 1983

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 615.015.1:547.466.3:612.82.001.6

ИНГИБИРОВАНИЕ ГАМК И ФЕНИБУТОМ
К + -СТИМУЛИРУЕМОГО ВЫСВОБОЖДЕНИЯ 3Н-ДОФАМИНА 

ИЗ СИНАПТОСОМ ПРИЛЕЖАЩЕГО ЯДРА МОЗГА КРЫС

КОВАЛЕВ Г. И., ХЕТЕИ Л.

Феннбут (В-фенил-ГАМК)-липофильное производное у-аминомас- 
как транквилизирующее средство со спе- ЛЯНОИ КИСЛОТЫ—применяется как I . г

цифическим спектром фармакологического действия [1]. Следует при
знать, однако, что нейрохимические механизмы эффекта препарата ос
таются до сих пор недостаточно изученными. Введение фенильного ра- 
1 аю си ди к rAujz_TOpMO3Horo медиатора в ЦНСмле-
дикала в структуру м° появление свойств, отличающихся от таковых 
копитающих—о уело ■ ■ язываетСя с бикукуллинчувствительнымн 
у ГАМК, • ащфен,, ут взаимодействует с переносчиком системы 
захвата ГАМК՜ синаптосомами [3]; в меньшей степени, чем ГАМК, ус- 
копяет высвобождение 3Н-ГАМК синалтосомами коры мозга крыс, про
являя чувствительность к действию как бикукуллина, так и пикроток- 

СИНапмЬте с тем согласно поведенческим и биохимическим критериям, 
к ,.„б 'т способен также вызывать изменения нейрохимических показа

телей и в дофаминергической системе, в частности в лимюических струк- 

ТУРаАел°ьюан7стоСяйй работы явилось изучение роли процесса высво-

Ц зы .ппсьамина в механизме действия фениоута и ГАМК в си- 
бождения Ф ядер мозга крыс в уСЛ0В.иях in vur0*_
наптосомах npi. ' в ICTap (140=4=10 г) декапитировали после 

крыс са. .погружения в жидкии азот. Мозг быстро извле-
кратковременною i прилежащие ядра (п. accumbens) (25±30мг), 
кали, на холоду ВЫ'՛ в гомогенизаторе стекло-тефлон в 0.7
которые далее 113М ՛ щей (в мМ): 2,0 Na2HPO4; 0,7 КН2РО,;
мл 0,32 М сахарозы, сод Р 

1 0 MgCl2; 3,0 ЭДТА, pH 7,3.
Гомогенат центрифутировалlOMoienai д г йпемя от декапитации до инкуоации еннапто- 

ядер и обломков клеток. Время
'_________ Институте фармакологии и токсикологии клиники Шарит»

* Работа выполнена в & Арлине, ГДР. Авторы приносят благодарность X. Эн- 
университета им. Гумбольдта нш| экспериментов.
гель за техническую помощь и

(1000 g. 10 мин, 4°) для осаждения



сом не превышало 15 мин. Процедуру по захвату меченого дофамина 
проводили no Palfreyman и соавт. [6]. Пробы суспензии неочищенных 
синаптосом разводили в отношении 1:5 модифицированным буфером 
[7], содержащим (в мМ): 130 NaCl; 1,7 КС1; 1,3 КН,РО 104 
Na2 НРО4; 1,3 MgSO4; 1,3 СаС12; 11,0 глюкозы; 17,3 сахарозы;՜!,1 аскор
биновой кислоты; 0,2 динатриевой соли ЭДТА; 0,125 паргилина Г87

После насыщения буфера карбогеном величина pH была тов^на 
до 7Л Через 5 мин преинкубации синаптосом при 37’ в пробы вносили 
Н-дофамин («Amersham», 53,2 К /ммоль) по >№»«>„ - ' л 1л-։м г՝ , '„/•■«миль; до конечной концентрации

4-10 -М. Синаптосомы инкубировали 10 мин. Захват останавливали 
быстрой фильтрацией суспензии через стеклянно-волокнистые фильтры 
(«Whatman» GFB , и пробы помещали в суперфузионные камеры (вну
тренний объем 0,4 мл), модифицированные ио Schmieder и соавт [9] 

Суперфузию проводили со скоростью 0,5 мл/мин. Фракции собирали' 
беФ₽пНУТМ0 Н ХеМа СУ"еРф1ЗНИ: 5 «“"֊буфером McLain, 4 мин֊ 

буфером McIlwain с мкМ фени-бута, ГАМК («Reanal») или .пикроток- 
сина («FItika»), либо в сочетании- 5 мин -я,.ь,, ’ мин—буфером, содержащим 30м֊л|М 1\С1 с (без) упомянутыми веществами- ч ’ ’ ' ‘ и
п ' ' л „ всииства-՝»1, 3 мин—/буфером McIlwain.
После окончания суперфузий фильтр и пробь| раст в 8 мл
сцинтиллятора Брэя для изменения радиоактивности. Эффект веществ на вызванную секрецию оценивали в процентах 0ТН0СИТё7ЬН0 действия 

30 мМ КС1 за о-минутныи период, принятого за 100%. Радиоактив
ность измеряли при помощи счетчика LKB-1210 (Ultrabeta) 
Статистический анализ проводили по нспяп-,, ՝„ v , "«параметрическому критериюj/Илкоксона, Манна и Уитни. 1 1

Установлено, что феиибут, ГАМК и ликпотпи™,.' пикротоксин не изменяли про
цесса оазального высвобождения 3Н-дофаминяF а 113 предварительно на
груженных синаптосом прилежащих ядер мозга крыс ГАМК в кон
центрации 50 мкМ уменьшала (таблица) интенсивность К 1-стнмучи- 
руемого высвобождения 3Н-дофамина до 75%. Пикротоксин-блокатор 
хлорного ионофора в псстсинаптическом рецепторном комплексе ГАМК- 
ергических синапсов [10]֊не влиял на выброс 3Н-дофаМина вызван
ный калиевой деполяризацией, однако, будучи введенным совместно с 
50 мкМ ГАМК, нейтрализовал действие последней. По-ви- может свидетельствовать о наличии в Дофаминергических 'У Э1° 
окончаниях прилежащих ядер мозга лресинаптичсских ГАМК^е L* 

торов, чувствительных к действию пикротоксина. Эти факты допот 
няют сведения о нейронной организации прилежащих ядер [|] |-п 
Фенибут в данных условиях эксперимента проявил аналогичную 
ГАМК активность относительно вызванного высвобождения 3Н-дофа- 
мина: ингибировал процесс на 25% и показал зависимость этого тор
можения от присутствия пикротоксина (таблица).

Эти данные находятся в некотором противоречии со сведениями, 
полученными в экспериментах с ГАМК и баклофеном (пара-хлорфе- 
нил-ГАМК). Так, ГАМК стимулировала спонтанный [13] и вызванный 
деполяризацией [13, 14] выход 3Н-дофамина из срезов стриатума, 
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проявляя чувствительность к действию пикротоксина. Причиной дан
ных расхождений можно считать зависимость or толщины срезов [14], 
двоякое действие ГАМК на внутриклеточные места хранения дофами
на и бнкукуллинчувствителыные [15] рецепторы ГАМК [16]. Надо 
иметь в виду, что большинство цитируемых данных получено на сре
зах. в то время как спнаптосомы представляют собой модель in vitro

* за 100% принят прирост сверхбазалыюго уровня радиоактивности, высвобож
денной при суперфузип буфером с 30 мМ КС1 без исследуемых веществ, п—количество 
опытов

Влияние феппбуга и ГАМК па вызванную секрецию Ж-дофамина спнантоГомамГ 

____________ прилежащих ядер .мозга крыс (М±т)

Вещества (,мк.',1) и Изменения. Критерий
_______ ______________  '° достоверное ги

I Контроль* 9 100,0+8 8
II ГАМК (50) <1 75,3+14,5 осО 09 ГТ ■.

III Пикротоксин (50) 3 105.4+9,1 о^пох Г'ТеСТ)
IV 1АЛ1К (50)+пикротокснп (50) 3 107,6+4 б о>0 05
V Фенибут (г>0) 5 75,5+21 3 !><О оч п; ■.

