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ИЗУЧЕНИЕ РОЛИ норадренергических и 
СЕРОТОНИНЕРГИЧЕСКИХ НЕЙРОНОВ ГОЛОВНОГО 

И СПИННОГО МОЗГА В АНТИНОЦИЦЕПТИВНЫХ 
МЕХАНИЗМАХ СТРЕССА

БРАГИН Е. О., MACCAPII Д.*, ПЕРТ А.**, ДУРИНЯН Р. А.

Используя иейрофармакологические методы специфического выключения норадрсп- 
ерглческих и серотонинергических нейронов головного н спинного мозга, показано, 
что выключение катехолампнергпческих нейронов препятствует развитию обезболива­
ния при стрессе: выключение серотонинергических нейронов головного н спинного моз­
га и нисходящих серотонинергических нейронов спинного мозга не влияет па развитие 
вызванного стрессом обезболивания.

В последние годы получено значительное количество данных, ука­
зывающих на важную роль нисходящих путей спинного мозга в меха­
низмах обезболивания при действии морфина и электрическом раз­
дражении мозга. Особое внимание уделяется серотониновым системам, 
нисходящим в спинном мозгу. Так. было показано, что электрическое 
повреждение большого ядра, являющегося источником нисходящих 
серотониновых путей спинного мозга, вызывает торможение анальге­
зии после введения морфина [1, 2]. В электрофизиолси ических иссле­
дованиях было обнаружено появление высокой фоновой нейрональной 
активности в большом ядре шва после внутрибрюшинного введения 
морфина [3] -и его инъекций в серое вещество головного мозга [4]. Дру­
гое доказательство участия нисходящих серотониновых путей спинного 
мозга в механизмах обезболивания—развитие анальгезии при электри­
ческой стимуляции большого ядра шва [5]. Важно отметить, что при 
этом виде стимуляции имело место угнетение активности первичных 
болевых афферентов в задних рогах спинного мозга [5, 6]. Однако в 
работе Lorenz [7] были получены данные, ставящие под сомнение уча­
стие серотониновых путей при этих видах обезболивания. При электри­
ческом повреждении большого ядра шва в спинном мозгу концентра­
ция серотонина уменьшается незначительно, тогда как уровень норад­
реналина резко снижается. В последующих работах [8, 9] была про­
демонстрирована важная роль нисходящих норадренергических путей 
спинного мозга в морфинной анальгезии. Однако об участии этих си­
стем мозга в механизмах обезболивания при действии таких рефлек­
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торных раздражителей, как эмоционально-болевой стресс или акупунк­
тура, сведений нет.

В связи с этим в настоящей работе изучали роль норадренерги­
ческих и серотонинергических нейронов головного и спинного мозга в 
антиноцицептивных механизмах вызванного стрессом обезболивания.

Материалы и методы

Эксперименты проводили на 55 крысах-самцах линии Спрэг-Дейли 
массой 220—250 г. Состояние стресса вызывали методом неустраняе- 
мого электрокожного раздражения. Для этого животных помещали в 
камеру, по полу' которой .проходил 'прерывистый постоянный ток— 
2,5 мА, длительность импульса—2 с, 8 имп/мин, продолжительность 
воздействия—>10 мин.
• Болевую чувствительность оценивали по величине латентных пе­
риодов болевых реакций облизывания лап (РОЛ) после помещения 
крыс на горячую пластину (55°) и по длительности реакции отведения 
хвоста (РОХ) при действии на него термического раздражителя (сфо­
кусированный пучок света проекционной лампы мощностью 150 Вт). 
Латентные периоды измеряли до и после стрессового воздействия.

Выключение норадренергических структур головного и спинного 
мозга вызывали путем введения 6-оксидофамина (6-ОДА, 300 
мкг/10 мкл) в мозговые желудочки с помощью стереотаксической техни­
ки [10], так как известно, что 6-ОДА вызывает дегенерацию катехола­
минсодержащих нейронов [11]. Выключение нисходящих катехоламино­
вых путей спинного мозга вызывали разрушением норадренергических 
нейронов боковых ретикулярных ядер (А-1). Для этого с помощью- 
стереотаксической техники по координатам АР—4,4 М1М; Б±2,0 УБ-1,0 
вводили 6-ОДА (6 мпсг/1,5 мкл). Выключение серотонинергических ней­
ронов головного и спинного мозга вызывали с помощью нейротоксина 
5,7-диокситриптаминй (5,7-ДОТ), который приводит к дегенеративным 
изменениям их структуры. Для разрушения нейронов головного и спин­
ного мозга 5,7-ДОТ (250 мкг/ЮО мкл) вводили в мозговые желудочки. 
Для специфического повреждения только нисходящих серотонинерги­
ческих‘нейронов спинного мозга вводили 5,7-ДОТ (10 мкг/2 юмл) в боль­
шое ядро шва (АР-2,5 мм; Б-0; УЭ֊1,0 [10]), которое является источни­
ком серотониновых структур спинного мозга. Крысам, получавшим 5,7- 
ДОТ, за 2 ч вводили внутрибрюшинно .дезимипрамин (15 мг/мг) для пре­
дотвращения неспецифического повреждения норадренергических нейро­
нов. В качестве контрольной группы использовали животных, подверг­
нутых ложной операции, которым .вводили в структуры мозга физиоло­
гический раствор. Опыты проводили через 10—12 дней после операции. 
После проведения экспериментов крыс декапитировали н брали мозг для. 
гистологического контроля. Результаты опытов обрабатывали статисти- 
чеони по общепринятым методам.
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Результаты и обсуждение
Роль норадренергических нейронов головного и спинного мозга. 

У контрольных крыс в результате стрессового воздействия достоверно 
увеличивался латентный период, измеренный с помощью РОЛ, в 4,7 
раза сразу после стресса и в 4,2 раза через 5 мин после окончания воз­
действия (табл. 1). Качественно аналогичные результаты были получе­
ны при 'измерении РОХ. Так, латентный период непосредственно после 
окончания стрессового воздействия увеличивался по сравнению с исход­
ными 2, а через 5 мин—в 1,3 раза. В группе крыс, которым в желудочки 
мозга вводили 6-ОДА, увеличение латентного периода РОЛ наблюда­
лось сразу же после окончания воздействия и было в 1,6 раза выше՝ 
(р<0,05), чем до воздействия. Уровень латентного периода РОЛ че­
рез 5 мин не отличался от исходного. При измерении латентных перио­
дов с помощью РОХ выяснилось, что они не отличались от исходных, а 
при анализе их величин, измеренных обоими методами в постстрессовом 
периоде, установлено, что изучаемые параметры в группе крыс, полу­
чавших 6-ОДА, достоверно ниже, чем у ложно оперированных.

Таблица 1 
Влияние инъекций 6-оксидофамина (6-ОДА) и 5,7-диокситриптамина (5,7-ДОТ) в 
желудочки мозга на величину' латентных периодов болевых реакций облизывания лап

(РОЛ) и реакций отведения хвоста (РОХ) до и после стрессового воздействая

РОЛ (с) РОХ (с)

контроль после 
стресса

через
5 мин контроль после 

стресса
через
5 мин

Ложная опера­
ция (п=9) 15,7+1,5

74,8+11,1 
р։<0,001

66,6±13,7 
р, <0,002

2,9+0,2 5,8+1.2 
р։СО,О5

4,1+0,5 
р, < 0,05

6-ОДА 
(п —9)

15,3+2,5 25,2+3.5 
р1<0,05 
р3<0,01

16,2+2,7 

р3<0,01

2,8+0,2 2,6+0,2

р3<0,05

2.4+0,2 

р3<0,01

Ложная опера­
ция (п=5)

10,4+0,8 61,0+14,6 
р։<б,02

65,4+15,5 
р,<0,02

3,4+0,4 8,9+1,4 
р,<?0,01

11,2+0,9 
р, <0,001

5,7-ДОТ 
('г 5)

8,9+0,4 65,7±13,9 
р,<0,01

69,4±17
р։<0,02

3,5+0,1 7,2+1,7 
р2с0,05

8,1+2,1 
р2<0,05

р,—достоверность отличий между исходным уровнем и после стресса для двухсторон­
ней критической области; р2—достоверность отличий между исходным уровнем и пос­
ле стресса для односторонней области; р3—достоверность отличий между контрольной 
и опытной группами

Повреждение норадренергических нейронов спинного мозга. У жи- 
вотных контрольной группы этой серии в постстрессовом периоде от­
мечалось достоверное увеличение латентных периодов РОЛ и РОХ не­
посредственно после окончания стресса (табл. 2). Через 5 мин они не 
отличались от исходных уровней. При сравнении данных параметров у 
опытной и контрольной групп выяснилось, что степень обезболивания 
в первой была достоверно ниже, чем в последней.

349



Повреждение серотонинергических нейронов головного и спинного 
мозга. Неизбежиый шок вызывал достоверное увеличение латентных 
периодов (РОЛ, РОХ) по сравнению с исходными уровнями в кон­
трольной группе и группе с введением 5,7-ДОТ в желудочки мозга 
(табл. 1). При сопоставлении изучаемых величин между ними не бы­
ло обнаружено достоверных отличий.

Повреждение нисходящих серотонинергических путей спинного 
мозга, берущих начало в большом ядре шва. Как и в предыдущей се­
рии опытов, яри введении 5,7-ДОТ в большое ядро шва неизбежный 
шок вызывал достоверное увеличение латентных периодов в постстрес­
совом состоянии по сравнению с исходными латентными периодами- При 
этом отсутствовали достоверные отличия в параметрах между кон­
трольной и опытной группами (табл. 2).

Таблица 2 
Влияние инъекций 6-окси дофа мина (6-ОДА) в боковые ретикулярные ядра и 5,7- 
диокситриптамина (5,7-ДОТ) в большое ядро шва на величину латентных периодо» 

болевых реакций

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

РОЛ (с) РОХ (с)

контроль после 
стресса

через
5 мин контроль после 

стресса
через
5 мин

Ложная опера­
ция (п^9)

16,9+1,5 73,3+9,3 
р,< 0,001

72,2+11,7 
р։<0,001

3,2+0,3 6,8+1,0 
р,<0,001

4,7+0,5
Р1<0,01

6-ОДА 
(п-9)

14,4+1,5 36,0+6,3 
р, <0,01
Рз<0,01

22,8+7,8

р3<0,01

2,9+0,1 4,0+0,4 
р։<0,05 
р3<0,05

3,0+0,2 

р3<0,05

5,7-ДОТ 
(п-9)

16,0+2,1 77,7+8,1 
Р1<0,001

88,5±11,5 
р,<0,001

3,2+0,2 5.1+0,8 
р, 0,05

4,1+0,5 
р։ <0,05

В работе были применены фармакологические методы специфи­
ческого повреждения нейронов головного и спинного мозга с целью 
выявления роли катехоламиновых и серотониновых структур в меха­
низмах обезболивания при стрессе. У животных с поврежденными 
норадренергическими нейронами головного и спинного мозга (после 
введения 6-ОДЛ в желудочки мозга) наблюдалось резкое снижение со­
держания'норадреналина в головном (на 60%) и спинном (на 40%) 
мозгу. При этом уровень серотонина в изучаемых структурах не изме­
нялся [8]. Наши результаты указывают, что -при таком повреждении 
норадренергических нейронов степень постстрессовой анальгезии резко 
снижена. Для выяснения роли нисходящих нейронов спинного мозга 
была проведена серия экспериментов с повреждением боковых рети­
кулярных ядер (А-1), дающих начало этим ■путям. Ранее было показа­
но, что три инъекциях 6-ОДА в ядра А-1 наблюдалось резкое снижение 
норадреналина только в задних рогах спинного мозга без изменения 
в них количества серотонина [8]. Было установлено, что у животных с 

350



поврежденными А-1 ядрами, как и в случае повреждения нейронов го­
ловного и спинного мозга (табл. 1), отмечалось резкое торможение, 
вызванной стрессам анальгезии, что указывает «а ведущую роль нисходя­
щих норадренергических путей спинного мозга в антнноцицелтивных 
механизмах стресса. Важно отметить, что полученные данные совпа­
дают с результатами, изложенными в опубликованных ранее работах, 
указывающих на важную роль нисходящих норадренергических систем 
спинного мозга три морфинном обезболивании.

Ранее было показано, что введение 5,7-ДОТ в желудочки мозга 
вызывало резкое уменьшение содержания серотонина в головном и 
спинном мозгу, а введение 5,7-ДОТ в большое ядро шва—только в 
спинном мозгу [8]. При этом уровень норадреналина в этих структу­
рах не менялся [2, 8]. Однако, несмотря на такое повреждение серо­
тонинергических нейронов головного и спинного мозга, активность но­
цицептивных механизмов организма при стрессовом воздействии не 
изменялась (табл. 1,2).

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о важ­
ной роли нисходящих катехоламиновых систем спинного мозга в анти- 
ноцицептивных механизмах стресса.

INVOLVEMENT OF BRAIN AND SPINAL CORD 
NORADRENALINERGIC AND SEROTONINERGIC NEURONS 

IN STRESS-INDUCED ANALGESIA

BRAGIN E. O., MASSAR1 D.*, PERTH A.**, DURINYAN R. A.

Institute of Reflexotherapy, USSR Academy of Medical Sciences, Moscow, 
♦Hovard University, Washington, USA, **National Institute of Psychiatry, 

Bethesda. USA

It was shown that stress may induce analgesia in rats. However, 
the lesion of catecholaminergic neurons in the brain and spinal cord 
by injection of 6-OHDA (intraventricular or in n. reticularis lateralis) in­
terferes with stress-induced analgesia. The lesion of the central and 
descending spinal cord serotoninergic neurons (intraventricular or in 
raphe magntts injections of 5,7-DHT) does not affect the stress-induced 
analgesia.
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РАДИОИММУНОЛОГИЧЕСКОЕ ИЗУЧЕНИЕ ЛОКАЛИЗАЦИИ 
ПЕПТИД 6-СНА-ПОДОБНОГО МАТЕРИАЛА В РАЗЛИЧНЫХ

ОРГАНАХ И ОТДЕЛАХ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫСЫ

РОЖЛНЕЦ В. в., ЮХАНАНОВ Р. 10.. ЧИЖЕВСКАЯ М. А., НАВОЛОЦКАЯ Е. В.

Разработан чувствительный метод радпоиммунологического анализа (РИА) со­
держания пептид 6-спа (ПДС)-подобного материала в экстрактах органов крыса, 
позволяющий обнаруживать 3—4 фмОль пептида в пробе. Метод обладает высокой 
специфичностью: процент перекрестных реакций с II испытанными нейропептидамп не 
превышает 0,1%. С помощью гель-фильтрации и ионообменной хроматографии получе­
ны доказательства идентичности иммунореактивного материала экстракта мозга и син­
тетического ПДС. В отличие от этого иммупореактнвность экстрактов печени и почек 
частично обусловлена наличием каких-то других соединений. Содержанаие ПДС-по- 
Добного материала в экстрактах органов крысы, а также мозга и 9 изученных его 
отделов, составляет 1—3 фмоль/мг ткани. Показано, что ПДС-подобная иммунореак­
тивность локализуется в основном во фракциях внесинаптических митохондрий и мие­
лина, а нс в синаптосомах. На основании собственных и литературных данных обсуж­
дается возможная роль ПДС как внутриклеточного регулятора.

В 1974 году группа швейцарских исследователей опубликовала 
Данные о структуре нанопептида Trp-Ala-Gly-Gly-Asp-Ala-Ser-Gly-Glu, 
выделенного ими из гемодиализаторов кроликов, подвергнутых гипно- 
генной стимуляции области таламуса. По данным этих авторов, как 
природный, так и синтетический пептиды при различных способах вве­
дения увеличивали амплитуду и продолжительность низкочастотных 
так называемых дельта-волн на энцефалограмме животных-реципиен­
тов [1]. Соединение получило название Delta Sleep Inducing peptide— 
пептид 6-сна.

В настоящее время имеется лишь одно сообщение о радиоим.му- 
нологическом выявлении ПДС-подобной иммунореактивности (ИР) в 
экстрактах мозга и некоторых органах крысы [2]; субклеточная лока­
лизация этого материала не изучалась.

Целью настоящего исследования явилось радиоиммунологическог 
изучение содержания ПДС-подобного материала в отделах и субкле­
точных фракциях головного мозга, а также в различных органах 
крысы.
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Материалы и методы

Получение антител к ПДС. Синтезированный ПДС [3] конъю­
гировали с овальбумином («Calbiachem», США) с помощью глю­
тарового альдегида («Sigma», США). Реакционная смесь содер­
жала в 1 мг ПДС, 1,0 .мг овальбумина, 104 имп/мин [3Н]-ПДС*  в 
200 мкл 0,1 М фосфатного буфера, pH 7,4. Реакцию начинали добав­
лением 10 мкл 5%-ного глутарового альдегида. После 10 мин инкуба­
ции при 25° реакционную смесь наносили на колонку с сефадексом 
G-15 («Pharmacia», Швеция). Элюцию проводили тем же фосфатным 
буфером. Фракцию конъюгата определяли ио нику радиоактивности, 
выходящему с Vo. Для определения количества молекул НДС, связав­
шихся с одной молекулой овальбумина, аликвоту фракции ,конъюгата 
диализовали в течение суток против 200 объемов того же буфера. Коли­
чество белка в конъюгате определяли, используя в качестве стандарта 
тот же препарат овальбумина. При типичной конъюгации эта величина 
составляла 9—10 моль ПДС/моль белка.

* Неочищенный препарат [3Н]-ГГДС, полученный в Институте молекуля^р.бнй ге- 
кетикн ЛИ СССР (Москва) с помощью изотопного обмена из пептида, синтезирован­
ного в Институте биоорганической химии ЛИ СССР (У. А. 0,3 К„/ммоль), был нам 
любезно предоставлен Н. Ф. Мясоедовым. Очистку [3Н]-ПДС проводили па ДЕЛЕ- 
целлюлозс, как описано в разделе «Очистка меченых пептидов».

Для иммунизации попользовали кроликов-самцов шиншилла мас­
сой 2 5—3 0 кг; всего было использовано 5 животных. Недиализованный 
конъюгат (0,5 мг белка/0,5 мл буфера) смешивали до получения го­
могенной эмульсии с 0,5 мл полного адъюванта Фрейнда («Calbiochem», 
США). В области обоих подколенных лимфоузлов задних ног вводили 
по 0,3 мл свежеприготовленной эмульсии. Повторные иммунизации про­
водили через 1, 4, 10 и 12 месяцев после первой, вводя 0,3 мл свежепри­
готовленной эмульсии конъюгата в область одного из подколенных 
лимфоузлов и противоположной лопатки. Отбор крови после иммуниза­
ции проводили из ушной вены еженедельно в течение месяца. Определе­
ние титра антител к овальбумину и ПДС осу шее1 влили с помощью им­
мунодиффузии по Ouchterlony и связывания [31 ] Д -• Максималь­
ный титр антител к ПДС был достигнут через 2 недели после пятой им­
мунизации, причем титр антител к овальбумину не превышал 1:100.

Иодирование тирозильных аналогов ПДС. Тирозильные аналоги с 
замещениями в 6, 7, 8 положениях (Туг-ПДС) йодировали с помощью 
лактопероксидазы [2]. Реакционная смесь содержала 1 мКи 12jI 
(«Amersham», Англия), 10 мкг .пептида, 20 мкг лактопероксидазы 
(«Boeringer», ФРГ), 37 .нмоль Н2О2 в 37 мкл фосфатного буфера, 0,5 М, 
pH 7,4. Реакцию проводили 10 мин при 25° и интенсивном перемешива­
нии. После остановки реакции добавлением 50 мкг Na2S2Os смесь нано­
сили на мимроколон.ку с ДЕАЕ-целлюлозой ДЕ-52 («Whatman», Англия).

Очистка меченых пептидов. Для очистки [3Н]-ПДС и [|251]-Туг6- 
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ПДС от продуктов радиолиза и примесей использовали хроматографию 
в градиенте .концентрации аммоний-ацетатного буфера (0,1—0,4 М, pH 
6,7). Этот метод позволяет очистить [|Я51] Туг6чПДС от искодиого 
пептида (рис. 1). Удельная активность йодированного пептида после 
очистки почти равна активности использованного изотопа и превышает 
1000 К\,/.М1моль.

Связывание т1-Туг-ПДС с сывороткой. Все растворы для РИА 
готовили на так называемом РИА-буфере: 0,5% бычьего сыворо­
точного альбумина (БСА) («Реапа!», ВНР), 0,05 азида натрия («Sig­
ma», США), в 50 мМ трис-НС1 буфере, pH 7,8. Каждая проба содержа­
ла по 0,1 мл [|251]-Туг6-ПДС. (7ХЮ3 имл/мин), 0,1 мл раствора ПДС 
или тестируемого экстракта, 0,2 мл РИА-буфера и 0,1 мл иммунной сы­
воротки в разведении 1:5000. Таким образом, конечное разведение сы-

лозе ДЕ-52 в градиенте концентрации ацетат-аммониевого буфера, 
pH 6,7 при 25°. Микроколонка 0,5X20,0 см, скорость элюции 9 мл/ч. 1 — 

позиция пика исходного ПДС, II—'Позиция ппка12^!

воротки в 0,5 мл инкубационной смеси составляло 1:25000. После 40—- 
42 ч инкубации при 4° антитела осаждали добавлением 0,1 мл 0,1%-но- 
го раствора у-глобулина (фракция 5, «СаПйосИет», США) с последую­
щим добавлением 0,6 мл насыщенного раствора сульфата аммония. Че­
рез 30 мин пробы центрифугировали при 3000 § и 4°. Надосадочную 
жидкость удаляли, радиоактивности осадков определяли с помощью 
Т-флаконов в сцинтилляционном счетчике «Beckman SL—9000» (США).