VI Фенибут (50)+никр1тлксн11 (50)। 3 104,1+2,4 р>0,’05 ^’Тест)

нервных окончаний. Кроме того, несмотря на схожесть нейронной ор
ганизации стриатума и прилежащих ядер [12], чувствительность ре
цепторов в этих структурах может быть различной [17]. Таким обра
зом, полученные данные свидетельствуют о том, что ГАМК и фенибут 
оказывают регулирующее влияние на дофаминсодержащие нервные 
окончания в прилежащих ядрах, действуя на ликротоксинчувствитель- 
ные участки. Возможно, что места связывания двух исследованных сое
динений являются одними и теми же, как это было показано для бак
лофена [18] и фенибута [19] на основе экспериментов, а для L-бакло- 
фена и на основании теоретических расчетов [20].

GABA AND PHENYBUT INHIBIT POTASSIUM-STIMULATED 
RELEASE OF ’H-DOPAMINE FROM RAT BRAIN

N. ACCUMBENS SYNAPTOSOMES

KOVALEV G. I., HETEY L.

Institute of Pharmacology, USSR Academy of Medical Sciences, 
Moscow, USSR

Institute of Pharmacology and Toxicology, Humboldt University, Berlin, DDR

Both GABA and phenybut (p-phenyl-GABA), 50 pM each, decrea
sed potassium-stimulated release of ’H-dopamine during superfusion of 
rat brain n. accumbens synaplosomes up to 75.3 + 14.5% and 75.5± 
21.3%, respectively. Picrotoxin (50 rnM) eliminated these effects, but 
didn’t affect the spontaneous release. Existence of the picrotoxin-de
pendent receptors regulating the presynaptic dopamine release from do- 
pamine-containing n. accumbens nerve terminals is suggested.
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ВЛИЯНИЕ ЭНДОГЕННЫХ ОЛИГОПЕПТИДНЫХ ЛИГАНДОВ 
НЕЙРОСПЕЦИФИЧЕСКИХ БЕЛКОВ ГРУППЫ S-100

ИА ПОВЕДЕНИЕ

ШЕРСТНЕВ В. В., КОЧЕТКОВ II. Б., БЕЛЯЕВ С. В., ЛЫСОВА Н. П„ 
ДОЛГОВ О. Н., ПОЛЕТАЕВ А. Б.

Большой интерес, вызываемый естественными физиологически ак
тивными олигопептидами, возможность клинического применения этих 
высокоактивных и избирательно действующих молекулярных факторов 
Г1—3] обуславливают необходимость разработки новых подходов к 
поиску олигопептидных регуляторов определенных функций и «поведен-

R пяботах последних лет указывалось, чески» активных олигопептидов, ь paouiox
на теоретическую возможность тесного структурно-функционального 
взаимодействия между системами „ейроспецифических белков, рассматриваемых в качестве узловых компонентов молекулярной организации 

интегративной деятельности мозга [4]. и олигопептидами, индуцирую
щими и/или модулирующими различные формы врожденного и приоо- 
петенного поведения [5-6]. Однако экспериментальной проверке дан
ное положение практически не подвергалось, не проводился поиск син- 
тезиоУЮЩИХСЯ в нервной ткани олигопептидов, который основывался бы 

х взаимодействии с теми или иными нейроспецифическими белками."а "п пяботе исследовали «поведенческую» активность выделен- 

естественных олигопептидов, взаимодействующих с неироспе- ных нами t-v .
пшЬическпми белками группы S-100.

Выделение и иммобилизация белков главной фракции S-100 на 
CNR сефарозе а также получение суммарной олигопептидной фрак- „„„ ’„стпагировавшейся из мозга быка 0,5 М уксусной кислотой при 

° ’ 1 \ из нее фракций олигопептидов-катионов (П ') и олиголеп-
60 , и затем (каждая из которых, но данным изотахофореза,
1идов энном в g—4 компонентов) были описаны ранее [7].
состояла нс N растворенные в о,15 м NaCJ> вводиля в левый

ракции мозга беспородных крыс-самцов массой 150—200 г 
боковой жел>доч‘ козом. Каждое животное получало по 100 нг 
под летим эфир ■ л1Гд0 П՜ в объеме 20 мкл. Контрольным кры- 
материала *PaK,I"J 0 15 М раствора NaCI. Спустя 12 и 36 ч, а так
сам вводили ио ֊ (_кратной инъекции животных помещали после- 
мер чеоез 14 cvtok после i ч

- ельно в камеру I для тестирования ориентировочно-исследователь-
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ской активности, а затем в камеру II, используемую для выработки ус
ловного рефлекса пассивного избегания темноты у крыс и тестирования 
его сохранения [8].

Камера I представляла собой параллелепипед (размеры 300Х200Х 
120 мм), изготовленный из непрозрачного материала. «Потолок» каме
ры имел 20 (5X4) отверстий округлой формы диаметром 15 мм. В те
чение 4-минутного сеанса пребывания животных в камере 1 регистриро
вали: а) латентный период первого заглядывания в отверстие; б) об
щее число заглядываний в отверстия камеры. За 15 мин, что животные 
находились в камере II, регистрировали: а) латентный период первого 
перехода крысы из освещенного отсека в темный; б) скорость покида
ния темного отсека, то есть скорость избавления от действия тока: в) 
число заходов в темный отсек за сеанс; г) время, проводимое животны
ми непосредственно у перехода из светлого отсека в темный, без попы
ток захода в последний (время заглядывания в «наказуемый» отсек). 
Каждая группа состояла из 10 животных. Статистическая обработка 
временных показателей проводилась по критерию Стьюдента, а числа 
заходов—по критерию Пирсона.

Поведение крыс всех групп в камере I было весьма сходным. Досто
верных отличий в показателях поведенческой активности животных об
наружено не было, что указывает на отсутствие выраженных влияний 
олигопептидных лигандов 5-100 на уровень ориентировочно-исследова
тельской активности животных.

Поведение животных в камере II отличалось у разных групп по сле
дующим показателям: процент животных, совершавших переход из 
светлого отделения камеры в темное, характеризовался выраженной 
тенденцией к повышению по сравнению с контрольными крысами через 
36 ч после введения П՜ и особенно П՜ (р<0,1). Тестирование через 14 
пней после введения испытуемых пептидов выявило разнонаправленные 
по сравнению с контролем изменения этого показателя—животные груп
пы П совершали меньше, а П ~--больше переходов в темное отделе
ние՛ отличия между животными, получавшими П+ и П՜, достигали 
уровня значимости (р<0,01). Общее время заглядывания животных в 
«наказуемый» темный отсек камеры не только различалось по своим зна
чениям՜ у разных групп, но и претерпевало различную динамику. Так,

>з 12 ч после введения пептидов, исходные значения этого парамет
ра у крыс группы П+, как и у контрольных животных, были низкими, 
пезко возрастали (в 5—10 раз) через 36 ч и вновь снижались примерно 
ю исходного уровня к 14 дню. У животных группы П ֊ этот параметр 

* ' 9-3 паза выше, чем у других групп в первый сеанас (р<0,05),
а затем прогрессивно снижался от сеанса к сеансу (рис. 1, 2).

' Полученные данные свидетельствуют о том, что исследуемые пммо- 
, ,,а брпки группы 5-ЮО биоспецифически взаимодействуют сбилизованные'՛ ^^нных ол„гопептидных лигаидов, ЯВ.1ЯЮЩНХСЙ,
рядом неид 1 I ИЧНым1г последнее заключение основывается на 
вероятно, «иДонеспеЦифичнымИя пептцдами> выделявшимися „з
данных о модуляции поведения кро
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ткани мозга быков; причем активность исследовавшихся факторов бы
ла выражена при использовании их в дозах, не превышающих десятков 
нг/животное. Следует отметить также продолжительность (не менее 2 
недель) изменений в поведении крыс, получавших однократные инъекции 
олигопептидов-лигандов S-100. Учитывая, что сроки жизни (полураспа
да) олигопептидов in vivo не превышают минут-десятков минут [9], 
столь длительные поведенческие эффекты, по-впдимому, подразумевают 
наличие стойких и медленнообратимых метаболических изменений в 
ЦИС, индуцируемых исследуемыми пептидами.

Рис. 1 Рис. 2
Рис. 1. Процент животных, совершавших переход из освещенного отделе
ния камеры в затемненное. 1—животные группы П—; 2—животные кон

трольной группы; 3—животные группы П +
Ряс. 2. Общее время заглядывания животных в затемненное отделение 

камеры. Обозначения тс же, что и на рис. 1

Интересно, что эти олигопептиды, не влияя заметно на дв ную и ориентировочно-исследовательскую активность животных ^(эг"՜ 

перименты в камере I), .модифицировали эмоционально окрашенное по .ведение избегания, обусловленное получением ими отрицательных\бо 
левых) стимулов в камере II. ' ՝ °՜

Пока преждевременно делать какие-либо однозначные заключения 
о характере изменении поведения животных, индуцируемых олигопеп
тидными лигандами неироспецифических белков .группы 5-100 Но чсстве рабочего предположения можно допустить,’что лиганды анион՜ 

ной природы (П ֊), вероятно, подавляют страх перед получением боле
вого раздражения и, возможно, нарушают процессы хранения и/или 
воспроизведения навыков. Пептиды-катионы (П + ) оказывают, похвидн- 
мому, противоположные поведенческие эффекты, усиливая страх и/или 
восприимчивость к боли, и стимулируют процессы памяти
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Обращает на себя внимание различие в длительности эффектов 
П4՜ и П-. Последствия введения П՜ отмечались на протяжении не
скольких суток после введения, в то время как изменения в поведе
нии, обусловленные действием П+, сохранялись, по крайней мере, в 
■течение двух недель.

Полученные данные, па наш взгляд, являются свидетельством перс
пективности поиска и выделения новых «поведенчески» активных олиго
пептидов на основе их способности к биоспецифическому взаимодейст
вию с теми или иными нейроспецифическимн белками и, кроме того, 
представляют интерес в плане изучения роли этих белков как акцепто
ров данных лигандов.

BEHAVIOURAL EFFECTS OF ENDOGENOUS LIGANDS OF BRAIN 
S-100 TYPE SPECIFIC PROTEINS

SHERSTNEV V. V., KOCHETKOV N. V.. BELYEV S. V., LYSOVA N. P„ 
DOLGOV O. N., POLETAYEV A. B.

Anokhin Institute of Normal Physiology, USSR Academy of Medical 
Sciences, Moscow

M. M. Shemyakin Institute of Bioorganic Chemistry, USSR Academy of 
Sciences, Moscow

The behavioural effects of endogenous olygopeptides (anionic and 
■cationic.) —the ligands of brain-specific proteins of S-100 group—have 
been investigated. The olygopeptides studied are non species specific, 
exert biological activity in nanogram doses and affect first of all fear 
and alarm-related forms of behaviour. It's concluded that use of immobi
lized brain-specific proteins for affinity sorbtion and isolation of endo
genous olygopeptides is an effective approach for detection and study 
of new biologically active olygopeptides.
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АКТИВНОСТЬ ПРОТЕОЛИЗА В МОЗГУ И КИНИНОВАЯ 
СИСТЕМА ЛИКВОРА И КРОВИ ПРИ ДЕЙСТВИИ АНТИТЕЛ

К ОСНОВНОМУ БЕЛКУ МИЕЛИНА

МЕНДЖЕРИЦКИИ А. М., ВОВЧЕНКО И. Б., КОЗЛОВА Л, С.

Взаимодействие противомозговых антител с антигенами мозга при
водит к развитию повреждения НС [1, 2]- Механизм такого взаимодей
ствия и его последствия для функционирования мозга изучены недоста
точно. В модельных опытах действие противомозговых антител на мозг 
можно осуществить введением соответствующей иммунной сыворотки 
или ее фракций в желудочки мозга. Такой подход позволяет получить 
прямой контакт антител с антигенами мозга, минуя ГЭБ [3].

В работах [2, 4, 5] было показано, что ннтрацистернальное введе
ние собакам противомозговых антител или антител к основному белку 
миелина (ОБМ) приводит к развитию демиелинизирующего процесса, 
•сопровождающегося нарушением метаболизма мозга. Развитие демие
линизации определяет активация протеолиза, 'начинающая цепь метабо
лических нарушений [6]. Комплекс протеолитических ферментов, вклю
чает ряд физиологически активных систем, в том числе каллнкреин-ки- 
ниновую систему (ККС) ликвора и крови, одним из эффектов актива
ции которой является увеличение проницаемости ГЭБ, что существенно 
для развития процесса аутосенсибилизации к антигенам мозга [7].

В работе изучено состояние ККС ликвора при действии на мозг ан
тител к ОБМ в сопоставлении с изменением активности кислой протеи
назы в белом веществе головного мозга.

Опыты были поставлены на взрослых беспородных собаках обоего 
пола массой 10—12 кг. Животным после взятия ликвора из четвертого 
желудочка (2 мл) вводили 2 мл фракции иммуно-О-глобулина, содер
жавшего антитела к ОБМ. 1 мл фракции содержал 14 мг белка. Через 
48 ч у большинства животных развивались симптомы, сходные с тако
вы, ми при экспериментальном аллергическом энцефаломиелите: нистагм, 
атаксия, парапарезы и т. д. У собак с подобными неврологическими 
симптомами из четвертого желудочка брали ликвор, из бедренной ве- 
лы—'кровь для определения активности компонентов ККС [8]. Белое 
вещество головного мозга фракционировали на растворимую и обога
щенную лизосомами фракции для определения в них активности кислой 
протеиназы (КФ3.4.23), используя в качестве субстрата гемо
глобин [9].

ԶՈԶ



Контролем служил мозг практически здоровых животных. Для оп
ределения контрольного уровня активности компонентов ККС использо
вали ликвор и кровь животных до введения им антител. Материал об
работан статистически с использованием критерия Стьюдента [10].

Таблица I 
Активность компонентов калликреин-кинииовой системы в ликворе собак через 48 ч 

после внутри цистернального введения антител к ОБМ (в мед/мл ликвора)

Примечание. 3 табл. 1, 2 в скобках указано число опыте»

Показатели

Группы животных

интактные
животные

введение иммуно
глобулина б из 
сыворотки ин
тактных собак

введение иммуно
глобулина О. со
держащего анти

тела к ОБМ

Калликрепн

Прекалликреин

Общая эстеразная 
активность

1,21+0,77 (6)

30,32+3,34 (6)

62,50+9,01 (6)

11.81+2,01 (6) 
р <0,001

27,30+2,35(6) 
р<0,05

86.25+16,90(6)
֊.р<0,01

29,13+2.30 (6) 
р<0,001 
рс0,001

101,31+5,27 (6) 
р<0,001 
р<0,001

86,67+10,34 (6) 
р < 0,01 
р<0,05

В ликворе интактных собак активность калликреина практически 
отсутствовала—1,29 мед/мл, а содержание предшественника—прекал
ликреина—составляло 30,32 мед/мл (табл. 1)-Следовательно, ликвор со
держит проферментную систему, способную при ее активации продуци
ровать брадикинин. В ликворе подопытных собак через 48 ч после ин- 
трацистернального введения антител к ОБМ активность калликреина 
возрастала до 29,13 мед/мл, а содержание прекалликреина—в 3,4 ра
за Таким образом, прямое введение антител к ОБМ, приводившее к об
разованию иммунных комплексов, резко активировало ККС ликвора, что 
подтверждалось определением в нем общей эстеразной активности. Этот 
показатель даст информацию о состоянии суммы триптических протеаз, 
в том числе и (калликреина. Общая эстеразная активность увеличива
лась у подопытных собак в ликворе на 41,4%. Сопоставление степени 
активации калликреина и общей эстеразной активности в ликворе сви
детельствовало о том, что антитела к ОБМ активировали, главным об
разом, ККС, не влияя на активность других триптических протеаз.

Одновременно была показана активация ККС и в периферической 
кпови Если у интактных собак активность калликреина в сыворотке 
крови'составляла 10,31 мед/мл, содержание прекалликреина - 126,79 
мед/мл то в сыворотке крови подопытных животных активность кал
ликреина возрастала в 4,4 раза и на 70,4% увеличивалось содержание 
прекалликреина.

Из табл 2 видно, что в мозгу интактных собак отношения актив- 
ности кислых пептидгидролаз во фракции, обогащенной лизосомами, 
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были в 2,՜ раза выше, чем в растворимой, что. соответствует литератур
ным данным [11].