Выделение и экстракция ткани. В работе использовали самцов бес­
породных белых крыс массой 250—300 г. После декапитации животных 
мозг немедленно извлекали и разделяли па льду на 9 основных обла- 
стеи по Glovinski, Iversen [4]. Кусочки ткани сразу же замораживали в 
жидком азоте и хранили далее при —70° до суток. Замороженную ткань
взвешивали 
100° (б.мл/1

и помещали во флаконы с 0,1 М СНзСООН, нагретой до 
г ткани), быстро измельчали скальпелем на кусочки массой 
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не более 50 мг. Через 10 мин инкубации при 100° флаконы охлаждали 
на льду, гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе с тефлоновым 
пестиком и центрифугировали при 20 000 g на холоду. Осадок дважды 
промывали тем же объемом 0,1 М СН3СООН, супернатанты объединя­
ли и лиофилизовали. Лиофилизованный материал при необходимости 
хранили на холоду до 1 недели, далее растворяли в РИА-<буфере 
(2 .мл/1 г исходной ткани), центрифугировали 5 мин при 8000 д, суперна­
тант собирали и хранили при—20° до 2 недель. После размораживания 
непосредственно перед измерением экстракт центрифугировали повтор­
но. Т-кани других органов и сыворотку крови экстрагировали ана­
логично.

Выделение субклеточных фракций мозга. Выделение, а также элек­
тронномикроскопический и энзиматический контроль фракций синапти­
ческих мембран, синаптосом и митохондрий проводили по описанной 
ранее методике [5]. Для предотвращения возможной деградации ПДС 
при выделении субклеточных фракций в среды выделения и осаждения 
вводили ингибиторы протеаз: пуромицпи—2X1 О՜5 М, бензамидин— 
4X10 5 М, бацитрацин—2Х Ю՜5 М, фенилметилсульфанилфторид— 
10՜5 М («■Sigma», США).

После осаждения соответствующие фракции немедленно суспенди­
ровали в 0 1 М СН5СООН и экстрагировали, как описано выше.

Связывание меченых пептидов с мембранными фракциями^ 
выявления специфических мест связывания [’Н]-и рЧ]-Туг<=-ПДС с 
мембранными фракциями использовали субклеточные фракции головно­
го мозга крысы и фракцию Р2, выделенную из головного мозга быка. 
Применяли -как измерение связывания с использованием стекловолок­
нах фильтров («Whatman» GF/В, Англия), так и метод с быстрым 
центрифугированием и подсчетом радиоактивности проб в осадке, что 
позволяло использовать от 1-3 до 10-12 мг белка мембранных фрак­
ций в 1 мл пробы соответственно. Концентрацию [ Н]-ПДС в инкуба­
ционной смеси варьировали от 10֊’ до Ю֊’ М, концентрации [-”!]- 
Туг’-ПДС—от 10֊’до 10’°М. Инкубацию проводили как при 4», 
так и при ЗГ от 10 мин до 1. Для зашиты меченых пептидов от 
протеолиза использовали либо набор ингибиторов протеаз перечис­
ленных выше, либо добавляли в среду инкубации БСА (<rRea- 
na|j>, ВНР) и 10֊ ’ М ЭДТА («-Sigma», США).՜ Как показали предва­
рительные опыты, в обоих случаях при инкубации на холоду за 1 ч 
гидролизуется не более 60-70% от добавленных к пробе 3 нмоль 
I’Hl-ПДС. В качестве буфера в среде инкубации употребляли трис- 
НО, 0,05 М, pH 7,4 и натрий-фосфатный или бикарбонатный буферы 
той же молярности и с тем же pH. Использовали также добавки 
СаС12 и М"С1„ (1-2X10-’ М), №С1 и КС1 (50—100Х10֊3 М). Для 
подавления возможного специфического связывания к пробам добав­
ляли немеченый ПДС в концентрациях 10՜’—Ю՜6 М.

Содержание белка в пробах определяли по модифицированному 
методу Lowry [6].
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Результаты исследований

Проверка чувствительности и специфичности РИА. Наиболее ак­
тивным конкурентом ПДС за связь с антителами является тирозильное 
производное пептида с замещением в шестом положении (Туг6-ПДС), 
которое мы и использовали в работе (табл. 1). Проверка специфичности 
метода с целым рядом других нейропептидов показала весьма низкий 
процент перекрестных реакций, как правило, не превышающий 0,01%. 

Таблица I 
Специфичность использованной сыворотки по отношению к различным пептидам

। Перекрестная
Соединение I нммунореактив-

' ность, %

ПДС
Туг»-ПДС 
Туг’-ПДС 
Туг’-ПДС 
А!а3-ПДС 
*ДуаЙ—И 
Ме1-энкефалпн 
1.еп-энкефа.1пн 
а-эндорфнй 
■(-эндорфин 
р-эпдорфин 
Ангиотензин
Соматостатин
Брадикинин 
Инсулин бычий 
Люлиберии 
1<ортикотропин1_24 
Смесь аминокислот, имити­

рующая аминокислотный 
состав ПДС

100 
100

5 
0,2 
I 
0,5 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,01 
0,02 
0,1 
0,01 
0,05 
0,02 
0,01

0,01
* производное ПДС, в котором фрагмент-С1у3-С1у1 заменен на остаток амино- 

валериановой кислоты

Вид животных и орган Концентрация, , Концентрация, 
фмоль/мг ткани | фмоль/мг белка’

Таблица 2
Содержание ПДС-подобного материала в экстрактах головного мозга некоторых гры­

зунов и различных органах крысы

Суслик крапчатый 
Головной мозг 0,22+0.04 (7)
Мышь, линия В 10.К Ш 
Головной мозг 2.70±0.08 (12) 11,9+1.8 (10)
Крыса беспородная 
Головной мозг 
Печень
Сердце 
11очки 
Легкие 
Мышцы 
Сыворотка крови

1 .28+0,20 110) 
0.83+0,25 (3)
1,17±0,10 (2) 
0.15+0,05 (3) 
0,88+0,26 (3) 
2,91 + 1 ,65 (2)

— 4,4±1,3 (2)
Примечание. В скобках—число опытов;

пересчет на мг белка лиофилизованного экстракта.

Чувствительность метода в его обычном варианте позволяет досто­
верно измерить от 10 до 100 фмоль ПДС-шодобной ИР. В специальных 
случаях, уменьшая количество [|251]-Туг’-ПДС и увеличивая время под- 
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счета радиоактивности, удается повысить чувствительность метода до 
3—4 фмоль ПДС-подобной ИР в пробе-

Изучение содержания П ДС-подобной ИР в головном мозгу грызу­
нов и различных органах крысы. Содержание ПДС-подобного .материа­
ла в головном мозгу исследованных грызунов невелико и составляет 
0,22—2,7 фмоль на 1 мг ткани (табл. 2). Содержание ПДС-подобной 
ИР в экстрактах головного мозга бодрствующих крапчатых сусликов 
невелико и составляет в среднем 8 и 17% от содержания у мышей и 
крыс*.

* Эти эксперименты, выполнены совместно с Л. II. Крамаровой и С. Г. Колаевой, 
Институт биофизики АН СССР, Пушнно-иа-Оке.

Мы не обнаружили достоверных различий в содержании ПДС-по- 
добной ИР в экстрактах различных органов крысы. Можно утверждать, 
что столь равномерное распределение ИР не .может объясняться при­
месью крови в органах, так как при пересчете на 1 мг белка содержа­
ние ПДС-подобной ИР в сыворотке крови существенно ниже, чем, на­
пример, и мозгу.

Хроматографическая идентификация ПДС-подобной ИР экстрак­
тов органов крысы. Необходимым, хотя и недостаточным критерием спе­
цифичности выявляемой ИР является коллинеарность калибровочной 
кривой для исследуемого пептида с соответствующей кривой, получен­
ной для разных концентраций изучаемого экстракта. Кривые, получен­
ные с экстрактами печени и мозга, неколлинеарны (рис. 2). В то же 
время лишь кривая, полученная с экстрактом мозга, коллинеарна ка­
либровочной кривой, полученной с синтетическим ПДС.

Таблица 3 
Распределение ПДС-подобпой иммунореактивности по областям 

головного мозга крысы 

Примечание֊ В скобках—число животных; 
* р<0,05 по сравнению с таламусом

Область мозга
Содержание 

фмоль/мг ткани

Фронтальная кора 
Затылочная кора

1,08+0,11 (3)
1,79+0,18 (5)’

Г нппокамп 3,15+1,40 (4)
Таламус 1,02+0,11 (6)
Гипоталамус 
Стриатум 
Мозжечок

1,65+0,09 (3)*
1,36+0,27 (6)
1,38+0,53 (4)

Средини мозг 1.98+0,25 (4)’
Продолговатый мозг 1,4з+0,22

Фракционирование экстракта печени на сефадексе 0-25 показало 
наличие двух пиков ПДС-подобной ИР (I и II на рис. 3), из которых' 
лишь I совпадает с позицией пика, соответствующего синтетическому 
ПДС. Но при фракционировании экстракта мозга в тех же условиях на­
блюдался лишь один пик ПДС-подобного материала, совпадавший с 
позицией ПДС.
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Последовательное фракционирование ИР материала экстракта 
мозга на сефадексах 0-25, ЕН-20 и ДЕАЕ-целлюлозе (ДЕ-52) давало 
единственный пик ПДС-подобной ИР, всегда совпадавший с позицией 
пика ПДС (рис. 4).

В совокупности эти данные позволяют утверждать с высокой сте­
пенью вероятности, что ИР экстракта мозга крыс обусловлена наличием 
в нем ПДС, а печени—не только ПДС, но и какими-то другими соеди­
нениями.

Рис 2. Типичная калибровочная кривая ^-зависимости количества ('2&|)- 
Туге-ПДС, связанного с сывороткой от содержания синтетического пепти­
да или аликвоты экстрактов тканей (1), 2—экстракт головного мозга; 3— 
экстракт печени (и почек) крысы. На вставочной шкале вверху приведены 
навески ткани, соответствующие использованным аликвотам экстрактов

Распределение ПДС-подобной ИР в различных отделах и субкле­
точных фракциях головного мозга крысы. ПДС-шодобная ИР довольно 
Равномерно распределена в различных областях мозга (табл. 3). Наи­
меньшая концентрация ИР найдена в таламусе, где она достоверно ни- 
'ке> чем в затылочной коре, гипоталамусе и среднем мозгу. Сравнение 
Результатов, (приведенных в табл. 2, 3. позволяет заключить, что ни в 
одном из данных отделов мозга содержание ПДС-подобной ИР не от­
личается от содержания в целом органе.

Анализ экстрактов субклеточных фракций показал, что ПДС-по- 
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добная ИР содержится главным образом во внесинапТйчески.х митохон­
дриях и миелине, содержание же ее в синаптосомах примерно на поря­
док ниже, чем в митохондриях (табл. 4). Несмотря на небольшое коли­
чество опытов, эта данные позволяют утверждать, что ПДС, по-видимо- 
му, не концентрируется в нервных окончаниях и по этому признаку не 
может быть отнесен к предполагаемым нейропередатчикам или нейро­
гормонам.

Рис. 3. Содержание иммунореактивного материала при фракционирова­
нии экстракта печени на сефадексе 0-25. Колонки 1X40 см, элюция трис- 
НСЬбуфером, 0,05 М, pH 7,4, скорость элюции—5.5 мл/ч, одна фрак­

ция—12 мин

Изучение связывания [3Д]- ПДС и уге-ПДС с мембранными 
фракциями головного мозга. Для выявления возможных рецепторов 
ПДС мы использовали самые разнообразные условия постановки опы­
тов и методы определения связывания (см. Материалы и методы). При 
применении [3Н]-ПДС и йодированных тирозильных производных с 
замещениями в 6, 7, 8 положениях нам не удалось обнаружить специфи­
ческого связывания данных лигандов ни с одной из мембранных фрак­
ций головного мозга крупного рогатого скота и крысы.

Обсуждение результатов

Полученные результаты свидетельствуют прежде всего о весьма 
низком содержании ПДС-подобной ИР в отделах головною мозга и раз­
личных органах крыс. Эти величины сравнимы с содержанием бомбе- 
зинподобной ИР [7] и в несколько десятков раз ниже, чем содержание 
энкефалинов и эндорфинов в головном мозгу [8, 9]. Содержание ПДС- 
подобной ИР в экстрактах головного мозга, по нашим данным, в не­
сколько раз ниже, по сравнению с данными КазИп и соавт. [2]. Это мож­
но объяснить как различием пород и условиями содержания животных, 
так и более высокой специфичностью использованных нами антител и 
разной химической структурой меченых антигенов. Распределение ПДС-
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подобного материала но регионам мозга довольно равномерно. Имею­
щиеся отличия, на наш взгляд, не являются существенными для функ­
ционирования пептида, так как ни в одной из областей мозга нет значи­
мого превышения концентрации ИР над ее содержанием в целом мозгу. 
Следует отметить, что наши данные опровергают предположение КавНп

Рис. 4. Последовательное фракционирование экстракта мозга: а—имму­
нореактивность элюата при хроматографии на сефадексе С-25. Условия 
Фракционирования те же, что и на рис. 3; б—иммунореактивность ак­
тивных фракций предыдущего фракционирования при рехроматогра- 
Фин на сефадексе ЬН-20. Колонка 1X40 см, элюция 50%-ным водным 

метанолом, скорость элюции—4 мл/ч, 1 фракция—16 мин; в-иммунореак­
тивность элюатов при рехроматографии активных фракций предыдущего 
Фракционирования на ДЕАЕ-целлюлозе ДЕ-52 в градиенте концентрации 
ацегат-аммоииевого буфера, pH 6,9. Колонка 1X40 см, скорость элюции— 

6,4 мл/ч, 1 фракция—16 мин

2—832
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и соавт. [2] об особой роли таламуса, так как в~этой области найдена 
наименьшая концентрация ПДС-подобной ИР.

Среднее содержание ПДС-подобного материала в головном мозгу 
крысы не выше, чем в других исследованных органах. Это, однако, не 
•означает, что ПДС не может быть отнесен к нейропептидам, так как 
значительная часть ИР периферических органов обусловлена отличны­
ми от ПДС соединениями.

По результатам изучения субклеточной локализации данной ИР 
можно заключить, что ПДС не является предполагаемым нейрогормо­
ном или нейропередатчиком, секретируемым нервными окончаниями и 
действующим далее с помощью -специфических рецепторов. Об этом 
свидетельствует и тот факт, что ни с [3Н]-ПДС, ни с ею йодированны­
ми тирозильными аналогами не было обнаружено специфических участ­
ков связывания на синаптических мембранах головного мозга крысы.

Таблица 4
Распределение ПДС-подобной ныиунррёактивиостя по субклеточным фракциям 

головного мозга крысы

Ядра
Миелин
Синаптические мембраны
Легкие снпаптосомы 
Тяжелые синап госомы*  
Митохондрии

1.20 1-0.28 
35,0±5.8 
14,0 -3.2
6,11-1,6
8.75

78,0±:7.1

Примечание. Количество опытов—2; * одно измерение

В литературе накопилось немало противоречивых данных о физио­
логическом действии ПДС на разных животных. В одной из последних 

, . . г ют еочепж'ится обстоятельный анализ этихпубликации на эту тему [16] содержа։
ппичин Авторы приходят к выводу, что противоречии и их возможных при шн.

этот пептид не может быть отнесен к «факторам сна», так как его дей­
ствие неспецифично и вполне объясняется неким «антистрессорным» 
эффектом. Но следует подчеркнуть, что даже если ПДС не является 
«фактором сна», он. безусловно, способен оказать психотропное влия­
ние [11]. Однако лишь в последнее время начато изучение механизма 
его действия на ЦНС. Так. .по данным И. П. Ашмарина и Е. Л. Доведо- 
вой. ПДС в низких концентрациях способен увеличивать мопоаминоок- 
сидазЙУЮ (типа А) активность митохондрий головного мозга [12], что 
согласуется с выявленной нами преимущественной локализацией ПДС- 
подобной ПР во фракции митохондрий мозга крыс.

Авторы благодарят вице-президента АН СССР акад. 10. А. Овчин- 
‘.-.„„тяянишего возможность для выполнения части данной =ЖХ—- тАН ссср “■м-к ш“”" 

кина, а также чл.-кор. АН СССР В. Т. Иванова за поддержку и плодо­
творное обсуждение статьи.
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REGIONAL DISTRIBUTION OF DELTA-SLEEP INDUCING PEPTIDE 
(DSIP) LIKE IMMUNOREACTIVITY IN RAT BRAIN AND 

OTHER ORGANS

ROZHANETS V. V., JUKHANANOV R. Yu., CHIZHEVSKAYA M- A., 
NAVOLOTSKAYA E. V.

Institute of Pharmacology, USSR Academy of Medical Sciences, Moscow

A sensitive and highly specific RIA has been developed to detect 
DSIP-llke immunoreactivity in rat brain different areas and other organs. 
The method makes it possible to detect 3-4 phemtomoles of the pep- 
tide/probe. The brain extracts immunoreactivity is indistinguishable from 
DISP, the one from liver differs from it (established by gel-filtration 
and ionexchange chromatography). DSIP-like immunoreactivity is loca­
lized mainly in the fraction of non-synaptical mitochondria and its amo­
unt doesn’t differ essentially among 9 brain areas tested. A possible 
role of DSIP as an intracellular effector is considered.
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УДК 547.962:541.63

КОНФОРМАЦИОННЫЙ АНАЛИЗ ГИПОТАЛАМИЧЕСКОГО 
КАРДИОАКТИВНОГО ГЕКСАПЕПТИДА И ЕГО

АЦЕТИЛИРОВАННОГО ПРОИЗВОДНОГО

АВАНОВ л. Я., ЛИПКИНД Г. М.

Выполнен конформационный анализ кардиоактивного гексапептида (Tyr-Gly- 
Lcu-Arg-Pro-Gly-NH2), .выделенного из гипоталамуса, и его ацетилированного произ­
водного, обладающих сходным влиянием на ряд метаболических систем.

Проведено сравнение конформационных состояний их энергетически наиболее 
благоприятных форм и сделано предположение о возможной причине большей эф­
фективности ацетилгексапептида.

Гексапептид (Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro֊Gly-NH2) и его ацетилированная 
форма похожи по физиологическому действию, но отличаются по актив­
ности. Гексапептид является С-кон|Цевым фрагментом гормона люли* 
берина, фрагменты разной длины которого обладают различной коро­
нарной активностью.

Согласно многочисленным данным [1—5], гексалептид и его аце­
тилированное производное оказывают воздействие на, казалось бы, со­
вершенно независимые, изолированные метаболические процессы.

Физиологические функции молекул должны определяться их про­
странственным строением. С целью его определения в данной работе 
проведено исследование оптимальных конформаций гексапептида и 
а цетилгексапептида.

Методика расчета. Расчет гексалептида проведен с использованием 
атом-атомных потенциальных функций. Учитывались следующие со­
ставляющие энергии: а) взаимодействие .между валентно ле связанны­
ми атомами—Енев; б) электростатическое взаимодействие атомов—Еэ1; 
в) образование водородной связи—ЕОс; г) торсионный вклад—Егор

Еоб==Епеп “Г Еэл 4՜ Еис < Егор

Для расчета энергии невалентных взаимодействий использован по­
тенциал Lennard-Jones [6] с параметрами Scott, Scheraga [7]. Гео­
метрические параметры основной цепи аминокислотных остатков ана­
логичны приведенным в литературе [8]. Геометрические параметры 
боковых цепей даны в исследовании Scott, Scheraga [7]. Пар.цинальные 
заряды атомов для расчета электростатической энергии взяты из рабо­
ты Poland, Scheraga [9]. Электростатическая энергия рассчитывалась 
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ло закону Кулона. Пролиновое кольцо предполагалось плоским [10]. 
Конформационные состояния молекулы исследовали применительно 
к условиям полярной среды. В связи с этим величина диэлектрической 
постоянной принята равной 10 [И]. Оценка энергии водородной связи 
производилась по потенциалу Lennard-Jones с параметрами Ао„ и Вои, 
вычисленными по предложенным Poland, Scheraga [9] эмпирическим 
формулам. Параметры для расчета АОи и Вон подобраны таким обра- 
зом, чтобы рассчитанная по ним энергия водородной связи соответство­
вала экспериментальным данным, полученным для водных растворов 
[12]. Торсионные потенциалы и величины барьеров взяты из работы 
Scheraga [13].

Поиск минимума потенциальной энергии осуществлялся по пер­
вым .производным. Помимо общей энергии Е ® рассчитывали энер-

Рис. 1. Схема расчленения ацетилированной формы гекса'петттида и вары,- 
руемые переменные

гии взаимодействий основных (Ь) и боковых (s) цепей о статков: b։ ֊ bs, 
bi-sj и Sl-S а также энергии межостаточных взаимодействий; так, 
Е։’ означает энергию взаимодействия второ го и третьего остатков. Спо­
соб разбиения пептидной цепи и варьируемые переменные приведены 
на Рис. 1, на котором модель молекулы представлена в развернутой 
конформации (транс), в которой углы <s(N—С։) и Ф(С’—С') равны 
180е. О .счет углов находится в согласии с международной номенкла­
турой [14].

Учитывая сравнительную простоту молекулы, на нервом этале был 
рассчитан ацстилтетрапептид СНзСО-Tyr-Gly-Leu-Arg, в котором фик­
сирован в определенной конформации остаток Arg (см. ниже), а затем 
весь гексапептид с учетом возможных конформаций концевого дипеп­
тида Pro-Gly-NH2 и 12 конформаций Arg в формах В и L.

CH^CO-Tyr-Gliy-Leu-Arg. Исходные конформации (нулевые при­
ближения аминокислотных остатков взяты из расчетов соответствую­
щих метиламидов-М-ацетил-а-аминокислот [15—47]. Для остатка Gly 
учитывались 4 оптимальные формы: R(<p=lCOe, •>- 125 ), В (<р=75 , 
?= 240։), L(? = 26o , 6=230°), Р (<f>=270°, ?-102°) |20].
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Конформации остатка Туг, кроме углов вращения основной цепи, 
задаются также углами вращения боковой цепи xi и %2. Угол x.i может 
принимать значения 60°, 180° п 300°, а х2—только 90° [16]. Для остатка 
Туг формы R и В предпочтительнее формы L. Так, анергия конформации 
1, остатка Туг для любых значений Xi уступает лучшей конформации 
Туг 1,5—3,0 ккал/моль. Более того, в рассматриваемом фрагменте оста­
ток Туг в состоянии L не участвует в каких-нибудь дополнительных 
взаимодействиях, которые могли бы благоприятствовать реализации 
этой формы. Таким образом, для остатка Туг учитывается 6 конформа­
ционных состояний. Если допустимые углы вращения 60 , 180 и 60 
в боковой цепи обозначить идентификаторами 1, 2, 3 соответственно, то 
эти конформации можно записать так: R„ Rs, R, (^>=65°, 4=130 ), 
Bv B«, B3 (ф=60’, 4=340’). Отметим, что значения 180° и 300’ для 
X, предпочтительнее, чем 60° [16].