Через 48 ч после внутрицистернального введения фракции иммуно
глобулинов О, содержавшем антитела к ОБМ. в белом веществе мозга 
собак с неврологической симптоматикой происходило резкое возра
стание общей активности кислых протеиназ (150,9 мкг тирозина/мг 
белка вместо 49,9 М'кг тирозина/мг белка в мозгу интактных собак). 
Истинный прирост протеолиза в белом веществе головного мозга при

Таблица 2
Активность кнелей протеиназы .՝, Селом веществе головного мозга собак после 

внутрицистерпальпого введения антител к ОБМ (в мкг тирозина/мг белка/ч)

Фракции

Группы Ж И В О Т Н Ы X

интактные
животные

ведение иммуно
глобулина О .чз 
сыворотки ин
тактных собак

введение иммуно
глобулина 6. со
держащего анти

тела к ОБМ

Лизосом пая 

Растворимая

Сумма

36,0+3,7(7)

13.4+2,1 (7)

49,4+3.9

33.8+3.0(8) 
р<0.05

37.7+3,8(6) 
р<0,01

76.5+6.3
р<0.01

62,0+7,2(6) 
р<0.01

88.9+5.8(6) 
Р--. 0.001

15 .9+7,8 
р<0,001

<-֊ - пппявтялся в увеличении активностивведении пм1Муно-О-тлооулинов прояви .Апакции, которая была в 6,6 раза кислой протеиназы в растворимой ФР1 . I „..тяктиых собак. Во фракции, ооога-выше, чем в этой же фракции у инт и
щеннои лизосомами, активность фер составляло , 45:1 в бе.
шение ее к активности в растворшмосоот11ошеиие ,ыло 
лом веществе головного мозга ։ш*а • и . «ппнрнию с контролем отражало повыше-равно 2,7:1. Его снижение по сравнены։։■ ’ , . лизосом за счет увеличения ихние активности фермента во фракимне стишпии Е п^плбное утверждение может также осно-
количества в клетках ,моз։ а. . 0НН0МИКр0ск0ПП11еских нсслед0. 
вываться на проведенных Ра ‘ нального введения иммуно-б- 
ваниях ткани мозга после внутрин [121
глобулина, содержавшего ант"те^֊"՝вводнмых в мозг. минуя ГЭБ> 

Поямое действие антител к '֊ш-н . „^тпние протеолитической активности в ое-втечет за собои резкое возрастаю ,ликворным путям- Этот эффект связан с лом веществе, прилежащем клик ।,1 „„индексов, обладающих цитотоксическимлбпазоваппем иммунных комплот образование. активации протеолиза и развивающимся
действием, проявляющим։.низацйй. Следовательно, иммунные ком- 
в дальнейшем процессе Д ■ ^„ци антител к ОБМ, активируют про- 
плексы, образующиеся кКС ЛИквора и крови, что создает усло-
теолиз в мозгу и од|1овр ‘ билизации к антигенам мозга и дальнейших 
вия для развития аутос■ си 0 вед щих к демнелинизации. 
структурно-метаболических
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EFFECT OF ANTIBODIES TO MYELIN BASIC PROTEIN ON THE 
PROTEOLYTIC ACTIVITY IN BRAIN AND KALLIKRE1N-K1NINE 

SYSTEM IN LIQUOR AND SERUM

MENDZHERITSKY A. M., VOVCHENKO I. B-, KOZLOVA L. S.
Medical School, Roslov-on-Don

The intracysternai administration of antibodies to myelin basic pro' 
tein leads to the formation of immune complexes activating intracellular 
proteolysis in the brain and kallikrein-kinine system in liquor and se
rum, thus evidently initiating the processes of autosensibilization and 
demyelinization.
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«Нейрохимия», т. 2, № 3, 1983

ОБЗОРЫ

УДК 612.82.821.2

ПЕПТИДЫ, ОБУЧЕНИЕ, ПАМЯТЬ 
(принцип полифункциональности)АШМАРИН И. п„ КРУГЛИКОВ Р. и.

к 
а

Анализ литературных данных о биологических эффектах нейропептидов приводит 
заключению о том, что одна и та же функция регулируется несколькими пептидами, 
один и тот же пептид может участвовать в регуляции нескольких функций. Этот 

принцип полифункциоиальностн находит свое выражение и в процессах обучения и 
памяти: формирование, фиксация и воспроизведение временных связей регулируются 
различными пептидами, один и тот же пептид участвует в регуляции каждой из наз

ванных операций.

С быстротой, поразительной даже на фоне общего стремительного 
развития биохимии, множатся данные о роли регуляторных пептидов 
£ организации всей жизнедеятельности организма [1, 2]. Важное ме
сто принадлежит малым и средним в Деятельности ЦНС.

1 . пянные приводят к заключению о поли-Многочисленные фактические данные: н
, -„„„„птипов (НП)- Каждый НП участвует вфункциональности неиропептидов / > з

а одна и та же функция регулируется оегуляции нескольких функции, а ид т; г з н/реляции пе ' , „лучения и памяти в этом отношении не
несколькими НП. Процессы ооу^

,, тот же НП может участвовать в регу- 
являются исключением „1ЬНЫх и нейрохимических компонентов 
ляции различных функцио аль

и памяти—формиро- этих процессов и в разлиш пе₽ эн м Ц
вании временных связен (следов __ ,

1 . „оиии Цель настоящего обзора заключаетсясолидации) и воспроизведении « г
в обосновании этих положении.

, „ , „ойпохимикам хорошо известна опасность, ко-
Неирофпзиологам 11 оценить, прямое или косвенное влияние 

торая возникает при попытках в
оказывает исследуемый ф оСЛОЖцяется тем, что круг реакций как 
шепни НП положение связываемых сейчас с НП, очень
центральных, так и пер .. на рис ։> можно составить общее лред- 
широк. Из схемы, при непосредственно участвуют в формиро-
ставление оо этих св5'зя ' евого насыщения, жажды, сексуальных ки
вании ряда ощущении. ное п0 механизму ощущение удовольствия 
пульсов и др. Весь. ем нп Многообразные НП участвуют в 
также формируется льно в связанных с болью реакциях не
восприятии боли и, следов- з27 



ведения. Двигательная активность, сон, зимняя спячк-е находятся под 
интенсивным влиянием НП. В представленном перечне есть и пепти
ды, которые, как считают, прямо участвуют в механизмах памяти—ад
ренокортикотропный (АКТГ) и мсланостимулирующий гормоны (МСГ) 
и вазопрессин. Очевидно, однако, что выраженным влиянием на па
мять не могут не обладать и многие другие из представленных НП,— 
слишком тесными являются связи между всеми перечисленными ней
рологическими функциями. Каждая из представленных функций свя
зана с определенным набором из 1 —3-х, а иногда и большего числа (де
сятков) НП. В большинстве случаев (если нс во всех) одни и те же 
НП регулируют несколько разных реакций. Рассматривая далее от
дельные НП, следует постоянно иметь в виду еще одну важную их осо
бенность: каждый из них, помимо нейрологических реакции, является 
одновременно прямым регулятором ряда вегетативных и соматических 
функций. Это не какое-то побочное действие НП, а обязательный ком
плекс контролируемых данным НП процессов, в числе которых та или 
иная реакция, связанная с поведением, выступает не как доминирую- 
тая, а как одна из нескольких равноправных функций.

«О’ечисго’ииим. .

ангноттизич II

функции желудочно-

сексуальна импульсы ч—

Зннмяя СЛ^КЗ

ощущение пццрбого 
насые£*н.а или голода

Эйфория 
наркомания

Некоторые сематические 
и ес’етатиеные__________

Элементы и Формы 
тоеедення______

и выгод ряда ..класси֊ 
чеси'х. гормонов

Б ом дин - 
с НП

Нейролептиды(НП)

(Регу-лятссмыс 
пептидыГ

действе "ГОДуЛЦИО

баль

имм/миь/е реакции

Со*

терморегуляция

Оо.мемне утеротонус

Память кактэция

пигментация

АКТГ

МСГ- ^др оегегатионые провесы, 
связанные с репродукцией

Вазопрессин 
ОКСМТОЦИН

бедный и минеральная 
обмен

мыи&ерин 

тиреа>н^еп<< 
мемносгътии
тафцин — 

сома гос га тих

/«л гид дельта -ела. 
пептиды 
Паппснгеймера

՝ -Унизано 

бомбе зим

кровяное давление, 
функции сердца

Рпс. 1- Некоторые направления действия нейропептидов.