Для остатка Leu принято во внимание 9 конформеров: R։s, R32, 
RM (<р=80’։ 4=120°), В։։, В32, В33 (<р=70°, 4=310 ), L22, L3„, lj։ (250°, 
240е). Второй цифровой индекс соответствует углу вращения /я. Для 
остатка Leu форма L также неблагоприятна по локальным взаимо­
действиям [15]. Вместе с тем, если остаток Leu находится в состо­
янии L, то, как следует из расчета всего олигопептида, это обуслов­
ливает улучшение взаимодействия боковых цепей остатков Туг с Leu, 
а также Gly с Arg.

Концевой остаток Arg на этом этапе расчета рассматривался толь­
ко в состоянии «В», так как значения угла <р в концевом остатке, опреде­
ляющие его форму, не влияют на общую энергию фрагмента. Для бо­
ковой цепи остатка Arg принималась конфигурация транс (Xi =180°), 
то есть остаток Arg был представлен конформером В2222.

Прежде, чем перейти к рассмотрению взаимодействий на дипептид- 
ных звеньях, отметим, что конформации дипептидов распадаются на две 
формы: свернутые (RR. RB՛ LP՛ BL՝ Bp՛ PB. PR) и развернутые 
(ВВ, BR, RL, RP. вв՛ LR’ РВ՛ РР) [24- Эти формы обозначаются, со­
ответственно, символами «[» и «е».

Анализ взаимодействий на ди- и трипептидных фрагментах пока­
зывает, что на фрагментах Tyr-Gly и Gly-Leu существенный вклад в об­
щую энергию вносят взаимодействия боковых цепей Туг и Leu с основ­
ной цепью Gly, то есть вклады Si b2 и Ь2 s3. Так. в случае энергии 
взаимодействия остатков Туг с Gly (Е^ ) ~85% ее значения приходится 
на парциальную составляющую Si—b2, то есть она, главным образом, 
определяется ориентацией боковой цепи Туг и достигает минимального 
значения при xi = 1Ь0, когда боковая цепь направлена к С-концу основ­
ной цепи. Для звена Tyr-Gly наиболее выгодна форма RR, для которой 
Е-’ иа~2 ккал/моль ниже по сравнению с формами BP, BR, RB и ВВ.

' В зависимости от формы дипептида Gly-Leu и ориентации боковой 
цепи Leu величина вклада Е2 колеблется от 1,8 до —о,8 ккал/моль. 
Ясно, что Е2 =—1,8 для конформации ВВ33, когда боковая цепь Leu с 
71 = 300° ориентирована в сторону Gly, а Е^ =—0,8 для конформации
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RR22 с боковой цепью остатка Leu (yj = 180°), не ориентированной в сто­
рону Gly. Отсутствие боковой цепи у остатка Gly также не способствует 
возникновению дополнительных взаимодействий, столь характерных 
между боковыми цепями формы RR. Промежуточной по энергии для 
Дп пептидного звена Gly-Leu является конформация RR33 с Е2 = —1,2 
ккал/моль.

В случае взаимодействия остатков Туг и Leu энергия Е/ зависит 
не только от их формы и взаимной ориентации их боковых цепей, но и 
от конформации промежуточного остатка Gly. В зависимости от кон­
формации остатка Gly в это взаимодействие существенный вклад мо­
жет вносить одна из 4 составляющих энергии (bj S3, si Ьз, si S3, 
Ь|—Ьз). Например, si—s3 существенно для развернутых форм eef и еее, 
поскольку боковые цепи Туг и Leu в этом случае расположены по одну 
сторону от основной цепи и разделенные только одним остатком доста­
точно хорошо .взаимодействуют друг с другом; так, для формы BBR Е-‘ = 
—4,3; ВВВ—EJ=—3,8 BRL—EJ=—3,3; RPL—Ё?=—3,7, RLB—Ef֊=—3,1. 
Взаимодействие b։-s3 характерно для формы fef и fee при взаимно- 

боковых цепей Туг и Leu, В зависимости благоприятной ориентации оокивыл « j
остатков энергии межостаточных взаи- от ориентации боковых цепей оылк i

содействий различаются в пределах конформаций одной .формы. В 
табл. 1 приведены самые низкоэнергетические конформации в преде- 
лах каждой формы и энергии взаимодействия остатков Туг с Gly 
<Е֊'), Gly с Leu (Е3) и Туг и Leu (Е?)- Д™ ацетилтетрапептида выгод- 

• ' ,-,п.,гоп.эй цепи Туг при 7,1 = 180° и 300°. Нап.ро-
> ыми являются ориенташп ™ ° ֊аев * остатка Туг пред.
почп т'('Я ,ТСТРа"еПГ"" ,80° Это понятно, так как в случае Х1=300° его бо- 

■'■’но значение т..пована в сторону. противоположную от мо­ховая цепь была бы ориентирована и ■> ноыла 1 ЛПЗНрующие контакты.
■лекхлы, ке вступая с ней в стаои ri

J Таолица 1

Как уже отмечено выше, остаток Arg был зафиксирован в одной из 
конформаций поэтому его роль на этом этапе выяснена неполностью. 
Однако, как ’показывает анализ, взаимодействия с его участием могут 
быть существенными Так, ДЛЯ некоторых форм efe особенно выде-

конформации анетилтетрапептида в пределах 4 ккал/моль

4’орма Конфор­
мация Еоб

4 Форма
Конфор­

мация Еоб El E2 E?

—
-1.0 -3,3

-2.6
3,8

Ш B2PR,3B ֊14,2 —2.7 -1.1 -1.7
ecf B-.hr,..в 13.1 -3,1 R,RR33B -11,8 ֊1,5 -1.0 -1.2

R2l.R.,B - 10,7 1 .9 - 1 ,0 ffe В,РВ33В -13,0 -2.5 ֊1.7 -1,8
еее Взввмв -1'2,3 -1.4 -0,9 -3',2 

1
B,LL22B -12,8 ֊1,7 -0,7 -0,6

B3RI-33B 10,5 -1,3 R3BL3,B -10,G —1,0 -0,8 -1,3
R3I-B33B -0.8 -3J

1 ,з
R2RB32B -12,0 ֊1.9 ֊2,0 -0,8

^Ге
R3PI-33B ֊10,7 - 1.0 -0,5 fee B2PL33B -11,9 -2,4 -1,0 -3,1
B3BL3։H -12.1 - 1,4 1,1 BjLBjjB -11 ,8 -2,3 -1,6 -2.3
B3RH33B - 13,3 1.2 1,7

1 9 R2BB33B ֊12.7 -2,0 -1.8 -2,6
P3I>B33B — 14.0 1,0

0.7
-0,9
-1,2

-0> 
1,7

R2RL33B -10,3 -1.9 -0,7 -2,0
eff

й3щ33в -12,0 -0.7 fef R2BR33B -13,3 -2.0 -1,7 -2,7
B,RR„B 
RSI>R”B

•13,7 
12.7

2J 
- 0,8 1.3 B2LR33B -12,0 -2.4 —1,3 -2.3
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ляется взаимодействие Arg с Туг (Е{): для формы BBL Е{— 4,4; RPB 
£•=:—4,4; BRB—EJ= — 3,9 ккал/моль. В этих контактах доминирует 
взаимодействие боковых цепей s3—s4.

Как по энергии,.так и по числу низкоэнергетических форм наиболее 
предпочтительными оказались свернутые формы. В тех формах, в обо­
значении которых преобладает символ I, общая энергия лучше, но рав­
номерно распределена по парциальным составляющим. В развернутых 
формах, в обозначении которых преобладает символ е, дополнительные 
взаимодействия более ясно выражены. В спиральной форме обычно до­
минируют взаимодействия между соседними остатками. Эти замечания, 
возможно, кроме формы iff, не универсальны. Они зависят от конкрет­
ной аминокислотной последовательности.

Итак, на первом этапе расчета выделены конформации всех 8 воз­
можных форм, которые и будут учтены в дальнейшем при анализе гек- 
сапептидного фрагмента. Эти конформации представлены в табл. 1.

Таблица 2
Возможные формы и конформации ацетнлгексапсптнда в пределах 6 ккал/моль.

Форма Конформация E06 Форма Конформация E06

eefee B2BR23B3333RP ֊21,1 eefei B2BR23B3323RB —21,8
—20,7

еееее B2BB13B33„RP 
B2BR22L3233RP

-22.4
—22; I

eeeef H2BBI3B3311RR 
B2BR22L3233RR 
B2BR2,L3233RB

—23,0
-21.4
-22.7

efeee 
effee 
ffeee

feeee

B,BL32B 3323BR 
B,RR,,B21,։BR 
B2PR23L3223RP 
b2pr23l3233bR 
R2BB33B3311RP 11

11
՝ 

tO
ND

ND
ND

 —
 

О
 M

 .£
• С

 СЛ
 

CO
 Co

 C
'i ֊

֊1
 ^1 efeef 

ef fef 
ffeef

fecef

R1 X>32D3323^^ 
Bl^p22B3323RR 
R2OD23F3233^li 
M^aknaRR 
R2RD33o3311^

֊18,3 
֊21,2 
֊25,1 
֊24,0 
—20,7 
-21,4

fefee R0BR33B3323RP 20,2 fefef !>2ОЬ33|3323^В
W ՝wB3323RR

-20,9
-20,1

fffee

кз
зо

оз
зо

 
дз

'зо
'Ъ

'зс
 

3 co
 U 

c-
> 

J ы
 w 

и 
W

 0
3 

03
 0

3 
J CJ

 W 
W

 
J ij

 CJ 
W

 
J u

 U 
Ы

 
C
D
 3

0 
03

'0
3 

zO
 "О

О
Э

О
З ֊24,6 

֊24,0 
—23,7 
-23,4

Kief mb,]33bl 
BipR22B2121BP 
.^M^RB

-26,1 
֊25,4 
֊24,9 
֊24,0

B,PR,3B2133BR — 22,4 'М.тезРВ 
&PP3SB3323RR

֊23,2
-22,4

B֊pR22B3311RR —21.9

ГН СП Tur-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NHt- Как известно, остаток Pro не 
* является информационно жестким [13, 18], но и значи- 

только сам ичнвает ПОДВИЖНость предшествующего ему остатка, поэто- 
ТеЛЬЛ°я такой пары остатков предпочтительными оказываются разверну- 
Му для е с учетом этого для остатка Arg выбраны конфор-
тые формы I J ■ и Еслн принять в0 внимание две формы С-кон- 
мации только фор. Gly_e (ВВ) и 1 (RB), то для всей молекулы с 
цевого дипеп™^ ; тетрапептидного фрагмента форм рассмотре- 
учетом 8 отобр ’ их моЖНО разбить на 2 группы (табл. 2). 
на 16. В свою оч j , выгадных к0Нф0рмаций в пределах 6 ккал/моль. 
энергетически самь некоторым преимуществом обладают фор-
Из их сравнения видно,
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мы, в обозначении .которых последним приходится символ 1, то есть при 
условии свернутых форм концевого дипептида. Схематическое изобра­
жение основной цепи этих 8 форм приведено на рис. 2.

В табл. 3 показано распределение 16 возможных конформаций по 
энергии Видно, что по обоим показателям наиболее выгодными оказа­
лись 4 формы Шее, Ше( и Иеее. Эти формы на тстрапептидном фрагмен­
те соответствуют формам Ш и Не, которые также были наиболее пред­
почтительны по обоим показателям; в то же время формы е!е и еП ста­
новятся энергетически менее выгодными.

, .„„ионных состояний ацстилгсксапептида:Ряс. 2. Формы конформаиионн^ 

a 6~fcce{, в cf , 2 ’

„„..ряпептидного фрагмента предпочтительиы-
Гакнм образом, для ' ‘’ ПрП ЭТОм определяющее значение

Ми оказываются свернутые фор- •֊ р5 между остатками Туг и Pro, именно между имеет взаимодействие Е՝, —между „...„дат™ ..Агп„,,v к п ли а ко оно реализуется, когда звено, раз-
их боковыми цепями—S|-S5- иДНЭ Жппмо RR или DD П *находится в форме КВ или RR. ВыигрышДе л яющее эти остатки Gly-Lcu» ։ „ _ _
но чнак л кгяп/моль по сравнению с формой PR; такоено энергии составляет 4 ккал/м^**
сильное взаимодействие возникает благодаря расположению колец Туг 
и Pro друг над другом на расстоянии ван-дер-ваальсовых радиусов. Яс­
но, ЧТО ОНО возможно между столь удаленными остатками только для 
свернутых форм fffef, Шее, Нее! и (1еее' Рассмотрим дополнительные 
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взаимодействия, в которые вступают остатки Arg, Pro и Gly. В зависи­
мости от конформации основной цепи и ориентации боковых цепей кон­
такты могут быть классифицированы по энергии на эффективные, сред­
ние и неэффективные. Так, если и конформация основной цепи, и ориен­
тация боковых цепей неблагоприятны для рассматриваемых остатков, 
их взаимодействие будет неэффективным. Например, для звена Leu-Arg 
конформация В33В33ц приводит к энергии взаимодействия между остат­
ками Leu и Arg Е3 =—4,2. Для данного взаимодействия это значение- 
энергии довольно высокое по следующим причинам: а) при форме ос­
новной цепи ВВ боковые цепи расположены по разные стороны от основ­
ной и плохо контактируют друг с другом, б) при такой ориентации бо­
ковых цепей, когда %] =300 , они «догоняют» друг друга и дают плохие 
контакты, даже если расположены по одну сторону основной цепи. Ми­
нимум энергии Ej = —6,8 достигается для свернутой конформации 
КзгВззп, которая удовлетворяет обоим критериям эффективного взаимо­
действия. Для среднего взаимодействия, характеризующегося промежу­
точной величиной энергии, имеются две возможности: 1) конформация 
основной цепи благоприятна, но неблагоприятна ориентация боковых 
цепей, как в случае конформации R33B3323, для которой Е4 =—5,1, 
2) конформация основной цепи неблагоприятна при удачной ориента­
ции боковых цепей.

Таблица Т
Распределение конформационных форм гекса пептидного фрагмента ио энергии

Форма

feeef 
fl fee 
fffef 
feeee 
f leef 
ffeee 
fefef 
fefee 
eefef 
eefee 
eeeef 
eeeee 
effef 
cffee 
cl’cef 
cfeee

0-1 1—2 2—3 3-4 4—5 5-6

Интервалы энергии в ккал/моль

Когда анализируются взаимодействия остаткавозникает проблема конкуренции отдельных С 1,|>ковымн цепями, 
если улучшается взаимодействие с соседним остят!?™՝'6^”* вкладо,։: 
шается взаимодействие с остатком слева и наобпг>°М с"^ава’ то УХУД՜ 
энергии взаимодействия Arg с Pro Е5 =—6 0 энрп°Т Например, для 
, ' п „„4, и знергия взаимодействия
Leu с Arg Е4 = —1,9, а при Е?= — 0,8 Е4= —6 5 км»/3 н 4 3 ккал/моль. Взаимодей-
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Таблица 1
Отобранные конформации ацетилгексапептида

Туг О1у Ье н Агй Рго О1у

Конформация Т Ф 7л 7.2 ■ ? ф 7.2 7.2 ? Ф 7л 7.2 7.3 7л Ф ? ? Е,Л

1?п КР33В,13зВЬ — 129 —54 183 88 ֊48 -39 -87 - 50 299 345 — 127 86 179 69 275 289 111 83 59 -26,1
В, РК,3В2133ВЕ -157 151 1*2 86 76 ֊70 ֊83 ֊49 182 321 -119 91 180 71 271 289 117 86 60 —25,1
В՜, РР22В2121ВР — 160 166 60 91 76 -72 -91 ֊52 176 215 —ИЗ 1։ 2 182 67 173 77 114 75 —70 -21,9

R, ВР33В,133ВВ -129 -55 182 83 -49 - 39 — 88 ֊51 299 346 -127 87 181 70 273 289 116 -77 66 -24,6
в; рр23в;;“вв — 158 151 182 86 76 -73 -85 ֊51 182 321 -122 91 180 71 272 289 116 ֊77 66 -24,0

КРззВ3323^Р -128 -55 185 88 ֊47 -39 ֊84 —50 297 343 — 133 95 29.8 290 183 281 -48 76 -71 -23,7



концевых остатков Pro и Gly малоеушествегжы, но также зависят от 
формы этого дипептида. Так, при одной и той же развернутой фор­
ме основной цепи предпочтительнее форма RP с энергией Е5—1,7, по 

не BR (E*i=-0,9).
Таким образом, в пределах 5 ккал/моль наиболее представительны­

ми низкоэнергетичеокимн конформациями оказываются принадлежа­
щие к 4 формам: [fief, fffee, ffeec и ffeef. Учитывая то обстоятельство, что 
остаток Arg чрезвычайно редко встречается в белках в форме L, можно 
остановиться на 2 формах ilfef и fffee и предложить несколько возмож­
ных их представителей (табл. 4), лучшим из которых является конфор­
мация формы fiief-RzRRaal^issBL. Эта конформация характеризуется 
эффективными взаимодействиями остатков Arg с Pro и Gly, Туг с 
Arg и Pro.

Различие между гексапептидом и его ацетилированным производ­
ным в конформационном отношении сводится к тому же, чем тетрапеп­
тид отличается от ацетилтетрапептида, то есть если в случае гекстпепти
да для остатка Туг предпочтительно значение т.-1яп“ .л։ юи , го в случае ане-тилгеюсалептида возможны два значения уг180° и и 3и бои . не и-мея сущест-
венного значения для конформационных особенностей нкул, это различие может сказаться на векторных хпп,,,.,.!՝ Т"В"Ь'Х моле՜ 
цессов, в которых они принимают участие, особенно «о. 1
выбора Х, остатка Туг может -------  -- ----------- еС"И учес?ь> чт°

а следовательно, и ее роль в
зависеть ориентация ацетильной группы, 
рецепторно-акцепторном взаимодействии.

CONFORMATIONAL ANALYSIS OF HYPOTHALAMIC 
CARDIOACTIVE HEXAPEPTIDE AND ITS ACETYL DERIVATIVE

AVANOV A. J., LIPKIND G. M,
Institute o( Biochemistry, Academy of Science r . oi Arin vN. D. Zelinsky Institute of Organic Chcmistrv ’ 'CrC'an

of Sciences. Aloscow ' Si>R Academy

A comparison of the conformational states of ttcarried out, and a supposition abo,^6*^0 ener&eticalY
.. «- doout the possible rea-°оГо^Х11>ёхарсрийе being more effective is discussed.
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УДК 612.826 + 591. 147.4+577.17

СЕРОТОНИН В ГИПОТАЛАМИЧЕСКОМ МЕХАНИЗМЕ 
РЕГУЛЯЦИИ СЕКРЕЦИИ ПРОЛАКТИНА И МОЛОКА

АЛИЕВ М. Г., РАГИМОВА Ш. А.

Изучен серотонинергический механизм гипоталамической регуляции образования 
пролактина и секреции молока с помощью предшественников серотонина 1-трнптофа- 
на, dl-5-окситриптофана и блокатора синтеза серотонина dl-п-хлорамфетамипа. 
Выявлено, что повышение обмела серотонина в гипоталамусе под действием его 
предшественников сопровождается снижением концентрации катехоламинов в этой об­
ласти. При этом повышается содержание пролактина в аденогипофизе и крови, а 
также количество секретированного молока. Обратная картина выявлена при приме­
нении и-хлора.мфетамина, то есть при блокировании синтеза серотонина. Стимули­
рующее воздействие серотонина на образование и секрецию пролактина, возможно, 
осуществляется через подавление дофаминергической активности гипоталамуса. Рас­
сматривается значение гипоталамического серотонина в регуляции процесса секреции 
молока.

Среди многочисленных нейромедиаторов и нейромодуляторов моз­
га, имеющих отношение к центральной регуляции секреции пролактина, 
основными являются катехоламины и серотонин. Дофамин обеспечивает 
тоническое подавление секреции пролактина, непосредственно влияя на 
пролактинсекретирующие клетки аденогипофиза [1, 2]. Серотонин ока­
зывает стимулирующее воздействие на выброс пролактина в определен­
ных физиологических условиях, в особенности при сосании. Так, напри­
мер, блокирование его синтеза подавляет выброс пролактина в кровь в 
ответ на сосание [3]. На основании многочисленных исследований соз 
далось представление о том, что серотонин прямого влияния на аденоги­
пофиз не оказывает [4—6]. Следовательно, в стимулирующем воздей­
ствии серотонина на выброс пролактина требуется включение какого-то 
промежуточного гипоталамического звена. Выяснению действия гипота­
ламического серотонина в механизме образования и секреции пролак­
тина посвящена данная работа.

Материалы и методы

В связи с поставленной задачей создавались экспериментальные 
модели повышенного и пониженного содержания серотонина в мозгу, в 
частности в гипоталамусе лактирующих белых крыс. Было проведено 3 
серии опытов с применением предшественников серотонина: 1-триптофа- 
на (150 мг/.кг, перорально), dl-5-окситриптофана (ЗОмг/кг, в/б) и блока­
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тора синтеза серотонина: dl-п-хлорамфетаминтидрохлорида (5 мг/кг. 
в/б, 2 раза, через 5 дней). Препараты вводили в течение 10 дней. 
Крыс декапитировали на 5- и 10-й день введения препаратов. Кровь для 
определения пролактина» сыворотке брали при декапитации. Содержание 
катехоламинов—дофамина и норадреналина—и оксиилдолов—серото­
нина и 5-оксииндолилуксусной кислоты (5-ОИУК)—в гипоталамусе оп­
ределяли флуориметрически на слектрофлуориметре «Hitachi» [7]. Кон­
центрацию пролактина в аденогипофизе определяли микрометодом 
электрофореза в ПААГ с последующей спектрофотометрией на СФ-16 
[8], а уровень пролактина в сыворотке крови устанавливали радноим- 
мунологически на автоматическом гаммаспектрометре «Packard» с те­
летайпом. Количество секретированного молока определяли методом 
отсадки крысят на 6 ч, по разнице их массы до и после 30-минутного со­
сания. Полученные данные обработаны статистически [9].

Результаты и обсуждение

Используя предшественники серотонина или блокатор его синтеза, 
Удалось воздействовать на метаболизм серотонина в гипоталамусе (таб­
лица) Эти сдвиги сохранились на всем протяжении опыта, хотя измене­
ния некоторых показателей были более заметны па 10-й день введения 
препарата, нежели на 5-й.

Пероральное введение Ьтриптофана значительно увеличивало в 
гипоталамусе содержание серотонина и его метаболпта-5-ОИУК. По 

тействисм триптофана концентрация серо- сравнению с контролем под денет г £ г
„„пчгилась на 70,8—96.9%, а содержание о- тонина в гипоталамусе повысилась

ОИУК на 28 0—51 1% соответственно на 5- и 10-и день применения 
՝ - ,„ юстоверно снижена концентрация дофа-препарата. При этом оыла досювеи

г .. „,>ия па Ю-й день введения препарата,мина на 5-и, а норадреналина на
V „ метаболизме серотонина и катехоламиновУказанные сдвиги в метаоил>. с . ця птоазились на уровне содержания пролак- под действием триптофана отра. >

, п„ спявнению с контрольными у крыс опытной тина в аденогипофизе. По сравнен™содержание пролактина в аденогппо- труппы, получавших триптофан, ।. у 1 7Оо/ соответственно на 5- и 10-и день при-физе увеличивалось на 44 и /о /о „ ..........\ я уровень выороса пролактина в кровь менения препарата (рис. 1). а УРиис г ' , 1н и ՝' ..-то/ /пне. 2). Увеличение ооразования ивозрастал в среднем до 145,7% (Р1՛1-- 1
секреции пролактина способствовало стимуляции секреции молока, 
повышающейся под действием 1-триптофана но сравнению с контроль­
ной группой на 29,2 и 79,9% на 5- и Ю-й День введения препарата соот­
ветственно (рис. 3).

Во второй серии опытов применяли другой предшественник серо- 
тонина-й1.5-окситриптофан и получили результаты, аналогичные вер­
ной серии, в метаболизме моноаминов в гипоталамусе, образовании и 
секреции пролактина Характерно, что на 5-и день применения 5-окси- 
тРп.птофана сдвиги в изучаемых показателях проявляются более замет­
но по сравнению с применением триптофана, что вполне естественно, 
так как путь синтеза серотонина от него более короткий, нежели син­
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тез серотонина от 1-трнптофана. Под действием 5-окситрнптофана в ги­
поталамусе достоверно увеличилось содержание серотонина—на 77.fi 
и 71% и 5-ОИУК на 96,6 и 58,7% но сравнению с контролем соответст­
венно на 5- и 10-й день опыта. В этих же условиях достоверно снизи­
лась концентрация дофамина на 5-й и норадреналина на 10-й денывведе- 
ния препарата.

Рис. 1. Изменение содержания пролактина в аденогипофизе под влиянием 
различных препаратов: 1—контроль, 2—1-триптофан, 3—<И-5-оксптрипто 

фан, 4—Ш п-хлорамфетамии

Рис. 2. Изменение содержания пролактина в крови под влиянием разлнч 
вых препаратов (обозначения те же, что и на рис. 1)

Резкое увеличение содержания серотонина и заметное снижение 
нпентрации катехоламинов в гипоталамусе оказали стимулирующее 

пияние на образование пролактина в аденогипофизе и секрецию его 
Повысилось содержание пролактина в аденогипофизе на 51.4 

В Т7°90/ (рис 1) а его уровень в крови поднялся на 92,9 и 68,2% 
" ’ 21 по сравнению с контрольной группой животных соответственно
'Р к՛ ш Й пни опыта. Повышение синтеза и секреции пролактина под на о- и 1и-и дни инь»
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Таблица
Влияние 1-трНптофана, (11-5-окситриптофаиа и 61-и-хлорамфетамииа па Содержание

моноаминов в гипоталамусе (нг/г)

Моноамины 
гипоталамуса

5-й день введения 10-й день введения

контроль 1-трнптофап 5-окситрип- 
тофан

(11-п-хлорам- 
фетамин контроль 1-триптофан 5-оксн- 

триптофан
с11֊п-хлорам- 

фетамин

Серотонин 844+41 1442+94 
р< 0,001

1500+142 
р<0,001

458+18 
р<0,001

831+47 1636+216 
р<0,01

1421 + 83 
р<0>001

520+14 
р<0,001

5-ОИУК 533+16 682+31 
р<0,001

1048+38 
р<0,001

348+36 
р<0,001

304+16 459+-.О 
р<0,01

482+60 
р<0,02

225+21 
р<0,01

Дофамин 562+38 448+18 
р+0,02

379+59 
р<0.02

1102+123 
р<0,001

608+30 547 +40 
р<0,5

550+19 
р<0,2

1095+110 
р<0,01

Норадреналин 544+61 474+21 
р<0,5

405+75 
р<0,2

1034+105 
р<0.01

601+86 225+24 
р<0,01

332+53 
р< 0,05

1076+142 
р<0,02

Примечание, р—достоверность различий показателей с контролем



действием 5-О'кситриптофана оказало стимулирующее влияние на сек­
рецию молока, которая за опытный период повысилась в среднем на 
36,3% по сравнению с контролем (рис. 3).

Следовательно, применение предшественников серотонина, повы­
шая содержание последнего в гипоталамусе, заметно снижает в нем 
концентрацию катехоламинов, что способствует резкому усилению син­
теза и секреции пролактина, а это, в свою очередь, стимулирует секре­
цию молока.

Рис 3 В зияние 1-триптофана, <П-5-окситриптофана н (И п-хлорамфетамипа 
на количество секретированного молока (обозначения те же, что и на 

рис. 1)

В отличие от первых двух серий в третьей применили блокатор 
синтеза серотонина сП-п-хлорамфетамин. При этом отмечалось досто­
верное снижение в гипоталамусе концентрации серотонина—.на 45,8 и 
37,4% и 5-ОИУК- на 34,7 и 25,9% по сравнению с контролем соот­
ветственно на 5- и 10-й день опыта. Одновременно в гипоталамусе под­
опытных крыс значительно повышалась концентрация дофамина и 
норадреналина—в среднем на 88 и 84.5% соответственно (таблица), 
что тормозило синтез и секрецию пролактина. Содержание пролактина 
в аденогипофизе под действием (11-п-хлорамфетамина снижалось на 
44,7% на 5-й день опыта, а на 10-й эта розница с контролем была еще 
большей—61,7% (рис. 1). Выброс пролактина в кровь подавлялся на 
45,3 и 64,1% соответственно на 5-й и՛ 10-й дни опыта (рис. 2), что при­
вело к заметному снижению под действием сП-п-хлорамфетаммна секре­
ции молока (рис. 3).

378



Источником гипоталамического серотонина, стимулирующего се­
крецию пролактина, являются серотонинергические нейроны дорсаль­
ных и центральных верхних ядер шва. аксоны которых иннервируют 
гипоталамус [10, 11]. Высокая концентрация серотонина обнаружена 
в аркуатных, супрахиазматических и премамиллярных ядрах гипотала­
муса [12]. От аркуатного ядра начинается тубероппфундибулярный 
дофаминергический (ТИД) путь, состоящий из коротких нейронов, тер­
минали которых расположены в наружном слое срединного возвыше- 
ния и тесно контактируют с капиллярами гипофизарных портальных 
сосудов [13].

В наших опытах длительная фармакологическая активация серо­
тонинсодержащих структур гипоталамуса, выразившаяся в увеличе­
нии концентрации серотонина и его метаболита 5-ОИУК, сопровожда­
лась значительным снижением содержания дофамина и норадренали­
на в этой области, тогда как при угнетении (Н-п-хлорамфетааищом синте­
за серотонина, одновременно со спадом концентрации серотонина и 
5-ОИУК> наблюдался подъем уровня •катехоламинов в гипоталамусе 
(таблица).

Аналогичная закономерность обнаруживалась нами ранее при 
применении веществ, блокирующих рецепторы дофамина—при этом 
снижение концентрации катехоламинов в гипоталамусе приводило к 
повышению уровня серотонина [14].

Такие противоположные изменения в обмене серотонина и кате­
холаминов в гипоталамусе с учетом морфофункциональной взаимоза­
висимости соответствующих структур можно объяснить механизмом 
реципрокных взаимоотношений между катехоламинергическимн и се­
ротонинергическими системами мозга, благодаря чему снижение актив 
ности одной системы сопровождается повышением активности другой и 
наоборот [15].

Важность серотониновой иннервации гипоталамуса в регуляции 
секреции пролактина у .тактирующих животных показана эксперимен­
тами, в которых определялось содержащие серотонина в различных об­
ластях мозга во'время сосания. Через несколько минут после начала 
сосательного стимула параллельно с резким повышением концентра­
ции пролактина в плазме увеличивался обмен серотонина в гипотала­
мусе и оставался повышенным на всем протяжении сосания. При этом 
в других областях мозга концентрация серотонина не изменялась [16], 
и наоборот, ингибирование биосинтеза серотонина п-хлорфенилала- 
нином способствовало блокаде подъема пролактина в крови в ответ на 
сосание [3]. Установлено уменьшение высвобождения дофамина в со­
суды ножки гипофиза в период сосания и показано, что концентрация 
дофамина в гипофизарной портальной крови значительно снижалась 
во время стимуляции нервного ствола молочной железы; при этом кон­
центрация пролактина в крови увеличивалась почти 7-кратно [17]. Ин­
тересны факты, полученные некоторыми исследователями, о том, что 
исключение дофаминергического звена путем подавления синтеза доф-
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амина или блокирования его рецепторов предотвращало действие 
центрального серотонина в активировании секреции пролактина [18].

Суммируя и сопоставляя литературные данные с нашими исследо­
ваниями, можно заключить, что повышение активности серотонинерги­
ческих нервных структур гипоталамуса (во время сосания, во сне или 
фармакологически) в силу реципрокных взаимоотношений снижает 
дофаминергическую активность гипоталамуса; таким образом, сни­
мается (или уменьшается) тормозящее влияние дофамина на пролак- 
тинсекретирующие клетки аденогипофиза, что приводит к быстрому 
уменьшению гипофизарных запасов пролактина с выбросом его в кровь.

Сведений о влиянии серотонина на синтез пролактина в литературе 
нами не обнаружено. Косвенным показателем уровня биосинтеза про­
лактина является его содержание в аденогипофизе с учетом выброса в 
кровь. Хроническая серотонинергическая стимуляция способствовала 
значительному увеличению пролактина в аденогипофизе (рис. 1). Учи­
тывая роль серотонинергического звена в выбросе пролактина в кровь 
и то, что серотонин сам непосредственного влияния на пролактинсек- 
ретирующие клетки не оказывает [4, 6], можно полагать, что такое по­
вышение является вторичным и происходит в ответ на хроническое уве­
личение выброса пролактина в кровь. Это подтверждают и опыты с 
применением сИ-п-хлорамфетамина, когда подавление активности серото­
нинергического звена уменьшает секрецию пролактина, способствуя 
перестройке пролактинсекретирующих клеток на более низкий уровень 
синтеза гормона (рис. 1).

Выявлена прямая зависимость между интенсивностью обмена моз­
гового серотонина и количеством секретированного молока (рис. 3). 
Подобная взаимосвязь осуществляется, по крайней мере, двумя путя­
ми: секрецией пролактина и выбросом окситоцина, действующих на 
разные этапы цикла .молокообразсвания секрецию молока и молоко- 
отдачу. Немедленный выброс пролактина и окситоцина в ответ на со­
сание—общепризнанный факт. Торможение синтеза серотонина п-хлор- 
фенилаланином блокирует выброс в ответ на сосани^ не только про­
лактина, но и окситоцина [19, 20], из чего можно заключить, что се­
ротониновое звено необходимо для рефлексов, усиливающих секрецию 
как пролактина, так и окситоцина.

Таким образом, комплексный механизм нейроэндокринных измене­
ний в ответ па сосание может быть представлен следующим образом:

Сосательные стимулы (импульсы) через определенные восходящие 
нейрональные пути в спинном мозгу передаются на серотонинергиче- 
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ские нейроны ядер шва, иннервирующие гипоталамус; здесь происхо­
дит торможение тубероинфундибулярных дофаминовых нейронов с 
выбросом гипофизарного пролактина в кровь и активация нейросекре­
торных клеток, продуцирующих окситоцин, с быстрым подъемом его 
содержания в крови. Последний обеспечивает процесс молокоотдачи, а 
циркулирующий в крови пролактин, попадая в ткань мелочной железы, 
участвует в запуске нового цикла молокообразования.

INVOLVEMENT OF SEROTONIN IN HYPOTHALAMIC CONTROL 
OF PROLACTIN AND MILK SECRETION

■ALIEV M. H„ RAG1MOVA. SH. A.
A. I. Karayev Institute of Physiology, Azerbajan Academy of Sciences, Baku

The precursors of serotonin-L-tryptophan and DL-5-hydroxytrypto- 
phan and the blocator of serotonine synthesis-DL-p-chloramphetaniine 
have used to study the hypothalamic regulation of prolactin and milk 
secretion.

The metabolism of serotonine in hypothalamus is enhanced due to 
the application of serotonine precursors and is accompanied by a drop 
in the level of catecholamines in the area, increase in prolactin concen­
tration both in adenohypophysis and in blood and elevated milk se­
cretion. In the case of p-chloramphetamine the situation is reverse.

It's suggested that the stimulating effect of serotonin on the for­
mation and secretion of prolactin is mediated by suppresion of dopaminer­
gic activity in hypothalamus. The role of hypothalamic serotonin in the՝ 
regulation of milk secretion is discussed.
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| УДК 577.153 + 577.150.5+ 612.017.1+612.843

ИММУНОХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА БЕЛКОВОГО 
ИНГИБИТОРА 3,5'-с(лМР ФОСФОДИЭСТЕРАЗЫ НАРУЖНЫХ 

СЕГМЕНТОВ ПАЛОЧЕК СЕТЧАТКИ

ДУМА ЕР И. Л.

Получены моиоспсинфичсские антитела к белковому ингибитору 3;5' сСМР фос- 
фодиэстеразы (ФДЭ) наружных сегментов палочек сетчатки (НСП). Оценка специ­
фичности полученных антител проведена по результатам двойной радиальной имму­
нодиффузии в агаровом геле. Очищенная фракция иммуноглобулинов (1^0) из полу­
ченной антисыворотки снимала тормозящее действие ингибитора на ФДЭ и оказывала 
на фермент активирующий эффект. Действие па ФДЭ в присутствии ингибитора 
не изменялось при добавлении в инкубационную смесь других белковых модуляторов. 
Проведена очистка ингибитора методом нммуноаффинной хроматографии на коленке 
с СХВг-активнрбванной сефарозой 4В, сопряженной с 1§й.

Ранее в сетчатке быка был обнаружен новый белок, являющийся 
ингибитором ФДЭ циклических нуклеотидов (КФ 3. 1. 4. 17) [1, 2]. В 
дальнейшем было показано, что он сосредоточен непосредственно в фо­
торецепторных мембранах и относительно прочно связан с ферментом 
[3], однако при определенных условиях эксперимента может быть от­
делен от последнего [4].

В настоящее время полагают, что белковый ингибитор играет ре­
шающую роль в процессе фотоиндуцированной активации ФДЭ: осве­
щение приводит к снятию его ингибирующего действия [5]. Ингиби­
торный белок является компонентом белкового комплекса, в состав 
которого входят и ОТР-связывающие белки, передающие сигнал с ро­
допсина на ФДЭ [5, 6]. Механизм взаимодействия ОТР-связывающих 
белков с ингибитором и последнего с ФДЭ неясен; нет единого мнения 
и в отношении свойств и величины молекулярной массы ингибитора 
[7, 8], а также его специфичности для ткани сетчатки я роли в процес­
се активации аденплатциклазы [9].

Удобным п перспективным подходом для решения этих вопросов 
может быть иммунохимическнй анализ ингибиторного белка. Попытка 
получения и характеристики моноспецифических антител к белковому 
ингибитору ФДЭ составила задачу настоящей работы.

Материалы и методы
Белковый ингибитор выделяли из термостабильной фракции очи­

щенного препарата ФДЭ [4], подвергая ее препаративному элоктрофо- 
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рёзу в блоке ПААГ. Иммунизацию (были использованы 3 кролика) 
проводили очищенным препаратом ингибитора, вводя подкожно в об­
ласть спины в 15—20 точек 0,5 мг антигена (в 1 мл 10 мМ трис-НС1 бу­
фера, pH 8,0) и 1 мл полного адъюванта Фрейнда. Через три -недели 
кроликов иммунизировали повторно; каждое животное получапо по 
0,025 мг ингибитора уже без адъюванта. Поддерживающие иммуниза 
ни» (каждый раз по 0,025 мг антигена) проводили несколько паз в те 
ченне пяти месяцев. Кровь отбирали из ушной вены порциями по 20- 
30 мл. За 5-7 дней до отбора крови животным вводили по 0 025 мг ин 
гибитора. ’

Иммунные сыворотки получали общепринятым способом Г101 
ливали их порциями по 1 мл и хранили при температуре—10° ' Р3’՜
4° -в -присутствии .консерванта (0.02%-ный азид натрия) R "РИ 
контроля служили преим-мунные сыворотки тех же животных ЧвСТОе

Очистку фракций ,1КС осуществляли осаждением сульфатом -
пия и последующей хроматографией па колонке с ЛыТ, °՜ 
А-50 [10]. Иммунодиффузию проводили по ОисМеНопу г 171‘СефаДеКС0М

- 1,5%-ный агаровый гель, содержащий 0,15 М ИаС1 и 002»/' ИС?°Льзуй 
Для приготовления сефарозы 4В, сопряженной с анти-Л?1"՛"

(8,5 мг) очищенной фракции диализовали в течек,.» о/М"’ 1 МЛ 
0,1 М ИаНСОз, pH 8,3, содержащего 0,5 М ИаС1. Полги 4 против 
дартным способом СИВт-активированную сефарозу 4-В Т°ВЛенную ста"՜ 
отдиализованным белком с помощью механической пеРемешивали с 
комнатной температуре, затем в течение 16 ч при 4° ‘М1Шалки 2 4 при 
опензию центрифугировали (2000 5 мин) и дваж. Носле этого су- 
ным раствором 0,1 М МаНСО3, pH 8,3, содержав՜*15՛ "ромь1вали буфер- 
блокады оставшихся активных групп сефарозу рес*4"'՛ °’5М ^аС1- Для 
растворе моноэтаноламина, pH 9,0, и перемешивавСПеНЗИР0вали в 1 М 
комнатной температуре. Для удаления избытка бло" ” ТеЧеНие 2 4 г|ри 
адсорбированного белка сефарозу попеременно' °КИру1ощего агента и 
раза) десятью объемами 0.1 М ацетатного - . ПроМьгвал։։ Оно три 
0,5 М 1МаС1, и буфера указанного выше состава ’ '՛ Сра’ одержавшего

Хроматографию на сефарозе 4В, сопряженной
используя колонку (0,5X5 см), уравновешенную т" ° п’ровоД|,л"■
еле внесения исследуемой пробы удаляли несвяз™' ЖС бу$еРом- По- 
цией 40 мл буферного раствора. Затем элюировал|'Ви1."ССЯ Оелкн элю՛ 
завигиеся с бедки 20 мл 0,1 ЛА глицин-НС| бу 1՛ СПециФ,,чески сня­
тие с последним буфером фракции сразу же нейто РН 2’8' Выходя՜

Электрофорез в блоке ПААГ проводили ПО Р1етп,30ВаЛН Д° рИ 8Д 
Получение фракций НСП, экстрактов из них и Пп ^АУ ^аетгп|> [42]. 
деление ее активности, содержания белка и Р. ре"аратов ФДЭ, опре- 
сано ранее [3, 4]. 1 у1цест»ляли, как опи-

Результаты и обсуждение

гпеииФичйоети полученной иммунной сыворотки была про- ^^результатам двойной радиальной иммунодиффузии в агаро­
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вом геле (рис. 1). Очевидно, что в широком интервале разведений анти­
сыворотки (1:100—1:1000) выявлялась единственная полоса преципита­
ции, что свидетельствовало об иммунохимической гомогенности исполь­
зуемого антигена и моноспецифичности образовавшихся антител.

В дальнейшем была проведена очисжа фракции 1рД из получен­
ной антисыворотки. Чистоту выделяемых в процессе очистки фракций 
контролировали с помощью электрофореза в блоке ПААГ, содержащего 
0,1%-ный додецилсульфат натрия. В результате был получен практиче­
ски гомогенный препарат 1§й, содержавший тяжелые и легкие цепя 
у-глобулина, который был использован для проверки его влияния на ак-

ппепарата антисыворотки. В
Рис. 1. Иммунодиффузия в агаровом I с- овательные двукратные
центре—10 мкл (10 мкг) антигена, — контроль

разведения антисыворотки, начиная

,,„„гтпя [ой инкубировали в 20 мМ. 
тивность ФДЭ. Возраст а10Ш,.и_ кол сколичеством препарата инги- 
трис-НС1 оуфере, р 8, , со станда ной теМцературе. Затем добав- 
битора (2 мкг) в течение ч при ко. после чего проводили опре- 
ляли препарат ФДЭ, инк>'’"р0’’а’тв0 добавляемого к ферменту ннгиби- 
деление его активности. . чтобы величина оказываемого на
тора было подобрано таким образом,
ФДЭ ингибирования составляла 50%. очевидао> ф *

Из представленных на рис - А и оказывала на 
снимала тормозящее действие ННГИО1И , «
рующий эффект (исходная активность ФДЭ до добавления ингиоито- 
ра-0 45 ед опт. плотности). Наблюдаемая зависимость оыла прямоли­
нейной с насыщением при концентрациях дооавляемого 18й свыше 

30 мкг .в пробе. В том же диапазоне концентрации очищенная преиммун- 
ная сыворотка не оказывала какого-либо влияния на фермент.