ощущение у;

гбигэтельная

Элементы синдромов 

шнэофренгы 

зпнлепемм —

Рассмотрим примеры таких полифушщиональпых НП по՝ обращаясь к возможному или установленному влиянию >„• йп Уоянно 
7 «иши их на обучение и память. Начнем с тех, которые связывают пока с птип-,.. г֊"=п11с 

п пи՝-ительно поо-
стыми реакциями. При этом неооходимо помнить о ктй»лв ,.. ‘'ранней условно
сти разграничения реакции поведения на простые и сложные а также о том, что каждый день приносит все новые и новые сведения о функ
циях каждого НП и об их участии в построении поведения ' '

Ощущение насыщения, сытости связано, в первую очередь с холе
цистокинином (ХЦК) [3]. Этот пептид был ранее обнаружен в желу- 
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дочно-кишечном тракте в качестве регулятора сокращений желчного 
пузыря. Сейчас з мозгу, в том числе в высшей его формации—в коре, 
обнаружены и рецепторы ХЦК и многочисленные нейроны, его образу
ющие. Правда, мозговой ХЦК проще периферического: последний со
стоит из 33-х аминокислотных остатков, а в мозгу преобладает его 
С-коицевой фрагмент из 8-.ми аминокислот (рис. 2). Введение ХЦК .в 
желудочки мозга голодной козы в фантастически малой дозе—0,01 лмк 
(10՜14 м или 5 5 мкг)—полностью лишает ее аппетита. Вряд ли, 
однако, это единственная функция ХЦК. Содержащих его нейронов 
довольно много в коре, и их локализация наводит на мысль о том, что 
они участвуют в связях коры и подкорковых образовании. Сам ХЦК 
занимает одно из первых мест среди других НП по количеству в мозгу. 
Наконец обращает на себя внимание наличие ХЦК в окончаниях ней
ронов ствола мозга, проецирующихся в лимбическую систему, что по
буждает ставить вопрос об участии ХЦК в механизмах памяти. Однако, 
если даже прямое участие не будет выявлено, то косвенное влияние на 
память неизбежно, хотя бы в той мере, в какой связана с памятью пи
щевая мотивация.

,, „ „пт-ияпии с двумя другими пептидами, так-Много сходного есть в ситуации е ; г;
„яяогтвр пегуляторов желудочно-кишечного же открытыми ранее в качестве ре Р и

тракта,-вазоинтестинального пе^ы1./хцк; (рис. 2). Они, их рецеп- 

вон тетрапептид последнего, найдены- в мозгу, но роль этих пеп-
торы и продуцирующие их ։ ՛ ановлепа столь четко, как в слу-
тидов в реакциях поведения пока не .
чае ХЦК. _ 1Гг-ангиотензин II (рис. 2) является важ-

Другой периферический Н почечных. К настояще- 
ным регулятором состояния со • реаКции жажды после внутриже- 
му времени показано возникновен м ([о_з
лудочкового введения ангиогенг уГИХ ТКанях гармонически увязы-
гуляция выведения воды в почк• жажды одним и тем же регулято- 
вается в данном случае с индукн
ром [4]. лизина II на процессы памяти возможно.

Косвенное влияние анп.от мехаНИЗмах мотиваций. Заслуживает 
опять-таки, в силу его участия а11Г1Ютензина ц тесно связан с уров- 
внимания и другой путь. -Р° ,лятора минерального и водного обме- 
нем вазопрессина другою . показано ниже, относится к НП, 
на. В свою очередь вазопресс"а^ятьЮ
непосредственно связанным с пзпн ц—примеры НП. образующихся 

ХЦК, ВИП, гастрин и < отЛ11ЧИе от них НП, стимулирующий сек- 
11 на периферии, и в мозг^|!.1зываемый рилизинг-гормон лютеотропина 
суальное поведение, 1аК^я по-видимому, лишь в мозгу, преимушест- 
(люлиберин) синтезируОчень интересно сопоставить две его 
венно в гипоталамусе Р взвестигя относительно давно, состоит в регу- 
функции [5, 6]. Первая, л1Отеотроппна гипофизом; в свою очередь, 
ляции выделения горм°бразование гормона желтого тела. При этом 
лютеотропин регулирует ощ
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люлиберин является высшим звеном многоэтажной системы регуляции 
важных неповеденческих факторов репродукции животных. Одновре
менно он же выполняет вторую функцию—прямо стимулирует сексу
альное поведение. Люлиберин является одним из НП, близких к ши
рокому практическому использованию в ветеринарии и медицине. Син
тезировано большое число его аналогов либо «сверхактивных», либо՝ 
обладающих обратным действием [6]. Широту связей сексуальных мо
тиваций с механизмами памяти следует учитывать в исследованиях 
действия люлиберина на поведение.

Обратимся теперь к обширному семейству пептидов—регуляторов 
восприятия боли.

։ OYISO-HI MGWM6F • ННг

i drmwf з втзкаяк; • нн։

> a YCGFM 6 YUAGaeFMIOl-ol в YrUGFP

5 YGGFMTSEKSaTPLVTEOV.TAHKJIANKFL

։ ELTErt^PRKFTIL ։ TKPR s pEHP

5 MCGCWSCE

>« a CYFQNCPKG-NHj n a MEHFRWG

■ R- 6 MIOIEHFUKF

S--Z--- Я-

r.

Рис. 2. Структура некоторых регуляторных пеп
тидов и их аналогов. 1, а—холецистокинин-8, 1, б— 
концевой тетрапептид, общий для холецистоки- 

«и ника н гастрина; 2—ангиотензин II; 3—люлибе
рин; 4. а—Met-энкефалин, 4, б и 4, в—его высокоак
тивные аналоги; 5, а—ц-эндорфии, 5, б—р-эидор- 
фнн, 5, г—р-эндорфии, 5. д—des Туг—р-эидорфин 
(человека); 6—нейротензин; 7—тафцнн; 8—тирео- 
лнберин, 9— пептид-б-сиа, 10, а—Lys-вазопресснн, 
10.6—Arg-вазопрессин, 10.о—Arg-вазотоцнн, 1О.г— 
окситоцин; 11, а—АКТГ4_1П, 11,6—высокоактив

ный аналог OrgJ7_66

Наиболее изученными пептидами, способными подавлять болевые 
ощущения, являются опиоидные. В течение последних трех лет резко՛ 
увеличился их перечень [2]. Известен уже целый ряд неодинаковых 
по структуре и месту синтеза крупных опиоидных пептидов—эндорфи
нов, содержащих в качестве основной функциональной группы пента
пептид—Met-энкефалин (рис. 2). Открыто также множество новых 
эндорфинов, содержащих не Met-энкефалиновый, а Leu-энкефалиновый 
фрагмент. Эти пептиды более стабильны, чем простейшие опиоидные 
пептиды, то есть сами Met- и Leu-энкефалины, и обладают поэтому ди
стантным действием. Особенно важно, что в них закодирован одновре
менно ряд активностей, далеко выходящих за рамки противоболевых. 
По-видимому, каждый из эндорфинов, образующихся и выделяющихся 
при тех или՛ иных воздействиях, включает строго определенный ком
плекс разнообразных функций. Перечислим хотя бы часть таких функ
ций сопряженных с различными эндорфинами: 1) снятие боли, 2) ощу
щение удовольствия, переходящее в эйфорическое состояние, 3) сни
жение подвижности, переходящее при определенных дозах в кататонию, 
4) нейролептическое действие, 5) воздействие на некоторые формы 
памяти и регуляцию целенаправленного поведения. Функции 1-3 и 5 
сопряжены с энкефалиновым компонентом эндорфинов, хотя выражен
ность их может количественно изменяться в зависимости от наличия H 
структуры других участков. Функция 4 обусловлена последователь
ностью 5—17 р-эндорфина.
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Рассмотрим теперь несколько подробнее активности отдельных 
опиоидных пептидов. Неоднократно описано обезболивающее действие 
природных энкефалинов и эндорфинов. Заметим только, что анальге
зия, вызываемая некоторыми недавно открытыми эндорфинами, содер
жащими Leu-эн'кефалиновую последовательность,—динорфнном, напри
мер, и синтетическими аналогами энкефалинов, в сотни—тысячи раз пре
вышает таковую для ранее изученных природных опиоидов. Многие из֊ 
них высокоэффективны не только при внутримозговом, но и при под
кожном, внутривенном, внутрибрюшинном и других типах перифериче
ского введения.