Эти данные являются еще одним доказательством специфичности 
ПО отношению к белку-ингибитору. Наблюдаемая полученных антител по г-

1 г- активация ФДл» .может быть объяснена взанмодеи-пои добавлении 1§и
и» только с добавляемым в пробы антигеном, но и с эи- ствием антител не только о « ։
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догенным ингибитором, содержащимся в используемом препарате фер­
мента. Полученные результаты подтверждают представление о том, что 
ФДЭ в НСП находится в частично блокированном состоянии [4].

Известно, что активность ФДЭ разных тканей находится под кон­
тролем иных, отличных по ряду свойств от ингибитора, модуляторных 
белков [13]. Могут ли эти белки, в частности кальмодулин (схема вы­
деления которого подобна схеме выделения ингибитора) и тропонин I, 
оказывающий также тормозящий эффект на ФДЭ [14], взаимодейство­
вать с антителами, выработанными к ингибитору?

Рис. 2. Влияние ЩО на активность ФДЭ; а—в пробы Добавлен ингнби- 
(2 мкг) и тропонин I, - обы добавлен ингибитор _ .............тор (2 «кг); °՜՜1' добавлен ингибитор (2 мкг) и кальмодулин (10 мкг): 

(10 мкг); в-в пробы добавлена преиммунная сыворотка). По оси ор- 
а—контроль (вместо ё &

ед. опт. плотности при 660 им; по оси абсцисс— динат—активность Лсодсржа11Не 18о в пробе, мкл

вопрос в ряд проб одновременно с ингибиторомДля ответа на *т°модулин и тропонин .1 (рис. 2). Оказалось, что до- 
11 добавляли кал^ вЛИЯЛ0 на эффект, оказываемый на ФДЭ 
бавление этих _'“виде.тельствует об отсутствии конкурентных взаи- 
фракцией 1йП’ чт0 модулином, тропонином 4 и ингибитором при 
моотношений 1МСЖАУ) ՞ антител.
связывании ПОСЛв ДеНльн0Й проверки специфичности полученных антител 

Для доп°л,“” хроматографию на колонке с ОЫВг-активирован-
проводили афФ > сопряженЯой с 1еО. экстракта НСП, содержащего 
ной сефарозой . других белК0в. Из результатов, представленных 
ФДЭ, ингибитор I, с колоики элюировались два основных пика 
на рис. 3, а, следуе ’ вотал неСорбировавшпмся белкам, второй
белка.-Первый пик

при pH 2.8; он содержал белки, специфически свя.мог быть элюирован .пр с00'Третствующне каждому из пиков, объеди- 
завшиеоя с 1вС. раКв'дия’ние На активность ФДЭ. Предварительно 
няли и проверяли их в. позволяло инактивировать
фракции выдерживали 3 мин при , 
386



фермент, элюируемый с колонки, и не влияло на активность ингибито­
ра, учитывая его термостабильность [1, 2]. Очевидно (рис. 3, 6), что 
фракция несорбировавшихся на колонке белков не изменяла активность 
ФДЭ, в то время как специфически связавшаяся фракция обусловлива­
ла почти полное ингибирование активности фермента. Следует полагать, 
что эта фракция содержит чистый ингибиторный белок, оказывающий 
на ФДЭ присущий ему эффект.

Рис. 3. Хроматография водорастворимого экстракта белков НСП на колон­
ке с СИВг-актнвпронанной сефарозой 4В. сопряженной с 1дС. а—профиль 
элюции белков на колонке. По осн ординат—выход белка в ед. опт. плот­
ности при 280 нм. По оси абсцисс—номера фракции. Стрелкой указано на­
чало элюции глициновым буфером (pH 2,8); б—влияние фракций, элюиро­
ванных с колонки, на активность ФДЭ. По осп ординат активность ФДЭ 
в ед. опт. плотности при 660 нм. 1—контроль; 2 добавлена фракция не- 
сорбпровавшихся на колонке белков (пик 1); 3—добавлена фракция бел­

ков, специфически связавшихся на колонке (пик 2)

Полученные в настоящей работе данные свидетельствуют о возмож­
ности получения моноспецнфнческих антител к белку-ингибитору ФДЭ, 
которые могут быть использованы для изучения свойств, локализации и 
функциональной значимости ингибиторного белка.

IMMUNOCHEMICAL CHARACTERISTIC OF PROTEIN INHIBITOR 
OF CYCLIC QMP PHOSPODIESTERASE FROM RETINA 

RODS’ OUTER SEGMENTS
DUMLER I. L-

I. M. Sechenov Institute of Evolutionary Phisiology and Biochemistry, 
Academy of Sciences of the USSR, Leningrad

The monoclonal antibodies to the protein Inhibitor of cyclic GMP 
phosphodiesterase of retina rods’ outer segments have been obtained. 
The specificity of this antibodies was determined by means of double 
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immunodiffusion technique. The purified fraction of immunoglobulins G 
from antisera removed the inhibitory action of the protein inhibitor and 
moreover activated the enzyme. The effect of immunoglobulins G on the 
phosphodiesterase did not change after addition of other protein modu­
lators to the incubation media. The purification of the protein inhibitor 
was performed by immunoaffinity chromatography on the column with 
CNBr-activated Sepharose 4B coupled with immunoglobulins G.
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УДК 547.963

РАСТВОРИМЫЕ МЕТАЛЛОПРОТЕИНЫ МОЗГА 
V. МЕДЬСОДЕРЖАЩИЕ БЕЛКИ ИЗ БЕЛОГО ВЕЩЕСТВА 

ГОЛОВНОГО МОЗГА*

ШАРОЯН С. Г.. НАЛБАНДЯН Р. М.

. гл пивного мозга крупного рогатого скота выделеноИз экстракта белого вещества—or^, ,8> |50 ,, кД. Тр„ „3 отно.
пять кислых медьсодержащих ]р< КД), получены в электрофоретически
й'яшисся к сильно кислым белкам v * *<.ящни.я к сильна л.,ПЛПалрно содержание меди и зарегистрирован сиг-
гомогенном состоянии. Для них кислой фракции экстракта ткани мозга содср- 

..нал ЭПР. Помимо этих елков в 32 КД). В основных фракциях экстрак-
жатся также Си, Zn-супероксиддисмутаза V ֊ее
та мозга медь не обнаруживается.

Многочисленным,, исследованиями установлено наличие' в мозгу 
неоколыкич медьсодержащих белковых фракции [1-3], одна из кото- 

' . . 1 .„Айства и была очищена до электрофоретн-пых имела крайне кислые свойства ■֊■ рыл имела р оказалось, эта фракция представляетчески гомогенного состояния. Как °кааа. . г
,ески юмин-нии. полипептиднои цепи и содержащий

гобой белок состоящий из одной in»՛ сооои UL.1UK., „зучены его магнитные свойства и
опин атом мети Г31- Подробно были . у один а.ом .меди [ j дн т0 же время даНные относительно
реакции с катехоламинами [ . ра кра1-1Не ограничены. Изучение 
других медьсодержащих ел. ков ЛИМИтируется отсутствием пре-
физико-химических свойств э 1 Основная задача исследования се­
паративных методов их полу получения медьсодержащих бел-
стояла в разработке удобного мет д 
ков из экстрактов мозга.

Материалы и методы

„„„о.о-эфирного порошка белого вещества
Бел1ки выделяли из а который получали по методу Шароян и 

мозга крупного рогатого, ДЕАЕ.целлюлозу фпрмы
соавт. [6]. В работе. . ■ giW g.2Q0 и сефарозу 6К фирмы врЬаг 
.пап», сефадек.ы , рофореза фирмы «Reanal», тетраэтилтиу- 
ХХ’ул^И(Дисульфирам) фирмы «Sigma», синий декстран фирмы 
«Fcrak» В качестве стандартных белков при гель-фильтрации применя­
ли цитохром с из коры надпочечников, каталазу и церулоплазмин, вы­
деленные в лаборатории физической химии белков Института биохимии 

—----- —------ „„„Гниения этой серии были опубликованы в сборнике «Вопросы* Первые четыре сооощч՛ 1
1 „„ АН АрмССР, Ереван.биохимии мозга», Изд-во л. и
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АН АрмССР, ферритин фирмы «Serva». Остальные реактивы были оте 
чественного производства марок хч и чда.

Величину молекулярной массы белков оценивали методом гелг 
фильтрации. Гомогенность белковых фракций контролировали электро­
форезом в 7%-ном ПААГ [7]. Содержание белка определяли -по методу Lowry и соавт. [8] и по поглощению растворов при 280 нм _? 
помощью дисульфирама согласно методу Matsuba и соавт ГО1 г L 
поглощения белковых растворов регистрировали на спектпогЬг С"еКТ₽Ы 

«Model-26» и «Acta MIV» фирмы «Beckman». Большинство эототых диаграмм получено с помощью проточной кюветы "«ннонных
cord S» фирмы «LKB» с длиной оптического ПУТИ О֊ ‘UV՛՜
при 276 нм. Спектры ЭПР в виде первой производной " *Нльтром 
3-мм трубках из плавленного кварца при температуре- ™Тр"ровалп в 
«Е-4» фирмы «Varian». УР ,|(а приборе

Результаты и обсуждение
Для экстракции белков .порошок белого вещества вали в 0,01 М ацетатном буфере, pH 6,0, из ра™ **03га суопендиР°՜ 

1 г порошка. Суспензию гомогенизировали в roMCTa ° 41 буФера на 
Эльвехейма, гомогенат перемешивали в течение г.°Ге'иизатоРе Поттера- 
фугировали 80 мин при 6000 g. Прозрачный нал "3 Х0Л0Ду 11 дентРи* 
носили на колонку с ДЕ-52 целлюлозой voanun Оеадочный раствор ци­
татным буфером, pH 6,0. Колонку -промывали 2длВеШС1,ИОа аце՜
го и 0,05 М ацетатного буфера. Кислые белки • • МЛ "Орциями исх<>Дно- 
ром. Элюат диализовали -против 0,1 М фосфатцог"°-1РОВаЛИ °’6 М буФе՜ 
вергали гель-хроматографин через колонку с се(Ь° °У*ера’ рН 7,5 " под՜ 
(3,5X70 см), уравновешенную 0,1 М KCI и 0 01 MiT0'՛' G 75 <средний) 
pH 7,5. Из элюционной диаграммы, приведенной ФосФа™ым буфером, 
ление белковой смеси на 3 основные фракции՛"3 Р"С видно Разде՜ 
(ВМ), среднемолекулярную (СМ) и низкомоле -.ВЬ1С0К0М0Лекулярную 
три фракции концентрировали отдельно на д֊улярную (НМ). Все 
вую фракцию элюировали 0,6 М буфером. Элю $ Целлюлозе, белко- 
0,1 М фосфатного буфера и снова подвергали - ТЫ диализовали против 
фракцию—через колонку с сефадексом G-200 ' ^^ХроматогРафии: ВМ 
фракции—через колонку с сефадексом G-75 (свев ?° СМ’’ СМ " НМ 
Все колонки были уравновешены 0,1 М KCI „ РХзонкий) (1,8X52 см), 
феро.м, pH 7,5. Соответствующие элюцион-ные ди ’ М Ф°сФатным бу- 
рис. 2, а, в, с. Дальнейшей очистке подвергалисьГРаММЬ՛ "Риведе1,ы на 
щие фракции, помеченные на рис. 2 стрелками Только медьсодержа-

Для дальнейшей очистки фракции 1 (рис 2ли гель-хроматографию через колонку с сефарозой 6 ДВа'кды прнмсня- 
0,1 М KCI и 0,01 М фосфатным буфером. Конечн • рав1новешен||ук> 
грамма представлена на рис. 3. Гель-фильтрация"" ЭЛк>ВДонная дна- 
через те же колонки-позволила оценить величину цГВИдарт'ных белков 
примерно 500 кД. Оп-иса-н-ная процедура не приводит ^РаК1(11" Равную 
трофоретически гомогенного препарата. Т К Полу,чению эле-к-
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Фракцию 2 очищали вначале гель-фильтрацией через колонку с се­
фадексом G-I00 (сверхтонкий), (1,8X50 см), уравновешенную 0,1 МКС! 
и 0,01 М фосфатным буфером. pH 7,5. На элюционной диаграмме 
(рис. 4) указаны примерные величины молекулярной массы, соответ­
ствующие трем полученным фракциям. Анализ белковой фракции с 
М 45 кД показал, что она медь не содержит- Остальные две фракции бы­
ли объединены и подвергнуты гель-фильтрации через колонку с сефа­
дексом G-200 (сверхтонкий), (1,8X52 см), уравновешенную 0,1 М КС1 
и 0,01 М фосфатным буфером. Как видно из элюционной диаграммы 
(рис. 5), выявляются две электрофоретически негомогенные медьсодер­
жащие фракции с М 150 и 80 кД.

„ „„.,-ят слабокислые оелки с изоэлектрическойФоакции 1 и 2 содержа՛ >- . . »1 г атому при их очистке использовали фосфатный 
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3' 3 4 " 5 * 7' ““

"“'ки'таТвв^.швз СМ ““У» в «св состввявст

. Г1П1 „„цксодержащий белок (рис. 2, е). Дальнейшую описанный ранее [ фракции 3, полученной из СМ фракции, про­
очистку медьс°^РЖгае“ .хроматографии через сефадекс С-75 (сверхтон­
кий)'"’ Анионообменной хроматографии на ДЕАЕ-целлюлозе. Для

7 кислых белков колонку с ДЕАЕ-целлюлозой промыва--очистки от менее кисли



ли порциями, буфера с последовательно возрастающей ионной силон 
вплоть до 0,15 М ацетатного буфера, pH 6,0. Многократное повторение 
отмеченных процедур приводило к получению электрофоретически го­
могенного белка с М 45 кД, который при электрофорезе движется 'вме­
сте с маркером, что указывает на его сильно кислые свойства. Содержа­
ние меди в белке составляет 0,4% или 3 атома меди на молекулу белка.

„ Чч-ционные диаграммы при гель-фильтрации через сефадекс 0-200 Рис. 2. Элю'\ . см , ) „ 1-1М (с) фракций—через сефадекс 0-75 
(средний) ВМ п), о (сверхтОнкий)
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Из НМ фракции получается медьсодержащая фракция (также отмечен­
ная на рис. 2, с цифрой 3), которая по величине М и содержанта 
меди идентична фракции 3, выделенной из СМ фракции. Выход, 
фракции 3 из СМ фракции (5 мг/1 кг массы сырой ткани) существенно 
отличается от выхода аналогичной фракции из НМ фракции (1 мг), то-

I

Рис. 4. Элюциоииая диаграмма при гель-фильтрации фракции 2 через се­
фадекс G-100 (сверхтонкий). I—М>100 кД, ]]—М=80 кД, 111—М=45 кД.
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представлена в СМ фракции и лишь
................. , Г А И ПОП«сть основная часть этого белка представлена и ............. .

незначительная его доля в силу комплексных взаимодействий с более 
низкомолекулярными фракциями обнаруживается в НМ фракции.

При очистке НМ фракции получаются три различные медьсодержа­
щие фракции (рис. 2, с). Одна из них (фракция 5) оказалась описан­
ным нами ранее нейрокупреином [3]—крайне кислым белком с М око­
ло 10 кД, содержащим один атом меди па молекулу.

При очистке
щие фракции

анаграмма при гсль-фильтрацив фракции 2 через се- 
Эл'°а"°о.900 (сверхтонкий). 1—М=150 кД, 11-44=80 кД.Рис. 5.

фадекс

Для очистки фракции 4 также многократно-грацию через сефадекс 0-50 (сверхтонкий) ц . "Р|1ме»яли гсль-филь- 
графию на ДЕ-52 целлюлозе- После промыва ‘1ВВ°|,о°о՝|енную хромаю- 
люлозой 0,1 М ацетатным буфером удалось по'-' Колонки с ДЕАЕ-цел- 
чески гомогенный белок с М 18 кД. Миграция к՝՜ ЧИТь электрофорети- 
с маркером при анионообменной хроматограф елковой полосы вместе 
сильно кислых свойствах. Содержание меди ' ^ВИДетельствует о его 
ны-м 0,4%, что соответствует 1 атому меди на ь/ °СЛКе адазалось рав-

Симметричная форма конечных элюциОниы°ЛеКулу белка- 
фореграммы медьсодержащих фракций 3, 4 и 5'\ДиагРамм и электро- 
высокую степень очистки этих фракций. Основнн Р"С' 6> Указывают ча 
санных медьсодержащих белков приведены в >1е/арактеРистикн опи- 
-медьсодержащих белковых фракций получены в Ублице- Три из пяти 
могенном состоянии. Помимо нейрокупреина (М ы'КТроФ°Ретически го- 
белого вещества мозга содержатся также бочее '<Д) “ ЭКстРа|(те из 
медьсодержащие белки. Одним из вопросов тпРщВЬ1С°КомолекУлярные 
изучения, является возможность образования я Дальнейшего

Тированных форм 

394



медьсодержащих белков. Эта проблема может быть разрешена путем 
сравнения аминокислотных составов полученных белков.

Таблица
Характеристика пяти медьсодержащих фракций из головного мозга

Фракция М 
(кД)

Электрофоретиче­
ская гомогенность

Содержание меди

о, число атомов на
молекулу

Содержание белка 
в 1 кг сырой 

ткани (мг)

I 
О 
.3 
4 
5

500
150

45
18
10

не гомогеи. 

гомогенный

не определяли

0,4 ' "З
0,4 1
0,7 1

нс определяли

6 ’
9

20

В трех электрофоретпчески гомогенных белках обнаружен сигнал 
ЭПР. принадлежащий к типу 2 [Ш и свидетельствующий о том, что 
медь в этих белках (М Ю, 18 и 45 кД) находится в двухвалентном 

__„„„ Подообное изучение физико-химических парамагнитном состоянии, нодриип i -г
свойств этих фракций, дальнейшая очистка более высокомолекулярных 
фракций (М 150 и 500 кД) и их последующее исследование позволят 
.„ать обоснованные предположения оо их возможной онологиче- 

„ ~՜ о ппемя неясно, аналогичны ли полученныеской функции. В настоящее времяч - , „„ ,,, мОзга крупного рогатого скота медьсо-нами медьсодержащие белки из мия« > - <■нами мед с д i п других тканей крысы, описанным
держащим фракциям из.печени и др;
Norton, Heaton [12].

паями 11 электрофореграммы медьсодержащихРис. 6. Элюциоиные ди‘" . и 5 (1։) На последней стадии очистки 
фракций 3 (а), 4 14

полученные нами медьсодержащие белки мозгаТ аким образом, все 'аМ Слабо кислые фракции, как оказалось, 
принадлежат к кислым‘ ащпе белки, в частности фермент суперок-
также содержа։ медь й медьсодержащей белковой фракции не бы- 
сиддисмутазу [9]. Ни а эмстракта М0зга.
ло выявлено среди основных 1
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SOLUBLE METALLOPROTEINS OF BRAIN. COPPER-CONTAINING 
PROTEINS FROM WHITE MATTER OF BRAIN

SHAROYAN S. G., NALBANDYAN R. M.
Institute of Biochemistry, Armenian SSR Academy of Sciences, Yerevan

Five acidic copper-containing protein fractions with M 10, 18, 45, 
150 and 500 kDa were purified from the extract of bovine brain white 
matter (the first three ones in electrophoretically homogeneous state). 
EPR-spectra and copper content of these fractions were assayed. Besi­
des them there is a cuprozinc superoxide dismutase in the weakly 
acidic fraction. No copper was found in the basic protein fractions.
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УДК 612.821.7;612.82;577.1

ВКЛЮЧЕНИЕ НС-ЛЕЙЦИНА В БЕЛКИ МЕМБРАН 
СУБКЛЕТОЧНЫХ ФРАКЦИЙ МОЗГА КРЫС ПРИ РАЗЛИЧНЫХ 

ФОРМАХ КИСЛОРОДНОЙ ИНТОКСИКАЦИИ

ШЕРСТНЕВ К. Б., СУЛЕЙМАНОВ А. К., КРИЧЕВСКАЯ А. А.

Изложены результаты определения включения 1 'С-лейцина в ослкн мембран и 
содержания белков с различными молекулярными массами в мембранах субклеточных 
'фракций мозга крыс при действии повышенного давления кислорода. Установлено ин­
гибирование включения метки в белки мембран синаптосс.м в острой форме кислород-՛ 
ной интоксикации, которое сопровождается резким уменьшением содержания белков 
.мембран синаптосом с величиной М от 12 до 17 кД. Действие низких давлений кисло­
рода вызывает достоверное увеличение включения 1 С-леицияа во все исследованные 
мембраны субклеточных фракций. Полученные данные могут служить одним из обос­
нований применения низких давлений кислорода в медицинской практике.

На действие факторов внешней среды, по силе превышающих оп­
тимальные условия обитания, организм отвечает универсальной реак­
цией усиления свободнорадикальных процессов, перекисного окисления 
липидов и՝ увеличения БН-групп белков [1]. Одним из непосредствен­
ных последствий этого является изменение свойств биологических мем­
бран. Гипербарооксигенация (ГБО), которая в последние годы широко 
используется в медицинской практике [2] и многих областях народно­
го хозяйства, представляет собой экстремальный фактор среды. Ее 
действие на все живые организмы проявляется, прежде всего, в значи­
тельном усилении реакций, которые ведут к образованию активных 
форм кислорода, генерации свободных радикалов и усилению перекис­
ного окисления липидов, модификации активности ферментов [1, 3]. 
■Сила действия ГБО определяется величиной давления кислорода и 
продолжительностью действия. Реакция на ГБО зависит от вида жи­
вотного, возраста и физиологического состояния организма. ГБО՛ ниже 
0,5 МПа вызывает так называемую общетоксичеокую форму интокси­
кации, при которой на фоне глубокого нарушения метаболизма непо­
средственная гибель животного наступает от огека легких, остановки 
сердца. ГБО выше 0,4 МПа приводит к быстрому развитию неврологи­
ческой формы интоксикации, которая характеризуется развитием судо­
рог центрального происхождения [3, 4]. Если сеанс ГБО прерывают до 
достижения терминального состояния, то до 70% животных выживает, 
■однако нарушения метаболизма продолжаются и нормализация насту­
пает только через 30—45 дней [5].
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Развитие кислородной интоксикации сопровождается нарушением 
функций всех типов биологических мембран: изменением проницае­
мости мембран эритроцитов и лизосом [6, 7], изменением активности 
№+, -К+ -АТРазы, моноамнноксидазы [8, 18] и др. В то же время не 
изучено, какие модификации структурных компонентов мембран ответ­
ственны за изменение их функций при ГБО.