В опытах по самостимуляции крыс самовведеннем в мозг энкефа
линов [4] достоверно установлено быстрое развитие стремления 
инъекцнровать себе Leu- и, в меньшей мере, Met-энкефалин (в от
личие от их тетрапептидного аналога или плацебо). Не менее важно, 
что в другом варианте экспериментов-с самораздражением через 
вживление в мозг электродов в специализированные «зоны удоволь- 
ствия»—эффект полностью снимался классическим антагонистом олиа- 
тов—налоксоном. Это указывает наряду с многими другими ранее по
лученными данными на участие эндогенных опиоидов в формировании 
ощущений удовольствия и в феномене привыкания к наркотикам. Здесь 

„т„а прплятные связи с процессами запоминания на вновь просматриваются вероятные.
(Ьоне мощных мотиваций.* - - „ „попппинято для выявления прямого УчастияМного усилии оыло предпр? „ мрулнизмах памяти. Наиболее яркой иллюстра-опиоидных пептидов в мехзнциёй՜ сложности ситуации является открытие противоположного дей

ств я на память у-эидорфина и Des-Туг-у-эндорфш.а, с одной стороны, 
, а эндорфина и некоторых других эндорфинов, с другой стороны. 

Первые ускоряют угасание условного рефлекса пассивного,֊ а по неко- 
иероыс э । II активного избегания (с этим, кстати, сопряжено и 

нейролептическое действие этих соединений). Вторые оказывают обрат- 
1 1 .. „ шяйней мере, в части тестов. При этом трактовка реное действие, по крайней . р

крайне осложняется подавляющим действием опиоидных ПЫ1- ЗУЛЬТа7аВ двигательную активность, на восприятие болевых импульсов 
Х’пищевую мотивацию (последнее не относится лишь к Des-Tyr-y-

.\ Что касается простейших опиоидных пептидов—энкефа- 
Хв ж данные об их влиянии на процессы памяти еще более проти-

С особой остротой выступает применительно к опиоидным пеппХ вопрос об адекватности методических подходов, используе-
J ' „„ прйствия на память. Поэтому мы вновь вернемся

мых при оценке ■ ' заключительной части настоящего обзора.
К обсуждению их Ф< ект^авля1011111Х боль.

недавно стали упоминатьВ числе пептидов, 
гот Чтлт олигопептид проявляет анальгетическое деи- неиротензин [ ]֊. центральном введении, а его топография

ствие, по крайней ‘ ’ т топографию энкефалинов. Особенно инте-
почти полностью п снимается классическим антагонистом опиа- 
респо, что ею э ՝ довательно, он имеет механизм действия, су- 
тов—налоксоном, и, следом 
шественно отличный от опиатов.



Еще один олигопептид, так называемое вещество Р, давно рассмат
ривается как участник процессов передачи болевых импульсов. В ряде 
случаев он выступает как антагонист энкефалинов и эндорфинов, на
пример, в упоминавшихся экспериментах по самовведепию эксперимен
тальным животным энкефалинов [4].

Выше отмечалось уже подавляющее действие опиоидных пептидов 
на двигательную активность. Уместно в этой связи указать на ряд 
пептидных регуляторов, обладающих обратным действием, то есть сти- 
мулирующих подвижность, и сопоставить этот их эффект с влиянием на 
память. Они интересны также тем, что связаны с агрессивным поведе
нием экспериментальных животных. Один из них—тафцин [7, 8]—име
ет исключительно периферическое происхождение и был впервые от
крыт и изучен как фактор |Неспецифического иммунитета. Сейчас уста
новлено, что он является стимулятором двигательной активности в фи
зиологических концентрациях в течение первых 7—15 мин после вве
дения и, креоле того, повышает агрессивность экспериментальных жи
вотных. Заметим, однако, что на ооучение и память тафцип не дей
ствует. Эго вновь иллюстрирует известное положение о том, что многие 
общие стимулирующие воздействия не влияют на процессы запомина
ния.

Наконец, в числе стимуляторов двигательной активности следует 
упомянуть рилизинг-гормон тиреотропина—тиреолиберин. В этом слу
чае нет указаний на одновременную стимуляцию агрессивности. Инте
ресно, что подобно люлиберину, рассматривавшемуся выше, этот пеп
тид проявляет свое действие на поведение непосредственно, в то вре
мя как другую свою функцию—регулятора активности щитовидной же- 
.лезы—осуществляет опосредованно, действуя на выделение тиреотро
пина из гипофиза. Тиреолиберин .известен также как одно из средств 
лечения паркинсонизма и общий стимулятор «хорошего настроения» у 
людей [4]. Имеются данные о некотором стимулирующем действии 
тиреолиберина на обучение, вероятно, косвенном.

Весьма важным было бы подробное рассмотрение здесь пептидов—• 
регуляторов сна—и как таковых, и как возможных участников процесса 
консолидации. Однако это область, где пока преобладают противоре
чивые данные. Гак, в отношении ряда описанных в литературе пепти
дов, полученных из мозга или СМЖ, лишенных сна животных и обла
дающих как будто бы мощным снотворным действием в малых дозах 
[2], нет пока широко апробированных сведений о первичной структу՜ 
ре. Лишь недавно получены указания на близость их структуры к <мю՜ 
рамил-пептидам—характерным компонентам оболочек бактерий. Что 
же касается двух широко изучавшихся вероятных регуляторов сна с 
установленной структурой—так нггзываемого пептида дельта-сна и вД' 
зотодина (рис. 1), то первый, по-видпмому, служит фактором, не инДУ' 
цируюшим непосредственно сон, а лишь «предрасполагающим ко сну»- 
.а второй—фактором не сна, а снижения двигательной активности [9]- 
Не исключено, что столь сложный процесс, как сон, требует одновр?' 
менного участия ряда регуляторов, а в том числе ряда НП. 
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Интересны первые данные о комплексной регуляции пептидами 
зимней спячки. Полагают, что в этом процессе участвуют бомбезин— 
пептид, известный, главным образом, способностью снижать темпера
туру тела, опиоидные пептиды и упоминавшиеся выше пептиды, непо
средственно участвующие в регуляции сна [10].

В наибольшей же мере с механизмами обучения и памяти связаны 
такие НП, как АКТГ, МСГ, в особенности их фрагмент МеЬС1и-Н1з-
Phen, а также вазопрессины. Их эффекты мы рассмотрим 
более подробно, обратив сначала внимание ла методические 
изучения их действия.

Одним из наиболее широко используемых доказательств

поэтому 
аспекты

учартия
ИП в процессах обучения и памяти является повышение устойчнвотц 
временной связи (энграммы) к угашению под влиянием различных НП. 
Использование этого теста исходит из предположения о том, что чем 
прочнее временная связь, тем трудней она поддается угашению. Счи
тается, в частности, что устойчивость к угашению может служить ме
рилом эффективности процесса консолидации. Однако такая оценка 
вряд ли может считаться достаточно правомерной. Известно, что ско
рость процесса угашения зависит не только от прочности временной свя
зи, но и от силы внутреннего торможения. При определенных построе
ниях экспериментов с использованием пептидов можно столкнуться с 
влиянием последних преимущественно на процесс внутреннего тормо
жения, неправомерно приписав этот эффект состоянию временной свя
зи. Известно, помимо этого, что целый ряд данных позволяет видеть в 
процессе угашения особую форму научения, идентичную по некоторым 
нейрохимическим и нейрофизиологическим характеристикам процессу 
выработки условного рефлекса. В таком случае нередко наблюдаемое 
под влиянием пептидов снижение устойчивости временной связи к уга
шению может рассматриваться как повышение эффективности процес
сов обучения и закрепления информации в мозгу. Это в особенности от
носится к таким экспериментам, в которых нейропептид вводится по
сле первого сеанса угашения. Следует, наконец, учитывать и показан
ную многими исследователями способность пептидов облегчать воспро
изведение временной связи. С этой точки зрения устойчивость времен
ной связи к угашению отражает не прочность последней, а эффектив
ность операции ее воспроизведения. Именно так следует, по-видимо- 
му, понимать ранние данные De Wied [И] о замедлении угашения обо
ронительного условного рефлекса в случае введения питресснна перед 
каждым сеансом угашения и последующие работы такого же плана [31]. 
Таким образом, устойчивость временной связи к угашению является 
интегральным выражением комплекса факторов, что весьма затрудня
ет или даже исключает возможность однозначной интерпретации ре
зультатов, полученных с помощью этого теста. Тем не менее, этот тест 
благодаря высокой чувствительности находит широкое применение при 
исследовании действия пептидов на процессы памяти, служа нндикато- 
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ром эффекта и выражением одновременного влияния НП на-множест- 
во процессов, лежащих в основе интегративной деятельности мозга.

Факты влияния АКТГ47 (МСГ) и вазопрессинов на процессы обу
чения и памяти, наряду с данными об изменениях содержания в голов- 
еом -мозгу НП в ходе обучения [12, 13], прямо указывают на бесспорное 
их участие в интегративной деятельности мозга и стимулируют иссле
дования, направленные на конкретизацию их роли и выяснение меха
низмов этого участия.

Накопленные к настоящему времени многочисленные фактические 
данные, обобщенные в ряде обстоятельных обзоров и монографий [19— 
33], могут быть резюмированы в виде следующих положений. -

1. Упомянутые НП оказывают выраженное влияние на процессы 
обучения и памяти в дозах, намного меньше тех, которые вызывают 
другие биологические эффекты.

2. Влияние этих НП на процессы обучения а։ памяти не связано с 
их гормональными эффектами, что наиболее убедительно доказывается 
влиянием на указанные процессы фрагментов пептидных гормонов, со
вершенно лишенных гормональной активности.

3. Особенности влияния НП на процессы обучения и памяти зави
сят от рода и особенностей используемых условных рефлексов, пола, 
возраста и индивидуальных особенностей экспериментальных живот
ных, дозы и способа введения НП.

Средн разнообразных доказательств этой роли особо отметим чрез
вычайно интересные факты нарушений обучения и памяти при введении 
антител к вазопрессину и индукции образования антител к АКТГ4_։0 
[14, 15]. а также имевшие в свое время сенсационный характер сооб
щения об улучшении памяти у людей при введении некоторых НП, в 
частности вазопрессинов и аналогов АКТГ4 7 [16—18].

Что касается различий в роли дериватов АКТГ и вазопрессинов, 
то обобщая современное состояние вопроса об участии НП в интегра
тивной деятельности мозга, De Wied и Van Ree [33] указывают, что 
НП семейства АКТГ/МСГ влияют на мотивации и внимание. Это на
ходит свое выражение в изменениях собственно выработки и воспроиз
ведения временных связей, НП семейства вазопрессинов, в отличие от 
этого, участвуют в консолидации временных связей. Исходные ука
зания на разную роль разных НП в процессах обучения и памяти были 
получены в экспериментах на гипофизэктомированных животных [П. 
34—36].

В упомянутых работах было сообщено, что вызываемые гипофиз- 
эктом.ией нарушения обучения и памяти устраняются введением АК.ТГ 
и его фрагментов АКТГ։_24 , АКГГ4_10 , а- и р-МСГ, Lys-вазопресси
ном (ЛВП) и Des-Gly-Lys-вазопрессином (ДГ-ЛВП). Как выяснилось, 
а- и р-МСГ содержат общий с АКГГ фрагмент—АКТГ4 |0,чем объясня
ется общность оказываемых этими пептидами «лечебных» эффектов- 
Что касается эффектов ЛВП и ДГ-ЛВП, то их природа, по-видимомУ>

33-1



иная, чем у АКТГ и а- и 0-МСГ. Важнее, однако, другое: восстанав
ливая процесс выработки условных рефлексов у гипофизэктомирован- 
ных животных, ЛВП и АКТГ.։_|0обладают разным последействием. По
сле отмены АКТГ4_10, вводившегося перед каждым опытным сеансом 
при выработке условного рефлекса, количество проявляющихся в опыте 
условных реакций резко снижалось, то есть последействие было доволь
но кратковременным. В отличие от этого после отмены ЛВП число 
проявляющихся в опыте условных реакций оставалось столь же высо
ким, как и на фоне его введений. Это давало основание полагать, что 
АКТГ и родственные пептиды влияют преимущественно па выработку 
условного рефлекса и, следовательно, на факторы, участвующие в этом 
процессе, а также на воспроизведение выработанных рефлексов, в то 
время как ЛВП оказывает влияние на фиксацию (консолидацию) вре
менной связи. Дополнительные аргументы в пользу этого представле
ния были получены при изучении особенностей обучения и памяти у 
крыс с врожденной неспособностью к синтезу ЛВП, страдающих неса
харным диабетом (линия Brattleboro). Среди разнообразных наруше
ний условнорефлекторной деятельности у этих животных наиболее ха
рактерной является неспособность к фиксации временных связен. По 
данным ряда авторов [37], например, условный рефлекс пассивного из
бегания (УРПИ) у таких животных еще полностью сохранен сразу по
сле вы,работкм, но уже через 3 ч у них возникает глубокая и стабиль
ная амнезия. Это можно .истолковать таким образом, что дефицит 
ЛВП в мозгу не препятствует выработке и кратковременному сохране
нию УРПИ но полностью предотвращает его закрепление в долговре
менной памяти, то есть глубоко нарушает процесс консолидации.

Другим дополнительным обоснованием предположения о разной 
роли различных НП в процессах обучения и памяти могут служить дан
ные об улучшении воспроизведения выработанных рефлексов под вли
янием аналога АКТГ4_9 -препарата Org-2766. Выработка сложного 
двигательно-пищевого условного рефлекса у старых (НО недель) крыс 
протекает практически с такой же скоростью, как у молодых (9 недель) 
животных, однако при проверке сохранения у старых животных количе
ство ошибочных реакций было значительно больше, чем у молодых 
Г941 В случае же введения Org-2766 перед проверкой сохранения по 
числу ошибочных реакций старые животные не отличались от молодых. 
Интересно что число ошибочных реакции под влиянием Org-2766 не
достоверна снижалось у молодых животных и достоверно -у старых. В 
многочисленных исследованиях на интактных животных было показа
но что НП семейства АКТГ/МСГ ускоряют выработку оооронитель- 

„ пишрпых УР и замедляют их угашение, если обе ных и двигательно-пищевых УР Детальпы...
эти операции прово ՝ в значительной степени связаны
анализ этих эффектоЕп°;аз^ ленносТ11 внимания, уровня arousal и 
с изменениями мотивации,

л, „.рппгичрпких механизмов- Так, в экспериментах на сво- РЯДа ДРУГИХ фиЗИОЛОГИЧеОКНХ мела
_ х животных было обнархжено, что введениебодно передвигающихся живошшл
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АКТГ 4_]0 вызывает тахикардию в ситуациях, обычно сопровождающих
ся брадикардией [41, 42]. Значение этого факта определяется тем, что 
брадикардия является одним из выражений пассивно-оборонительного 
состояния, препятствующего выработке активного избегания [43]. Вы
работка активного избегания связана с переходом от брадикардии к 
тахикардии, свидетельствующей о развитии активно-оборонительного 
состояния. Понятно, что вызываемая АКТГ тахикардия должна спо
собствовать выработке активного избегания, что и наблюдается в 
большинстве случаев.

Другим важным механизмом эффектов АКТГ4_10 является вызы
ваемое этим НП учащение тета-ритма гиппокампа и таламических 
структур при электрической стимуляции ретикулярной формации (РФ) 
[44]. Оценивая эти данные, Bohns [31] подчеркивает, что поскольку 
аналогичные изменения частоты тета-ритма наблюдаются при усилении 
стимуляции РФ, указанный факт свидетельствует о повышении уровня 
бодрствования, что, как известно, способствует формированию времен
ных связей. Возможно, повышение уровня бодрствования при введе
нии АКТГ, его фрагментов и аналогов во многих случаях лежит в осно
ве ускорения обучения.

Преимущественное влияние АКТГ и родственных пептидов на про
цессы выработки и воспроизведения условных рефлексов не означает, 
что эти пептиды не оказывают влияния на процесс консолидации. Из
вестен целый ряд работ, в которых АКТГ пли его фрагменты вводились 
после сеанса обучения, что сказывалось на сохранении рефлексов [38, 
45, 46]. Весьма показательна в этом отношении работа Gold и соавт. 
[45]. Вводя мышам сразу после выработки своеобразной формы 
УРПИ 0,03—0,3 ME АКТГ, авторы через сутки наблюдали улучшение 
сохранения этого рефлекса; увеличение дозы АКТГ до 3 ME, напротив, 
значительно ухудшало сохранение УРПИ. Одна из принципиальных 
находок авторов в этой работе состоит в установлении зависимости эф
фекта гормона от силы обучения. Помимо этого, авторы показали, что 
увеличение дозы АКТГ может приводить к инверсии эффекта.