В данной работе представлены материалы по фракционному соста­
ву и обмениваемости белков мембран субклеточных фракций больших 
полушарий головного мозга крыс. Изучали действие ГБО 0,3 МПа в 
течение 2 ч (общетоксическая форма кислородной интоксикации) и 
ГБО 0,7 МПа до наступления судорог.

Материалы и методы

Опыты проводили на белых крысах массой 190֊ыо г, 
довании оомениваемости белков мембран ж |’*и Г' рн иссле՜ 
брюшинно О-Б-|4С-лейцин до помещения В'՝'?ОТ"Ь|՝1 вводили внутрн- 
животных в состоянии судорожного приступа Р°КамеРУ֊ Исследовали 
0,7 МПа кислорода (среднее время 30± 10 ' .ВЬ13ванног° Действием
условиях нор.моксии спустя 2 ч после судовой 'И (I)’ нахоДяЩидся в 
вергавшихся действию 0,3 МПа кислорода в т ”°Г° пРистУпа (2) и иод­
ным животным иС-лейци'н вводили одновпе НИе $ '' Контроль- 
подопытной группой- Первой группе—за 60 мин НН° С со(ответствУ1Ошей 
меру, второй и |ретьей—непосредственно пеп • поме1Цения в барока-

Субклеточныс фракции ткани мозга поп ч К0М|ПРессией 
трифугирования в градиенте плотности сах аЛ" 'метоДом ультрацеи- 
фракции подвергали гипоосмотпческому шог\-Р°1Ы Полученные 
фатном буфере, pH 7,0 и трижды отмывали' В °’^01 " натрпй-фос- 
100000 § в течение 20 мин. Часть полученного В Т°М Же $УФеРе при 
холодным ацетоном, сушили и подвергали дИск°. Материала осаждали 
ств.ии додецилсульфата иатрия [10]. Электр “,‘1ектроФ°резу в присут- 
рировали на денситометрической приставке . °Р6гра|Ммы денситомет- 
мой области спектра «Бресо!» (ГДР). На эп ОпектР°Фотометру, види- 
тывали число фракций и определяли величиныТРО<^О₽еграммах подсчи՜ 
по стандартной кривой, полученной с помощью -"Х МолекУляР'НЫХ масс 
пекулярными массами. Денситограммы раздел еЛК<>В С извес™Ь1|Ми мо- 
ствующие определенным значениям М, и опп ЛИ На 30НЬ1՛ соотвеп- 
держание белка в зонах гравиметрическим мет^™” ОТНОС11Тельное со-

Для определения включения 14С-лейцина °Л°М'_
препаратов мембран органическими растворит В ббЛКИ мем!бРан 113 
[11]. Радиоактивность определяли методом тете՜™՝1" ^Ааляли липиды 
мажных фильтрах в толуольном сцинтиллятореР°Ге"НОГО счета на бУ՜ 
тилляционном счетчике СБС-2. Статистическую "г* Жи'дкосгном сцин- 
проводили по Стьюденту-Фишеру. ° работку результатов-
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Результаты и обсуждение

Полученные нами данные включения |4С-лейцина в белки мем­
бран субклеточных фракций мозга интактных животных соответствуют 
данным литературы. Максимум включения 14С-лейцина приходится на 
мембраны микросом; мембраны митохондрий и синаптосом занимают 
промежуточное положение, и наиболее низким включением характери­
зуется миелин [12, 13].

Таблица 1 
Включение ыс-лейцина в белки мембран субклеточных фракции мозга крыс при 

разных режимах ГБО (в % к контролю)

Режим ГБО Миелин Микросомы Митохон­
дрии

Синапто­
сом ы

100% 100% 100% 100%
0,7 МПа 10076 94,7% 100% 74.5%

и = 8 п — 8 п=7
р>0.05

100%
р<0.05

0,7 МПа 77.6% 10096 87,7%
11 = 14 и 14 п 15 п = 15

п<0,01
130,6% 
п = 18

р<0.05
0,3 МПа/2 ч 422.7% 

п 6
145.7%
11=18

127.3%
11 = 18

р<0.05 р < 0,001 р<0,001 р<0,001

0 7 МПа кислорода вызывает снижение Действие на животных и,/ ‘ 11 >М иг- - белки мембран синаптосом (табл. 1.)., что яв-вк ’I юч с ни я 14С-леицина в ье.НК.1ЮК.НН» лппгтвгем резкого нарушения метаболизма мем-
дястся, по-видимом}. и пр11 судорогах> вызванных ГБО. Ингнбиро- 
бран нервных ' ‘ кти,вных аминокислот в белки синаптосом да­
вание включения 1‘ _ х приступов, вызванных электрошоком [141. 
рактерно и для - ՛ 07 МПа КНСЛОрода включение 14С-лейцина в
Мрпрч 9 ч ПОСЛС ДС1К1Ы1И1ерез _ приближается к уровню контроля, но остается ни-
мембраны с""‘Вк,11ОЧеНИС нС-лейцина в мембраны миелина умень- 
же на 1֊, /о22 4% Т<5ЛЬКО через 2 ч после действия 0,7 МПа. В то же 
шается н • в мембраны микросом и митохондрий остается
практически без изменений в состоянии судорог и через 2 ч после 

Р Приближение включения '4С-лейцина в мембраны синаптосом к 
контротвному уровню через 2 ч после судорог свидетельствует о тенден- 
Ш,И к нормализации процесса нарушения обмена белков, тогда как в 
мембранах миелина изменения белкового компонента нарастают. Такой 
характер нарушения метаболизма белков мембран различных субфрак- 
' 1 1 .щйствии высоких давлении кислорода связан, ио­
ний ткани мозга при деисюлп „ , ' „

структурной и функциональной организацией видимому, с различной ’-'н? 1 ■видимо. 1>, и ГПНЯ1ПТОСОм, микросом и митохондрий.мембран миелина, синапто
' С целью выявления возможных структурных нарушении в мемора- 

г>7 МПа кислорода мы провели диск-электрофорез нах при действий О./ р'и“1 ‘ „ I
белков мембран субклеточных фракции в присутствии додецилсульфа­
та՜ натрия. Данные, приведенные в табл. 2, свидетельствуют о значи-
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тельном (почти в три раза) снижении относительного содержания бел­
ков мембран синаптосом с М от 12 до 17 кД и некотором увеличении 
содержания белков с М от 25 до 84 кД. В мембранах других субкле­
точных фракций статистически достоверных изменений не обнаружено. 
Причиной нарушений х)огут быть меЖмолекулярные сшивки белко:г 
мембран продуктами перекисного окисления липидов в мембранах, ин­
тенсивность которого значительно возрастает при ГБО. Эти результа­
ты заказывают на достаточно глубокие нарушения в составе белков, 
мембран синаптосом, что, в свою очередь, не может не отразиться на 
их функциях.

Таблица 2 
Содержание белков с различной величиной М (в % к сумме) в мембранах субклеточ­

ных фракций мозга крыс при действии 0.7 МПа кислорода

Зоны 2 3 4 5

м 280— 1
84 кД |

84—
40 кД

ЦО- 
25 кД 17 кД

17-
12 кД

/Мне 1 II н

Контроль 
Опыт

7,63 |
5,18 1

12,74
14,77

20,87
25,99

34,21
32,32

м и К ) о с о м ы

Контроль 13,70 I 25,60 28,49 22.94 10,16
Опыт 12.45 | 25,74 31,62 22,61 7,10

М и т о х о ■■ л Р и 1!

Контроль 
Опыт

14,48 I
10,79 |

27.03
25,09

■25,20 
26,64

20,65
23,79

12,64
13,68

С II н II т о с о М ы

Контроль 
Опыт

9,72 I
10,80

18,97 
25,89 

р<0,05

25,60
31,86 

р<0,01
24,96
24.11

20,83
7,84 

рс0,001

Данные исследований по включению меченых аминокислот в бел­
ки разных тканей и органов при низких давлениях кислорода противо­
речивы: так у Choy и сотр. [15] давление в 0,1 0,3 МПа кислорода уг­
нетает включение 3Н-лейцина в белки мозга печени и плазмы крови. 
Однако, по данным Ford и сотр.. [16] и Гершеновича и Кричевской 
[17], низкие давления стимулируют включение радиоактивных амино­
кислот в белки мозга, печени и почек. В опытах при действии на живот­
ных 0,3 МПа кислорода в течение 2 ч (табл. 1) мы набЛЮдали значи­
тельное увеличение включения радиоактивной метки в белки мембран 
субклеточных фракций мозга. Максимальное увеличение включения 
чС-лейцина установлено для мембран микросом, минимальное—угля 
мембран миелина. Ингибирование включения метки в острой форме 
кислородной интоксикации связано с многосторонними нарушениями 
метаболизма: усилением процессов перекисного окисления липидов 
мозга, нарушением проницаемости мембран и активацией процессов 
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протеолиза, модификацией активности ряда ферментов [3]. Установ­
лено, например, что во время судорожного приступа активность 
Na+։ К+-АТРазы снижается на 50%, а при низких давлениях ее актив­
ность возрастает на 34% [18].

Полученные результаты свидетельствуют в пользу концепции о 
разной направленности реакции организма на высокие и относительно 
низкие концентрации кислорода, превышающие нормальную. Это мо­
жет быть одним из обоснований использования низких давлений кисло­
рода в медицинской практике.

INCORPORATION OF "C-LEUCINE INTO RAT BRAIN MEMBRANE 
PROTEINS AT DIFFERENT REGIMES OF HYPERBAROXYGENATION

SHERSTNEV К- B.. SULE1MANOV A. K., KRICHEVSKAYA A. A. 
Rostov-on-Don State University, Institute of Biology Rostov-on-Don

It has been found that Incorporation of ’'C-leucine into synaptoso- 
mes’ membrane proteins is inhibited at theacute stage of oxygen into­
xication and accompanied by a sharp depletion of proteins with M 12—17 
kDa in synaptosomal membranes. The application of low pressure oxy­
gen increases the incorporation of "C-leuclne into the subcellular frac­
tions' membranes. These data point to the usefulness of low pressure 
oxygen in medicine.

ЛИТЕРАТУРА
• I. Кричевская А. А., Лукаш А. И., Броновицкая 3. Г. Биохимические механизмы кис­

лородной интоксикации.■ Ростов-на-Дону, Изд-во РГУ, с. II—18, 1980.
2. Ефуни D. Н՝—В кн.: Тез. VII Международного конгресса по гипербарической ме­

дицине, М„ с. 210. 1981.
3. Зальцман Г. Л., Кучук Г. А., Гургенидзе А. Г. Основы гипербарической физиоло­

гии, Л-, Медицина, с. 319, 1979.
4. /Кврвнкин А. Г. Кислород. Физиологическое и токсическое действие, Л., Наука, 

с. 172, 1972.
5. Эмирбекоиа .4. А. Космич. биол. и авиакосмич. мед., 12, 2, 86—88, 1978.
6. Лукаш А. И- Внуков В. В., Шерстнева II. Я. Космич. биол. и авиакосмич. мед., 2. 

47—51, 1979.
7. Лукаш А. И-, Чихачев А» С., Карташева Л. Д. Укр. биохим. ж., 47, 728—733, 1975.
8. Горошинская И. А., Броновицкая 3. Г. Вопросы мед. химии, 22, 621—625, 1976.
9. Gray С. G., Whittaker V. В. J. of Anatomy. 96. 79-88, 1962.

10. Weber К.. Osborn М. J. Biol. Chern.. 244, 4406- 4412, 1969.
11. Wherrett J. R., Tower D. B. .1. Neurochem.. 18, 1027-1012, 1971.
12. Палладии А. В.. Белик Я. В.. Полякова Н. М. Белки головного мозга и их обмен.

Киев, Наукова думка, с. 316, 1979.
13. Rodrlgenz G., Alberlci М.. De Robertls Е. Brain Res., 31. 179-184, 1971.
14. Vesco C„ Gludltta A- J. Neurochem.. 15. 81-85, 19G8.
15. Chou O. Ct,, Ford D. II; Rhlnes R. K. Acta neuroi. stand.. 48, 3. 359--330, 1972.
16. Ford D. /7., Rhlnes R. K- J- Neurol. Scl., 19. 4, 483-490, 1973.
17. Гершенович 3. С.. Кричевская А. А. ДАН СССР. 103, 449 —451. 1956.
18. Шерстнева II. Я., Броновицкая 3. Г. Укр. биохим. ж., 48, 417—420, 1976.

Кафедра биохимии и биотехнологии РГУ,
НИИ биологии, Ростов-на-Дону Поступила 5. X 1982

401



«Нейрохимия», т. 2, № 4, 1983

УДК 612. 453.018+612.432.018:612.82.015.13-08

м/типмоСТИ ЛИЗОСОМНЫХ ФЕРМЕНТОВ 
ИСгопо?ногс“мозга крыс при изменениях уровня 
горХо! гипофизарно-надпочечниковой системы

КАЛИНСКАЯ л. н, КОНОНЕНКО в. я.

•• потеиназы и фосфатазы в гомогенатах и субклеточ-Изучеиа активность кислой пр > Сольш1|Х полушарий, гипоталамуса, гиппокампа и 
пых фракциях, выделенных из корь и введеиия гидрокортизона интактным и
полосатого тела крыс после ядрен
адреналэктомированным к։,ь'са”с11еи1П-1 активности обоих лизосомных ферментов после 

Показано, что характер из“ ым крЫСам различен для коры больших полушарий 
введения гидрокортизона иптак значительной мере зависит от продолжительности 
и лимбических структур мозг
действия гормона на 0₽гаН"а^чается активация лизосомных ферментов. Во всех

После адреналэктомии а11Овлсно повышение свободной, псседимонтируемой и 
изученных отделах мозга у । кислой протеиназы, а также повышение нсседнментп- 
спнжение связанной актИ?Н^0Сфатазы. Введение гидрокортизона адрепалэктомпроваи- 
руемон активности кислой ч -утошее действие на кислую протеиназу мозга, сип-, 
ным крысам оказывает ст * 
жая ее выход из лизосом.

актуальных вопросов неирйэндокоинолотии, осо- 
13 Р՜ нпи механизма действия гормонов на головной мозг, 

бенно в выя^"°11е приобретают нейрохимические исследования, в ча.ст- 
большое значе вза^моДей<.ТВИя гормонов с лизосомиым аппаратом 
ности изучени .оТОрый играет важную роль в метаболической адап- 
нервных клет° ’зли,чным химическим факторам [1, 2].
танин мозга 1 ка3ано> что активность лизосомных ферментов ря- 

их высвобождение из лизосом могут регулироваться гормо- да тканей и цзаим0действпе кортикостероидов с лизосомными фер- 
нами [ . _ивается как одна из важных сторон механизма их

“ствия на клетки, в частности иа клетки печени и лимфоидной ткани г'^бГ'влняние же՛ кортикостероидов на лизосомные ферменты в нерв- 
՛ • -тетках изучено мало. Из лизосомных ферментов нервных струк­

тур особый интерес представляют протеолитические ферменты, с функ- 
„ионированием которых связаны как образование, так и инактивация 
МНОГНх биологически активных пептидов [7, 8].

п гной из основных лизосомных протеиназ мозга является кислая 
„потеиназа (катепсин Э, КФ 3. 4. 23. 5), отличающаяся широким 

^тпом действия и играющая важную роль в метаболизме различных 
спекгрим а
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белков и пептидов, в том числе кортикотропина, р-липотропина, ₽-эн- 
дорфина, соматостатина, люлиберпна, ангиотензнногена, вещества Р 
и других пептидов [8—И].

В задачу настоящей работы входило изучение активности кислой 
протеиназы и маркерного фермента лизосом—кислой фосфатазы (КФ 
3. 1. 3. 2) в отдельных образованиях головного мозга крыс при модели­
ровании у них различных функциональных состояний гипофизарно-над­
почечниковой системы.

Материалы и методы

Эксперименты были проведены -на крысах-самцах линии Внстар 
массой 170—200 г Повышение уровня кортикостероидов в организме 
вызывали однократным внутримышечным введением гидрокортизона 
(фирмы «Гедеон Рихтер») в дме 5 мг/100 г массы животного. Крыс 
декапитировали через 1 и 4 ч после введения гормона; контрольным 
животным вводили физиологический раствор в соответствующем объе­
ме. Недостаток кортикостероидов вызывали двусторонним удалением 

и проводили на /—8 сутки после ад-надпочечных желез. Исследования ■’
п „ ипыс отмечалось усиление секреции кор-реналэктомии. В этот период у крьв-, Г1П1 „ г ..„птикотропной функции гипофиза [12]. Втиколиберина и стимуляция кортико.рш г. ч- I а

■■ ™пич опытов служили ложнооперированные качестве контроля в этой серии оньии :
' , „ „ппелеляли также V адреналэктомиро-крысы Активность ферментов опред

ванных крыс, которым за 4 ч до декапитации вводили гидрокортизон в 

дозе 5 мг/100 г массы. „,.30С0М исследовали в коре больших полу-
Активность ферментов зосо> ах (гп,ппока.м,п> ,.и,пота.

шарнн мозга, а также в л"мбИ связгнных с регуляцией системы гипо- 
ламус и полосатое гело), .1звески тканей гомогенизировали в 
физ-нкора надпочечников. На па м НС1
0.25 М растворе сахарозы, п «иготовле
pH 7,4. Гомоюнаш напрпфх объединенных супернатантов цен­
ты промывали 0.25 М сахарозой, и и-3 *д р 10лпп „ „ течение 20 мин получали фракцию, втпифугированием при 12000 й в тггРиж> Р н и осаждались лизосомы. Полученныйкоторой вместе с митохондриями

н поч М сахарозой и попользовали в качест-осадок дважды промывали 0,ж> е* г „м ... Г1 от Активность кислой фосфатазы и проте­ве лизосомнои фракции [13]. г „составляла около 60% от общей актив- нназы в лизосомнои фракции сое.
ности этих ферментов в гомогенате.

кислой протеиназы определяли в лизосомнои Общую активность кисло., г
фракции или в гомогенате ткани мозга после предварительной инкуба­
ции (30 мин 4°) с тритоном Х-ЮОв конечной концентрации 0,1%. 
Свободную активность кислой протеиназы определяли в суспензии ли­
зосом или в гомогенате в условиях, обеспечивающих максимальную со­
хранность лизосом,—инкубирование с субстратом при 37» в течение 
10 мин и pH 5 0 [14]. Связанную активность кислой протеиназы рас­
считывали по разнице между общей и свободной активностями.

Общую активность кислой фосфатазы определяли без тритона 
403



X-1C0, поскольку в малых концентрациях (0,01—0,09%) данный детер­
гент незначительно повышал активность фермента, а при более высо- 
------- ----------------- (0,1—0,5%) оказывал ингибирующее влияние наких концентрациях
активмость кислой фосфатазы. Одинаковая общая (после обработки 
тритоном Х-100) и свободная актив-ностп кислой фосфатазы в .мозгу крыс 
выявлены в работе Wykofi [15], Ингибирующее влияние тритона Х-1001 
на другие лизосом.ные ферменты отмечено Покровским: Тутелья- 
ном [14], а также Сергеевым и сотр. [16]. Неседнментируемую актив­
ность лизосомных ферментов определяли в постмитохондриальной над­
осадочной фракции.

на другие

Активность кислой протеиназы определяли по методу Anson [17] 
и выражали в нмоль тирозина, отщепленного от гемоглобина за 1 мин՜ 
инкубации при 37° и pH 5,0 на 1 мг сырой ткани.

Активность кислой фосфатазы находили по 
му Покровским и Щербаковой [18] и выражали 
ла, который высвобождался при расщеплении 
натрия за 1 мин инкубации при 37° и pH 5,0 на

Полученные данные обрабатывали методом

методу, предложешю- 
в нмоль п-нитрофепо- 
п-нитрофенилфосфата 

1 мг сырой ткани.
,, вариационной стати­стики с использованием критерия Стьюдента f 19]

Результаты и обсуждение

Проведенными исследованиями установлено
ченных лизосомпых ферментов в структурах г ՝. *Т° акт|1в,ность нзу- 
изменяться в зависимости от статуса гормонов '’10ВН°10 м,03га может 
никовой системы в организме крыс. 1 ипофизарно-надпочеч-

Как видно из данных, .приведенных в табл 1 
ности исследуемых ферментов в отдельных гтп, " ’ 113менення актив- 
........ - .....—....... ....... ....................................... ^РУктурах мозга при вве-дении животным гидрокортизона зависят
после введения гормона, и характеризуются 
ностями.

01 времени, прошедшего 
гопогРафическими особен-

Различные по направленности изменениятеиназы и фосфатазы выявлены в коре больщаКГИВН°СТН КНСЛ01'։ ПР0՜ 
Стабилизирующий эффект гидрокортизона на ' ՝ полУшаРий мозга, 
ры мозга обнаружен через I ч после введения КИСЛ՝10 протеиназе кл-

полушарий
[ую протеиназу не­

гормона:
в дизосомной фракции при этом повышается, а ис­тинность ФеРме11Т^снИжается (табл. 1). В противоположность этому 

седиментируемая ^„вность кислой фосфатазы повышалась (табл, 
неседиментпруема введения гидрокортизона связанная активность 
2). Через 4 ч пос֊- & лизосомной фракции снижалась при одновремен֊ 
кислой протеина.нссед1И4ентируемой активности (табл. 1), что евпде- 
ном повышении ь|ШеиИИ проницаемости лизосом коры мозга для 
тельствовало о активации. Неседиментируемая активность кис-
этого фермента и е։

в снижалась, а активность фермента в лизо- лой фосфатазы. нал повышалась (табл. 2).
сомной фракции коры мозга

связанная ак-

Через 1 ч после введения гидрокортизона интактным животным 
существенных изменений активности кислой протеиназы в гипоталаму- 
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Таблица 1
Протеиназная активность мозга крыс через, 1 н 4 ч после однократного введения 

гидрокортизона (нмоль тнрозина/мни/1 мг ткани, п=5)

Условия опыта
1 Ч 4 ч

контроль гидро­
кортизон контроль гидро­

кортизон

Кора больших полушарий мозга

Свободная активность 
Связанная активность 
1^седиментируемая 

активность

0,62+0,05 
0,69+0.02

0.36+0,03

0,64+0,06 
0,99+0,08*

0,20+0,02*

0.78+0,03 
0,83+0,06

0,30+0,02

0,69+0.04
0,58+0,06*

0,43+0,02*

Гипоталамус

Свободная активность 
Связанная активность 
Нсселимснтируемая 

активность

0,66+0.05 
0,99+0,07

0,35+0,03

0,68+0,04 
1,07+0.07

0,36+0,03

0,68+0.04 
0,94+0,05

0,40+0,04

0.56+0,02*
1.26+0,06*

0.36+0,03

Гиппокамп

Свободная активность 
Связанная активность 
Неседнмептируемая 

активность

0.60+0,04 
0,55+0,10

0,34+0,04

0 55+0,03 
0.47+0,05

0,33±0,03

0,57+0,04 
0,54+0,09

0,30+0,03

0,65+0,04 
0,47+0,05

0,35+0,02

Полосатое гело -
Свободная активность
Связанная активность 
11еседимонтируемая 

активность

0,50+0,03 
0.09+0,09

0,34+0.01

0,52+0.02 
0,75+0,05

0,30+0,02

0.50+0,03 | 
0,62+0,04

0,28+0,03

0,41+0,02* 
0.83+0,08*

0,29+0,03

*р^0,05 по сравнению с контролем

сс гиппокампе и полосатом теле не отмечалось (табл. 1). но при этом 
наблюдалось повышение „еседиментируемои активности кислой фос­
фатазы в гипоталамусе и гиппокампе крыс (табл. 2). Иными оказа- 
„„сь изменения активности лизосомных ферментов в лимбических 
' ’ иопез 4 ч после введения гормона. При этом наблю-CTDVKTVpaX M03ia черед ч • ■ >

,.r.tiouup связанной и снижение свободной активности кис- далось повышении
той протеиназы в лизосомиои фракции гипоталамуса и полосатого те- 

/,габл ])■ активность же кислой фосфатазы в лимбических 
структурах при этом не была изменена (табл. 2). Обнаруженные сдви­
ги активности исследуемых ферментов, свидетельствующие об опре­
деленной избирательности изменений проницаемости мембран лизосом 
для отдельных ферментов, указывают на сложность биохимических 
процессов, происходящих в лизосомах мозга при нагрузке животных 
гидрокортизоном.

Одной из причин неоднотипных изменений активности ферментов 
лизосом под влиянием химических факторов, включая и гормоны, яв­
ляется различная внутрилизосомная организация кислых гидролаз и
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прочность связывания их с мембранами [3, 14, 16]. Доказательством 
.может служить обнаруженное в наших опытах различное влияние три­
тона Х-100 на общую активность кислой протеиназы и фосфатазы в 
исследуемых отделах мозга (см. методы исследований) и неодинако­
вая степень солюбилизации этих ферментов под влиянием детергента. 
При использовании тритона Х-100 в концентрации 0,05% легче солю­
билизируется кислая фосфатаза (85,6—93,3%), труднее—кислая про­
теиназа (64,1—71,8% от общей активности ферментов лизосомной 
фракции исследуемых отделов мозга).

Таблица 2
фосфатазная активность мозга крыс через 1 и 4 ч после однократного введения гидро֊ 

кортизона (нмоль п-иитрофеиола/.мпн/1мг ткани, п = 5)

р^О.05 по сравнйино с контролем

1 ч 4 ч

Условия опыта
контроль гидро­

кортизон контроль гидро­
кортизон

Кора больших полушарий мозга

Общая активность 1,69+0.07 1,73±0,11 1,62+0,95 1,89+0,07*
Неселиментируемая 

активность 0,39±0,01 0,44+0,01* 0,45+0,02 0,40+0.01*

Г ипоталамус

Общая активность 1,89+0,12 1,85+0,14 1,77+0.13 1,60+0,09
Неселиментируемая 

активность 0,35+0,02 0,44+0,01* 0,39+0,02 0,40+0,02

Гиппокамп

Общая активность 1,56+О.П 1,61+0,09 1,56±0,11 1,51+0,09
Неселиментируемая 

активность 0,4-1+0,01 0,49+0,01» 1 0,47+0,02 0,49+0.01

Полосатое тело

Общая активность 1,61+0,09 1 1,46+0,08 | 1,63+0,12 | 1,49+0,06
Неселиментируемая 

активность 0,45+0,01
| 0,45+0,02

1 0,42+0,02 1 0,44+0,01

„плети лизосомных ферментов в коре больших по-Мчмрнрния а к гивноь1 *։ ։Изменен! ц,словлснные гидрокортизоном, носили выраженный 
лушарий мозга, о> - Подобные изменения активности кислых гидрб- 
двухфазныи хаРадНКазы „ РНКазы—'после однократного введения 
лаз—фосфатаз>• выявлены в тимусе и селезенке [5]. Ранее был 
''ХанРХхфазный характер изменений синтеза белка и нуклеино- 
показан Д „ л„.,,Ьо.|дНОй ткани животных, которым вводили гидро- 
вых кис. По-видимому, способность глюкокортикоидов вызывать 
кортизон [ Ь я активности лизосомных ферментов может быть од- 
фазные измс чт() целому ряду исследователей не удалось обиа-
11011 из ПР11'"'1 стабНл„зИрующего действия этих гормонов на мембра­
ны Лаосом 'различных тканей в условиях иг игио. как это имело место 
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в опытах in vitro [6, 21. 22]. Через 4 ч после однократного введения 
животным глюкокортикоидов повышение активности лизосомных фер­
ментов было установлено в различных тканях: кислых нуклеаз—в лим­
фоидной ткани [5] и в мозгу [23], .катепсина А и D и кислой фосфа­
тазы—в печени [24].

В опытах показано, что гидрокортизон может оказывать как ста­
билизирующее, так и лабплизирующее действие на ферменты лизосом 
нервной ткани в зависимости от продолжительности его действия. 
По-видимому, влияние глюкокортикоидов на лизосомы in vivo складыва­
лось из двух эффектов—прямого, связанного с их непосредственным 
действием на мембраны, а также опосредованного рядом вторичных
передатчиков, которыми могут служить циклические 
стоны и липопротеиды [4, 25, 26].

нуклеотиды, гп-

Как показали дальнейшие исследования, адреналэктомия сопро­
вождалась активацией лизосомного аппарата в нервной ткани. В коре 
больших полушарий мозга, гипоталамусе, гиппокампе и полосатом те­
ле крыс наблюдалось повышение свободной активности кислой про­
теиназы в гомогенатах, а также неседиментируемой активности фер­
мента (табл 3) Повышение общей активности фермента в гомогенате 
имело место только в гиппокампе (с 1,65± 0,03 нмоль тирозина в кон­
троле до 1.85±0,08 нмоль после адреналэктомии, р<0,05). Наиболее 

,,,,„ иогрппментиоуемой активности кислой про- выраженное повышение неседпмешню ,оп„, 
тенназы было выявлено в гнпоталамусе-с 18.2% от общей активности 
гомогената в контроле до 38,6% после адреналэктомии, в других отде- 

1-0 99 0% от общей активности гомогената в контроле лах мозга—с 1о,у 10 „

жс

^‘"послсГ адреналэктомии. Связанная активность кислой 
протеиназы’ в гомогенатах после удаления надпочечников снижалась 
во всех исследованных отделах мозга (таол. 3).

В условиях экспериментального гипокортицизма отмечалось так- 
повышение неседиментируемой активности кислой фосфатазы в ко­

пе больших полушарий мозга, гиппокампе и полосатом теле. Общая ак­
тивность фермента в гомогенатах данных отделов мозга после адре­
налэктомии не изменялась (таол. -1).

Повышение свободной и неседиментируемой активности лизосом- 
ферментов свидетельствовало о дебилизации лизосомных мембран 

после адреналэктомии, что благоприятствовало выходу ферментов из 
органелл и повышало доступность субстратов для лизосомных фермен­
тов Снижение стабильности лизосом при пониженной функции коры 
надпочечников было установлено ранее для печени [271

Однократное введение гидрокортизона оказывало ՝ стабилизирую­
щее действие на кислую протеиназу мозга у адреналэктомированных 
крыс, снижая выход ферментов из лизосом. Неседиментнруемая ак­
тивность фермента, повышенная после адреналэктомии, под влиянием 
гидрокортизона снижалась, приближаясь к контрольному уровню. До­
стоверные изменения были установлены в лимбических структурах 
мозга—гипоталамусе, гиппокампе и полосатом теле. В коре больших 
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полушарий мозга однократное введение гидрокортизона адреналэкто- 
мированным крысам приводило к снижению свободной активности 
кислой протеиназы, повышенной после адреналэктомии (табл. 3).

По-видимому, однократного введения гидрокортизона недостаточ­
но для нормализации свободной и связанной активтостей кислой протеи­
назы в лимбических структурах мозга адреналэктомированных крыс 
(табл. 3), оно не оказывало стабилизирующего действия на активность 
кислой фосфатазы мозга адреналэктомированных крыс—иеседименти- 
руемая активность фермента оставалась выше ее уровня в контроле. 
Вероятно, это связано с повышением общей активности кислой фосфа­
тазы в гомогенатах мозга после введения гидрокортизона адрепалэкто- 
мированным крысам (табл. 4).

Таблица 3 
Протеиназная активность мозга крыс после адреналэктомии и введения адреналэкто- 

мированным крысам пьтрокортизопа (нмоль тирозипа/мии/мг ткани, п= 1—7)

Л анис * р<0,05 110 сравнению с контролем; •* р<0,05 по сравнению с 
адреналэктомией

Условия опыта Контроль Адреналэк­
томия

Адреналэк­
томия -{-гид­
рокортизон

Кора больших полушарий мозга

Свободная активность 
Связанная активность 
Неседиментируемая 

активность

0,81+0,01 
0,88+0,03

0,31+0,01

1,06+0,04*
0,61+0,04*

0,43+0,02*

0,94+0,02** 
0,67+0.02

0,37+0,02

Гипоталамус

Свободная активность 
Связанная активность 
11еседиментируемая 

активность

0,79+0,01
1,29±0,06

0,37±0,01

1,68+0.01. 
0,49+0,07*

0,87+0,03*

1.814-0,08
0,3^420,04

0,56±0,03**

Гиппокамп

Свободная активность 
Связанная активность 
Неседиментируемая 

активность

0,89+0,03 
0.70+0,02

0,36+0,01

1,67+0,06*
0,29+0,03*

0,49+0,02*

1,46+0,08 ՝ 
0,34+0,03

0,38+0,02**

Полосатое тело

Свободная активность 
Связанная активность 
Неседиментируемая 

активность

0,76+0,02 
0,98+0,01

0,27+0,01

1,26+0,02* 
0,441:0,01*

0,42+0,01

1.16+0,05 
0.47+0,02 .

0,25+0,02**

им образом, в изменении активности ферментных систем ли-ЭК • а при избытке и недостатке кортикостероидов в организме 
зосом мо^га ннадлежала нарушениям проницаемости мембран, на 
важная р< • ,,РНРНИЯ соотношения между свободной, связанной с 
что ^^ывали измене ент^уемой активностйми ферментов 
мембранами МОментом в характере изменений активности лизо-

Определяющим ■ • введение гидрокортизона является
сомных ферментов мола в он
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продолжительность действия гормона на нервные клетки, а также 
функционально-метаболический фон, на котором проявляется действие 
гормона. Так, характер изменений активности лизосомных ферментов 
при однократном введении гидрокортизона интактным крысам отли­
чается от такового у адреналэктомированных животных. Через 4 ч 
после введения гидрокортизона интактным крысам было выявлено по­
вышение неседиментируемой активности кислой протеиназы коры моз­
га—то есть гормон, надо полагать, оказывал лабилизирующее дейст­
вие на фермент. Вместе с тем через 4 ч после введения гидрокортизона 
адреналэктомированным крысам наблюдалось стабилизирующее дей­
ствие гормона на кислую протеиназу коры мозга, что проявлялось в 
снижении неседиментируемой активности фермента.

Как указывалось выше, кислая протеиназа мозга принимает ак­
тивное участие в образовании и инактивации ряда гормонов и других 
иейропёптидов.

Таблица 4

Примечание. *р<0,05 по сравнению контролем; **р<0,05 по сравнению с адре­
налэктомией

Фосфатазн 
рованпым

։я активность мозга крыс после адреналэктомии и введения адреналэктомн- 
крысам гидрокортизона (нмоль п-нитрофенола/мин/1 мг ткани, п=4—5)

Условия опыта Контроль
Адреналэк-1 АДрепэлэк- 

томия ̂ омня + тид.
___________  РОКОртII 3 О ! 1

Кора больших полушарий мозга

Общая активность 
Неседпментируемая 

активность

2,54+0,05

0,48+0,02

2,64+0,16 3,34+0,19** 
1 “

0,58+0,02*,0,62+0,02

Гипоталамус

Общая активность
Неседпментируемая 

активность

2,85+0,07

0,53+0,02

3,02+0,07 13,69+0,14**
0,55+0,05 'о,60+0,02

Гиппокамп

Общая активность
Неседпментируемая 

активность

2,71+0,12

0,50+0,02

2,69+0,02 13,34+0,17**
0,60+0,02* 'о, 69+0,05

Полосатое тело

Общая активность
1 |еседиментируемая 

активность

2,45+0,07

0,50+0,02

2,30+0,09 13,07+0,05** 

0,60+0,02*|0,53+0,03

В настоящее время радиоиммунологическими методами установ­
лена внегипофизарная локализация р-лилотропнна, эндорфинов, АКТГ 
128. 29], ангиотензиногена [30] и других биологически активных пеп­
тидов в различных участках мозга, включая 'и изученные в данной ра­
боте кору больших полушарий и лимбические структуры мозга.

В литературе имеются указания на возможность функциональной 
взаимосвязи между кортикостероидами и различными нейропепти­
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дами [31]. Так, при нарушении гормонального равновесия в системе 
гипоталамус—гипофиз—кора надпочечников у (больных болезнью и 
синдромом Иценко—Кушинга, а также у животных после адреналэкто­
мии или введения кортикостероидов, в гипофизе и мозгу наблюдаются 
изменения содержания р-липотроппна, р-эндорфина, энкефалинов, кор- 
тиколиберина, АКТГ, ангиотензиногена и других пептидов [12, 32—35].

Следовательно, полученные в настоящем исследовании результаты 
свидетельствуют о возможном вовлечении ферментов лизосомного ап­
парата клеток головного мозга, особенно его лимбических структур, в 
нейрохимические механизмы влияния гормонов коры надпочечников на 
обмен биологически активных пептидов в ЦНС, а также об их значения 
в реализации обратных связей в ги1поталамо-гтпофизарно-надпочечнико- 
вом комплексе.

RAT BRAIN LYSOSOMAL ENZYMES AND ADPPMm HORMONES LEVELS ukcmal

KALINSKAYA L. N., KONONENKO V Y

Institute of Endocrinology and Metabolism i-i Academy o' Sciences. Kie"’ ‘a" SSR

The activities of acid proteinase and phosnh-H-in homogenates and subcellular fractions of raj ' 1 ? ?Ve '3een ®։tlc։ied 
thalamus, hippocampus and striatum after adrenale^ COr(ex’ hypo­
sone administration to intact and adrenalectomiz'edC hydr°corti-

it has been shown that after hydrocortisone S ■
rats the changes in the activities of both |yso. min'stra։ion to intact 
rebral cortex differ from those in limbical struct""՝3 cnz^mes ln the ce- 
cantly on the duration of the hormone action depend signifi-

Following adrenalectomy there is an activemes. In ail brain areas studied an increase in',ysosonial cnzy՜ 
acid proteinase and a decrease in its bound •Fee nonsed։nien։ated 
crease in non-sedimentated activity of acid ni"1 3S We" as an ln՞ 
gistered. Hydrocortisone administration to adre '°^la*ase have been re- 
ses acid proteinase release from lysosomes ectoniized rats decrea-
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Нейрохимия», т. 2, № 4, 1983

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 612,44.577.1.576.31.312

ВЛИЯНИЕ 6-ОКСИДОФАМИНА НА СОДЕРЖАНИЕ 
КАТЕХОЛАМИНОВ И ДНК НЕОКОРТЕКСА И СТВОЛОВОЙ 

ЧАСТИ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС

ТРЕТЬЯК Т. М„ СМИРНОВА Г. И., СЕМЕНОВА Т. П„ ГРИЩЕНКО Н. И.

И-спользованче 6-оксидофам ина в целях химической десим,патн- 
зации, помимо решения вопроса о значении катехолам.инсргической 
системы мозга вообще, оказалось сопряженным с проблемой регенера­
ции и развития структур ЦНС. Большинство исследователей полагают 
что введение нейротоксина на ранних сроках развития животных вы­
зывает разрушение нервных окончаний. Другим исследователям уда­
лось установить, что 6-оксидофамин является также причиной ги­
бели тел норадренергических клеток мозга. Так, подсчет числа 
в locus coeruleus у хемдепривироваиных крысят выявил резкое 
ние их количества—на 90% по сравнению с нормой [11

Было замечено, что при введении крысам 6-оксидофамина в ранние 

клеток 
сниже-

сроки постнатального развития вслед за резкимкатехоламинов наступает некоторая компенсация а։ДС""ем “Держания 
торов катехоламинергической природы. Микроскопическая* кЗшГсв'и՝ 
детельствовала о частичном восстановлении тип.,,, - св"-

“֊рминалеи в клетках мпч- га, наолюдалось разрастание гладкого ретикгл-им моз
итохондриям [2]. К 21-му дню после инъекции нейрот^сщщ^астд1* 

ла активность тирозингидроксилазы в телях возраста-
слах нейронов, велел зя чтимувеличивался синтез норадреналина [3] А за этим

Было сделано предположение, что в основесов, обеспечивающих необходимый для жизни ■■■ плас1ических процес- 
------------- ......... . животного уровень сиите-

м

„Н.ЛППР пржнт адекватное изменение активности ядерного аппа- за медиаторов, ледч»
пата сохранивших жизнеспособность нервных клеток. В данной раооте 
Г । попытались сопоставить следствие прямого действия нейротоксина 
н^КА-ерпические нейроны с содержанием ДНК в хроматине клеток 

«заинтересованных» структур.
Новорожденным крысятам линии Вистар вводили 6-оксидофамин в 

лозе 100 мг/кг однократно под кожу спины в 1, 2, 3 дни постнатальиого 
развития' На биохимический анализ брали мозг крыс, декапитирован- 
яых в возрасте 25 дней, 4 и 6 месяцев. В холодовой камере при 0 вы-
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Таблица 1
Содержание моноаминов в головном мозгу крыс после введения 6-оксидофамина

Возраст

Содержание норадрена­
лина нг/мг ткани

Содержание дофамина 
нг/мг ткани

Содержание серотонина 
нг/мг ткани

кора ствол кора ствол кора ствол

25—26 дней Контроль п=5 0,490+0,036 0,490+0,030 0,870+0,040 0,820+0,025 0,440+0,036 0,800+0,020

Опыт п = 4 0,145+0,055 0,230+0,020 0,150+0,01-5 0,340 +0,060 0,445+0,005 0,740+0,034

Изменение содер­
жания моноами­
нов, % ֊70,5 —54% -83 - 59 + 1 ֊7,5

4 мес. Контроль п=3 0,510+0,028 0,390+0,030 0,920+0,035 0,890+0,040 0,610+0,040 0,830+0,054

Опыт п 2 0,220+0,020 0,350+0,025 0,570+0,008 0,870+0,020

Изменение содер­
жания моноами­
нов, % -100 43,6 -100 -61 -6,6 +4,8

б мес. Контроль п=4 0,20+0,065 0,330+0,020 — — 0,620+0,060 0,660+0,015

Опыт и =5 0,170+0,038 0,230+0,029 — — 0,620+0,000 0,720+0,038
Изменение содер­

жания моноами­
нов, % 67 >6 30,3 — 0 +20



деляли неокортекс и стволовую часть. Исследуемую ткань (200— 
300 мг) гомогенизировали на холоду в стеклянном гомогенизаторе с 
притертым пестиком. Анализ норадреналина, дофамина и серотонина 
проводили спектрофлуориметрически [4]. Содержание моноаминов ре­
гистрировали на спектрофлуорнметре «Perkin—Elmer MPF—44В». 
Данные по анализу содержания норадреналина, дофамина и серотонина 
в структурах головного мозга крыс, подвергнутых воздействию 6-окси- 
дофамина, представлены в табл. 1. Введение нейротоксина вызывало 
резкое и устойчивое в течение всего наблюдаемого периода падение со­
держания норадреналина и дофамина в неокортексе и стволовой части 
мозга. Наиболее выражено было снижение норадреналина в неокортек­
се, оно держалось в течение 4 месяцев наблюдений, а затем начиналось 
медленное восстановление уровня нейромедиатора. В стволовой части 
мозга уменьшение количества норадреналина не столь интенсивно: 
уровень его снижался примерно в 2 раза и оставался таковым в течение 
6 месяцев. Количество дофамина из-за введения нейротоксина особенно 
сильно падало в коре, а в стволе его количество снижалось примерно 
наполовину. Введение 6-оксидофа.мина не отражалось на количестве 
серотонина, которое было неизменным в исследованных структурах в 
течение всего периода наблюдений.

Как уже упоминалось, снижение катехоламинов в мозгу в резуль­
тате введения б-оксидофамина большинство исследователей связывало 
с его разрушающим действием на терминали катехоламинергическнх 
клеток [2, 5]. Sievers и сотр. обнаружили, что доза 6-оксидофамина, 
равная 100 мг/кг, введенная в желудочки мозга новорожденных кры­
сят, повреждает не только терминали и КА-ергические нейроны, но так­
же глиальные и гранулярные клетки коры мозжечка, клетки мягкой 
мозговой оболочки и, что следует отметить особо, элементы серото­
нинергического пути [6]. В работе не приводится гистологический ана­
лиз поврежденных структур мозга, поэтому мы ссылаемся на данные 
литературы, объясняющие развитие компенсации в содержании кате­
холаминов за счет развития коллатералей со стороны проксимального 
конца аксона, то есть «спрутинга».