Близкие данные получили Flood и соавт. [46], в опытах которых 
увеличение дозы АКТ Г4_.1О от 0,1 до 3,0 мт/кг, вводившегося мышаМ 
сразу после выработки активного или .пассивного избегания, вызвало 
не увеличение, а снижение эффекта, то есть снижение степени улучше
ния сохранения выработанных рефлексов. Эти наблюдения, нашед
шие многократные подтверждения в последующих исследованиях, мо
гут рассматриваться как одна из важных закономерностей действия 
пептидов на процессы обучения и памяти-зависимость эффектов от до
зы и особенностей вырабатываемых рефлексов, в частности от «сплЫ 

обучения».
' Следует подчеркнуть, что в более поздних работах некоторым ис

следователям не удалось получить четких изменений сохранения выра
ботанных рефлексов и их устойчивости к угашению при введешь 
АКТГ его фрагментов, аналогов и родственных пептидов после обуче
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ния [24]. Улучшение сохранения УРПИ наблюдалось лишь в случае 
введения большой дозы—5 мг/кг Org—2766 парад обучением [47], что, 
очевидно, явилось простым следствием улучшения процесса выработки 
временной связи—закономерность, хорошо известная в физиологии па
мяти [48, 49]. И все же, констатируя несомненное действие на процес
сы обучения, нет оснований исключать и возможность влияния пепти
дов семейства АКТГ/МСГ на процесс консолидации. Не говоря уже о 
том, что ряду исследователей удавалось наблюдать такого рода эффек
ты. вызываемые этими НП, изменения функционального состояния мозга 
при определенных условиях не могут не сказаться на процессе консо
лидации. Достаточно в связи с этим упомянуть данные Bloch [50, 51], 
согласно которым электрическая стимуляция ретикулярной формации 
среднего мозга ускоряет процесс консолидации и делает его более эф
фективным. Влияние НП семейства АКТГ/МСГ на воспроизведение 
ранее сформированной временной связи ярче всего выступает в экспе
риментах, в которых введение НП перед проверкой сохранения времен
ных связей, подвергнутых амнезирующнм воздействиям, устраняет ам
незию [52—54]. Весьма вероятно, что вызываемое АКТГ повышение 
устойчивости временных связей к угашению (ом. ниже) обусловлено об
легчением их воспроизведения. Таким образом, есть все основания по
лагать, что НП семейства АКТГ/МСГ оказывают влияние на форми
рование, фиксацию и воспроизведение энграм.м, то есть действительно 
являются полифункциональными. Столь же полифункциональнымн 
являются эндогенные опиоиды и вазопрессины. Введение большинства 
эндогенных опиоидов перед выработкой условных рефлексов активного 
избегания нарушает их выработку, а при введении сразу после обуче
ния ухудшает их сохранение [55—59]. Напротив, блокада опиоидных 
рецепторов налоксоном улучшает сохранение временных связей. На 
основании такого рода фактов даже сформулировано представление 
о наличии в мозгу физиологического амнезирующего механизма, пред
ставленного системой эндогенных опиоидов [59].

Однако описан целый ряд фактов, не укладывающихся в это пред
ставление. Так, под влиянием введения Met-энкефалина сразу после 
выработки УРПИ улучшается его сохранение [60]. Такой же эффект 
наблюдается при введении а-эндорфина [61]. При этом введение а-эн- 
Дорфина за 1 ч до проверки сохранения УРПИ улучшает его воспроиз
ведение [61] а введение энкефалинов устраняет амнезию [62] что так
же может быть связано с улучшением воспроизведения энграммы. По
мимо этого, показаны различия в эффектах энкефалинов у хорошо и 
плохо обучающихся животных и зависимость этих эффектов от состоя
ния моноаминергических систем мозга [63, 64]. описано также повы
шение устойчивости к угашению ранее выработанных оборонительных 
временных связей под влиянием Met-энкефалина и а-эндорфина [65- 
67]. Из приведенных данных следует, что эндогенные опиоиды оказыва
ют влияние на формирование, фиксацию (консолидацию) и воспроиз
ведение временных связей, то есть в сфере их влияния находятся все 
Операции функции памяти.



Что же касается НП семейства вазопрессинов, то устоявшаяся точ
ка зрения, согласно которой они избирательно влияют на процесс кон
солидации [33], требует определенных уточнений. Дело в том, что 
имеются прямые доказательства влияния вазопрессинов на выработку 
условных рефлексов [31, 68] и их воспроизведение после амнезирующих 
воздействий [69]. Столь характерное для вазопрессинов повышение 
устойчивости временных связей к угашению является ярким выраже
нием их влияния на различные операции*интегративной деятельности 
мозга, что вновь доказывает полифункциональность и этого семейства 
НП. Важным и, по-видимому, эффективным способом участия НП в 
регуляции интегративной деятельности мозга является возможность 
прямо противоположных воздействий на одну и ту же форму деятель
ности разных НП одного семейства. Так, а-эндорфин улучшает, а 
у-эндорфин ухудшает сохранение временных связей. Вазопрессин резко 
повышает устойчивость временных связей к угашению и улучшает кон
солидацию временных связей, окситоцин в этом отношении оказывает 
прямо противоположное действие. При оценке регулирующей роли НП 
в процессах обучения и памяти следует также учитывать зависимость 
вызываемых НП эффектов от индивидуальных особенностей животных, 
уровня испытуемых ими мотиваций, рода и особенностей используемых 
условных рефлексов и ряда других факторов. Накапливаются данные 
о «нормализующем» действии НП, степень которого пропорциональна 
степени отклонения той или иной функции от оптимального уровня. В 
исследованиях на людях, например, показано, что у лиц с относительно 
низкими показателями памяти влияние вазопрессина и аналогов 
АКТГ4 7 на эту функцию носит более выраженный характер [24, 72]-

По данным Кругликова [63], МеЬэнкефалин улучшает выработку 
и сохранение условных рефлексов у плохо обучающихся животных а 
ухудшает эти процессы у хорошо обучающихся животных. Эти иссле
дования расширяют представление о полифупкциональности НП, ха
рактеризуя еще один важный аспект их биологического действия.

Яркой иллюстрацией полифункциональности лизинвазопрессина мо
гут служить данные [70], согласно которым под влиянием этого пепти
да улучшается смысловая, но не механическая память и повышается 1 
эффективность условнорефлекторной (с использованием апоморфина) 
терапии хронического алкоголизма. Эти наблюдения представляю։՛ 
исключительный интерес, так как свидетельствуют о возможности ис
пользования вазопрессинов (и, вероятно, других НП) для повышения 
эффективности определенных форм терапии.

Процессы обучения и памяти, таким образом, находятся под кон
тролем разных семейств НП. В связи с этим первоочередной задачей 
следует, ио-видимому, считать изучение взаимодействия НП в процес
сах обучения и памяти. Можно ожидать, что на этом пути будут вскры
ты многие важные механизмы участия НП в интегративной деятельно
сти мозга и подлинная роль их полифункциональности.
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PEPTIDES, LEARNING, MEMORY
(pdlifunctlonal principle)

ASHMARIN I. P., KRUGLIKOV R. I.
M. V. Lomonosov State University, Moscbw Institute ol Higher Nervous Activity 

and Neurophysiology. USSR Academy of Sciences, Moscow

The data concerning the versatile biological effects of neuropepti
des are considered. According to them one neuropeptide participates In 
the regulation of numerous functions and one function Is regulated by 
numerous neuropeptides. On this basis an Idea is put forward about the 
polyfunctional principle of neuropeptides action, namely in the processes 

•of learning and memory. The data on the participation of the same 
neuropeptides in the regulation of various processes, such as formation, 
fixation and reproduction of temporary connections (memory traces) and 
involvement of the different neuropeptides In the regulation ol the same 
operation of the memory function are discussed. The dependent of the 
effect of neuropeptides on learning and memory from their dose, indi
vidual properties, functional state of the organism as weh as f mn the 
peculiarities of the tests used is emphasized.
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