Количественный анализ ДНК, выполненный по методике Karsten, 
Wollenbcrger [7], используется в настоящее время довольно широко 
для определения содержания нуклеиновых кислот в различных тканях 
[8. 9]. С помощью этого метода было прослежено изменение содержа­
ния ДНК в клетках структур мозга, подвергнутых воздействию нейро­
токсина на ранних сроках постнатального развития крыс. Навеска 
структур мозга, взятых для этого анализа, составляла 30—50 мг. Интен­
сивность флуоресценции измеряли на мпкрофлуоресцентной установке 
[10]. Вклад РНК при суммарной оценке содержания нуклеиновых кис­
лот устранялся за счет обработки хроматина РНКазой. Эти результаты 
(табл. 2), свидетельствующие об уменьшении количества ДНК в струк­
турах мозга дапривированных животных, хорошо согласуются с иссле­
дованиями, обнаружившими деструкцию и гибель КА-ергнческих ней­
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ронов вследствие введения 6-оксидофамина. Уменьшение КА-сргических 
нейронов и, как результат этого, снижение уровня нейромедиаторов яв­
ляется, ло-видимому, причиной нарушения клеточного и тканевого ме­
таболизма, так как, по многочисленным наблюдениям, катехоламины 
выполняют роль специфических регуляторов в целом ряде метаболиче­
ских путей и функционально значимых биохимических реакций [8, 9, 
11 — 13].

Таблица 2 
Содержание ДНК в хроматине' клеток неокортекса н стволовой части мозга крыс 

после введения б-оксидофами:՛:։ (6-ОИДА)

* представлены средние арифметические значения результатов, полученных в 
опытах

Вид опыта Возраст 
крыс

Неокор-екс (со­
держание дик 
мкг/мг ткани)*

Стволовой отдел 
(содержание ДНК 

мкг/мг ткани)

Введение б-ОНДА 
n=3

25 дней 0,560 0,690

Контроль 
п- 5

25 дней. 0,834 0,839

Введение 6-ОНДА 
п —3

4 мсс. 0,615 0,647

Контроль 
п=3

4 мес. 0,802 0,830

Известно направление работ, обнаруживающее участие катехолами­
нов в морфогенезе [14, 15] и дифференцировке [16], «ьемедиаториую» 
функцию нейротрансмиттеров рассматривал Коштоянц [17]. Рядом фи­
зико-химических исследований выявлена возможность ковалентного 
взаимодействия аминогрупп катехоламинов и остатков фосфорной кис­
лоты ДНК [18]. Предшественник норадреналина L-ДОФА при внутри­
брюшинном введении проникает в клетки мозга и вступает во взаимо­
действие с кислыми белками хроматина. Использование строво опреде­
ленной дозы ДОФА стимулирует акцепцию хроматиновыми белками 
меченой аминокислоты [19].

Результаты исследований и приведенные здесь данные литературы 
свидетельствуют о способности КА участвовать в ключевых макромоле­
кулярных процессах, происходят11-4 в клетках мозга, наряду с их тради­
ционной ролью в проведении нервного импульса.

INFLUENCE OF 6-HYDROXYDOPAMINE ON THE CATECHOLAMINE 
AND DNA CONTENT IN RAT NEOCORTEX AND

BRAIN STEM

TRETJAK T. M„ SMIRNOVA 0. N., SEMENOVA T. P., GRISHCHENKO N. L.

Institute of Biological Physics- USSR Academy of Sciences, Poustchino

The administration of 6-OHDA sharply decreased the level of sero- 
tonine and dopamine in neocortex and brain stem in new born rats and 
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also DNA content In these areas. These changes preserved for 4 expe­
rimental months. Data obtained point to the fact that changes in neuro­
transmitters’ content affect DNA synthesis in brain cells.
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Нейрохимия», т. 2, № 4, 1983

УДК 577. 15+577.3+591.39

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА NAD И 
NADP-ЗАВИСИМЫХ ИЗОЦИТРАТДЕ гидрогеназ 

В ТКАНИ МОЗГА КУР В ОНТОГЕНЕЗЕ

АРУТЮНЯН Л. А., СИМОНЯН А. А., СИМОНЯН Р. А.

Ткань мозга, как и большинство тканей животных содержит две 
изоцитратдегидрогенезы, отличающиеся по коферментной специфично­
сти, конформационным и кинетическим характеристикам, особенностям 
локализации и функционирования в клетке. NAD-зависимая изоцит­
ратдегидрогеназа (NAD-ИЦДГ; КФ 1. 1. 1. 41) локализуется исключи­
тельно в митохондриальной фракции; очищенный фермент из ткани 
мозга имеет М 260—310 кД[1]. NADP-зависимая изоцитратдегидооге- 
наза (NADP-ИЦДГ; КФ 1- ■■ 1- 42), обнаруженная как в цитоплазме, 
так и в митохондриях ткани мозга [2], существует в мономерной и ди-’ 
мерной формах [3].

Неодинаковы функции нзоцитратдегидрогеназ в клеточном мета­
болизме. NAD-ИЦДГ рассматривается как «истинный компонент» .цикла 
Кребса; участие же митохондриальной NADP-ИЦДГ в энергетическом 
метаболизме, как полагают, опосредовано через NADPiNAD трансгид­
рогеназную реакцию (НАВРгЫАО-оксидоредуктаза, КФ 1. 6. 1. 1.) [4]. 
Основная функция цитоплазматической NADP-ИЦДГ связывается с 
генерированием NADPH, необходимого для различных биосинтетиче­
ских процессов.

Функциональные различия двух форм изоцитратдегидоогеназ об­
условливают интерес к сравнительному исследованию их активности 
для выявления сдвигов в соотношении окислительных и биосинтетиче­
ских реакций в тканях животных в ходе онтогенеза. Имеющиеся в ли­
тературе данные относительно изоцитратдегидрогеназной реакции в 
ткани мозга касаются преимущественно млекопитающих и охватывают 
в основном постнатальный период их развития [2, 5, 6]. Цас интересо­
вало сопоставление характера течения этой реакции в ходе эмбриональ­
ного и постэмбрионального развития животных. Исходя из этого была 
изучена динамика активности двух форм нзоцитратдегидрогеназ в тка­
ни мозга кур в ходе онтогенеза.

Опыты проводили па эмбрионах (10-дневных—‘предплоднын пе­
риод, 15-дневных плодный период, 20-диевных—՝пернод вылупления), 
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5-дневных цыплятах (ранний постнатальный период) и. зрелых курах.
Митохондриальные фракции головного мозга выделяли в 0,25 М 

растворе сахарозы. Промытые митохондрии разрушали добавлением 
0,2%-кого тритона Х-100. Обработанную тритоном митохондриальную 
фракцию центрифугировали при 45 000 § в течение 1 ч для осаждения 
митохондриальных мембран. Цитоплазматическую фракцию получали 
часовым центрифугированием постмитохондриального супернатанта 
при 100 000 g для освобождения от микросомных частиц [5].

Рис. 1. Изменение активности NAD- и NADP-ИЦДГ в субфракциях моз­
га кур в онтогенезе (в ֊мкмоль NADH (NADPH) Дуг белка/мпп). 1—ми­
тохондриальная NAD-ИЦДГ; 2—митохондриальная NADP-ИЦДГ; ци­

топлазматическая NADP-ИЦДГ

Определение активности НАЭ-ИЦДГ проводили в среде следующе­
го состава (в мМ): трис-НС1—50 (pH 7.0), М§504—10, ЭДТЛ—0,2. 
ЦАО добавляли в количестве 1,2 мМ, АОР и изоцитрат—по 2 мМ 
(конечные концентрации) [7]. Объем проб—2 мл.

Реакционная среда для определения активности ЫАЭР-ИЦДГ со­
держала (в мМ): трис-НС1—50 (pH 8,5), МпС12—2, ЭДТА—0,2. ЦАОР 
добавляли в количестве 1 мМ, изоцитрат—2 мМ (конечные концентра­
ции) [6]. Объем проб—2 мл.

Активность изоцитратдегидрогеназ определяли по образованию 
песетановленны՝. форм коферментов при 340 нм на спектрофотометре 
марки «Зресогб \Из» и выражали в мкмоль НАОН (НАЭРН)/мг бел- 
ка/мин. Белок определяли биуретовым методом [8]

В отдельной серии опытов изучали влияние pH среды на актив­
ность изоцитратдегидрогегназ.

Результаты исследований показали (рис. 1), что активность НАЭ- 
ИЦДГ в митохондриях мозга куриных эмбрионов начинает повышаться 
только со стадии вылупления и далее прогрессивно возрастает по мере 
созревания животных, составляя в мозгу зрелых кур более 60% от об­
щей изоцитратдегидрогеназной активности. Активность НАЭР-НЦДГ в 
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субфракцпях мозга в эмбриональном периоде развития значительно 
превышает таковую ЖО-ИЦДГ. В плодном периоде уровень обеих 
ПАОР-ИЦДГ в мозгу повышается, что особенно выражено в отноше­
нии митохондриального фермента, активность которого достигает мак­
симальном величины на стадии вылупления. В раннем постнатальном 
периоде активность ЫАПР-ИЦДГ в митохондриях резко падает и да­
лее наблюдается постепенное снижение уровня обеих ПАОР-ИПДГ в 
ткани мозга кур.

.. „„„ о данных виден неодинаковый характерИз приведенных на рис. Д " г 1
.. „„„„„„петь различных изоцитратдегидрогеназ,влияния pH среды на активное।

Для всех изученных возрастных групп обнаружена четкая зависимость 
активности ЫАО-ИЦДГ от pH инкубационной среды, с оптимумом при 
-п эффект pH связан с воздействием на7.0. По данным-ряда авторов, । > м»пппппгж»пмента Г/]. Что касается НАОР-ИЦДГ, аллостерические свойства ферм™ г -Iнаблюдается при повышении pH среды до то изменение се активности наолюд„ _ в эмбриональной стадии развития.8,о и проявляется заметнее “ ՛ ,„ ' .. МЛПР.ЦЦДГ в обеих фракциях мозга куриныхВысокий уровень ПА1Л֊ 1

, _ „а активном участии в осуществлении свя- эмбринов свидетельствует о ее _ -
продуктами цикла Кресса и аминокислот­ой между промежуточными |!Рил֊

,,„„„Ишимом, интенсивно протекающим в мозгу не- ным и липидным метаболизм™՛, 
зрелых животных [9].

Представляет интерес динамика активности КАЭ-ИЦДГ в раз­
вивающемся мозгу кур. Ее повышение в митохондриях мозга совпадает 
с другими возрастными изменениями: образованием синапсов, синтезом 
миелина, появлением электрической активности, повышением. Па+, К+- 
АТРазной активности. Эта морфологическая и физиологическая диффе­
ренциации взаимосвязаны с течением основного метаболизма и, в част­
ности, с уровнем активности специфических энзиматических звеньев, 
■контролирующих трикарбоновый цикл. ЫАй-ИЦДГ в митохондриях 
находится под аллостерическим контролем АОР, вызывающей кон­
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формационные изменения фермента, повышающие его сродство к суб­
страту [10]. Снижение в митохондриях уровня АТР приводит к уско­
ренному прохождению изоцитрата через цикл и, следовательно, увели­
чению потока электронов через дыхательную цепь и поддержанию 
энергетического баланса клетки. Проведенное сравнительное исследова­
ние активности двух изоцитратдегидрогеназ в ткани мозга кур в онто­
генезе показало превалирование активности NADP-зависимого фер­
мента на эмбриональной стадии развития, что связано с его ролью в 
течении биосинтетических процессов; активирование же NAD-зависимо- 
го фермента, лимитирующего скорость цикла трикарбоновых кислот, 
происходит в конце эмбриогенеза, нарастает по ходу созревания живот­
ных и направлено на удовлетворение энергетических затрат организма 
путем ускорения реакций этого цикла и сопряженного с ним окислитель­
ного фосфорилирования.

A COMPARATIVE STUDY OF NAD-AND NADP-DEPENDENT 
ISOCITRATE DEHYDROGENASES IN HENS BRAIN 

DURING ONTOGENESIS

HAROUTJUN1AN L. A., SIMONIAN A. A., SIMONIAN R. A.

The activities of NAD-and NADP-dependent isocitrate dehydroge- 
anses (NAD-IDH, NADP-IDH) were investigated in hen brain subcellular 
fractions during embryonal and postnatal development. It was shown that 
NAD-IDH activity in brain mitochondria rose during hatching and was 
maximal in mitochondria of adult brain. The activity of NADP-IDH in 
mitochondria and cytoplasm of embryonal brain is higher, than that of 
NAD-IDH, then it increased untill the period of hatching, especially In 
mitochondria with subsequent decrease in adult brain.
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АКТИВНОСТЬ ТРИПТОФАНГИДРОКСИЛАЗЫ 
В ГОЛОВНОМ МОЗГУ МЫШЕИ

КУЛИКОВ А. В., ПОПОВА и. к.

Триптофангидроксилаза (КФ. 1- 14- 16. 4)֊кл.очевой фермент 
биосинтеза серотонина-является естественным маркером нейронов 
серотониновой системы. Его локализация в головном мозгу связана с 
распределением перикарионов и окончаний серого!.... овых нейронов[1].
Триитофакгидрохсилаза синтезируется в перикарионах. находящихся, 
главным образом, в ядрах шва среднего мозга, откуда фермент аксо- 
. .............  транспортом перемещается в другие отделы мозга, нннервнру-

" г91 Показано, что активность трип-емые серотониновыми нейронами 1/1- и
богатых перикарионами серотони- тофангндроксилазы в отделах мозга, оо1 а к 1 н

I шплталамус), гораздо выше, чем в ос­новы* нейронов (средний мозг, гипотсм ? в
.. . „.алий гиппокамп) [31. Однако связиласти их окончании (кора полушарии, /си

меж ту активностью фермента в этих образованиях не обнаружено [3]. 
Не ясно также, является триптофангидроксилаза в пернкарионах и 
нервных окончаниях одной и той же формой фермента [4].

Целью настоящей работы является изучение активности триптофан- 
гидроксилазы в структурах мозга, богатых перикарионами серотонино­
вых нейронов, и в области их окончании.

Исследования проводили на половозрелых 2-3-месячных самцах 
мышей массой 25.г семи пнбредных л*нии. На линиях ВАЬВ/с(С) и 
С57ВЬ/6Л(В6) был проведен гибридологический анализ и получены 
реципрокные гибриды первого (СХ^6)Х( ХС) и второго поколений 
(В6ХС) X (В6ХС) Мышей отсаживали от матерей и выращивали груп­
пами по 10 особей. За три дня до забоя животных рассаживали в от­
дельные клетки, чтобы исключить влияние группового эффекта.

Мышей декапитировали в утренние часы до кормления, быстро на 
холоду извлекали мозг, выделяли ствол и полушария и помещали в 
жидкий азот. Ствол головного мозга, включающий средний мозг, про­
долговатый мозг, таламус и гипоталамус, был выбран как отдел, со­
держащий иерикарионы серотониновых нейронов, в то время как полу­
шария, включающие кору, гиппокамп и полосатое тело,-как область 
окончаний серотониновых нейронов.

Отделы мозга гомогенизировали в 0,5 мл холодного 0,05 М трис- 
лцетатного буфера, pH 7,5, содержащего 0,01 М 2-меркаптоэтанола.
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Гомогенаты центрифугировали 30 мин при 20 000 g. Активность фермен­
та определяли в надосадочной жидкости по методу Куликова [5] при 
концентрации субстрата—L-триптофана, равной 8X10՜4 М, и в при­
сутствии кофактора 6,7-диметилтетрагидроптеридина («Calbiochem»). 
Содержание белка в пробах определяли по Lowry [6]. Активность фер­
мента выражали в пмоль продукта—5-окситриптофана/мг белка/мин.

Статистическая обработка проводилась с использованием кор­
реляционного анализа и t-критерия Стьюдента [7].
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Рис. Корреляция между активностью триптофангидроксилазы в стволе и 
полушариях головного мозга у инбредных мышей (а) и гибридов второго 
поколения между линиями ВАЬВ/с и С57В1./6Й (б). Треугольниками обо­
значены линии мышей: 1—ЦВА1. 2—ВА1.В/с, .3—ИР. •/—АКР/З. 5— 
СЗН/Не, 6— СВА, 7—С57В1./63. По оси абсцисс—активность триптофан­
гидроксилазы в стволе головного мозга; по осн ординат—в больших полу­
шариях головного мозга белка (в пмоль 5-окситрнптофапа/мг белка/мин)

В таблице приведены значения активности триптофангидроксилазы 
п стволе и полушариях головного мозга у мышей семи инбредных линий. 
Активность фермента в полушариях у всех изученных линии мышей ни­
же чем в стволе, что хорошо согласуется с литературными данными, 
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полученными на других линиях мышей [3]. Более высокую активность 
триптофангидроксилазы в стволе головного мозга по сравнению с по­
лушариями можно объяснить, исходя из морфоструктурных особен­
ностей серотониновой системы. Серотонин головного мозга синтези­
руется, главным образом, в перикарионах серотониновых нейронов и, 
следовательно, этим обусловлена в них высокая активность фермента. 
В полушария головного мозга триптофангидроксилаза доставляется 
.аксональном транспортом. Это процесс медленный, и по мере прод­
вижения фермент разрушается и теряет активность.

Таблица
Активность триптофангидроксилазы в стволе и полушариях головного мозга уышен

Примечание. Цифры в скобках—«тело определении

Линии

Активность фермента (пмоль/мг/мни)
Отношение

ствол п тлушария
ствол/полушария

DBA1 
ВАШ. с 
DB 
AKR/.I 
СЗН/Не 
СВА 
C57BL/6J

13,8+0.5 (4) 
17 5+0,5 (26)
25.1 + 1,1 (Ю) 
26,0+1.0 (5) 
27,7+1,2 (3) 
28,11+0,7 (10)
32,0 +0,8 ( 24)

3.3+0,5 (1)
3,4+0,2 (14)

10,3+1,8 (4)
13.2+0,4 (5)
13.7+1,9 (3)
14,0+0,7 (4)
11,4+0,6 (14)

4.4+0,6 (4) 
5,5+0,3 (14)
2,9+0,7 (4) 
2,0+0,1 <51
2.1+0,3 (3) 
2.1+0,2 (4)
3,2+0,2 (11)

Все изученные линии делятся на две, достаточно четко отличающие­
ся группы—с низкой и высокой активностями фермента. К первой груп­
пе относятся линии DBA1 и BALB/c. ко второй-все остальные. Для 
больших полушарий коры мозга характерна .гораздо большая вариа­
бельность, чем для ствола. Так, если активность фермента ствола голов­
ного мозга максимально различается в 2,о раза, то в больших полу­
шариях—в 4. Отношение между активностями фермента в стволе и з 
больших полушариях мозга наибольшее у линий первой груплыг-у них 
оно вдвое выше, чем у второй (таблица).

Отмечена коррелятивная связь между активностью фермента в этих 
двух отделах головного мозга. Так, у линий DBA1 и BALB/c она низка 
как в стволе, так и в больших полушариях головного мозга. 
Для линий DD, СЗН/Не, AKR/J- СВА 11 C57BL/6J характерна высо­
кая активность фермента в обоих этих отделах. Коэффициент межли­
нейной корреляции (рис. I. а) между этими признаками оказался зна­
чимым и положительным (г=0,89, р<0,05). Иными словами, определен­
ному уровню активности триптофангидроксилазы—высокому или низ­
кому—в стволе головного мозга мышей соответствует такой же уровень 
а'ктивности в больших полушариях.

Поскольку в основе различий между отдельными линиями лежат 
различия их генотипов, высокий коэффициент межлинейной корреляции 
дозволяет предположить наличие общего генетического контроля актив­
ности триптофангидроксилазы в стволе и полушариях головного мозга.
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Изучали взаимосвязь между этими признаками у гибридов вто­
рого поколения между контрастными по активности триптофангидрокси- 
лазы линиями ВАЕВ/с и С57ВЬ/6Л. Обнаружено, что коэффициент кор­
реляции между активностью фермента в стволе и полушариях у гибри­
дов второго поколения (рис. 1, б) высок (г = 0,74, р<0,01).

Было установлено, что у гибридов первого поколения между лини­
ями ВАБВ/с и С57ВБ/6.1 корреляция между активностью фермента в 
стволе и больших полушариях отсутствует (г = 0,22, р>0,05). Гибриды 
первого поколения между инбреднымт линиями являются генетически 
однородными и все разнообразие обусловлено средовыми .воздействиями. 
Это свидетельствует о том, что корреляция между активностью трипто- 
фангидроксилазы в стволе и полушариях у гибридов второго поколения 
обусловлена межлинейной (генотипической), а не внутрилипейиой (сре­
довой) корреляцией.

Полученные результаты еще раз подтверждают предположение о 
том. что корреляция между активностью тр'иптофангидроксилазы з 
стволе и больших полушариях головного мозга генетически детермини­
рована. Четкая генетическая связь между активностями триптофаигидро- 
ксилазы в этих структурах мозга дает основание предполагать, что 
активность фермента в них контролируется одним и тем же геном.

Рядом исследователей было показано, что триптофангидроксилаза 
в головном мозгу находится в двух формах: растворимой и связанной с 
синаптосомами. В областях, содержащих перикарионы серотониновых 
нейронов, преобладает растворимая форма, а в областях, богатых нерв­
ными окончаниями,—связанная [4]. Первоначально предполагали, что 
эти формы представляют различные изоферменты триптофангидро- 
ксилазы. Однако после того, как было показано, что, изменив способ вы­
деления, можно перевести связанную форму в растворимую, возникли 
сомнения в правильности данного предположения [4]. Четкая генети­
чески детерминированная коррелятивная связь между активностью 
триптофангидроксилазы в стволе и полушариях, несомненно, служит 
подкреплением для представления, что эти две формы не являются 
изоферментами.

TRYPTOPHAN HYDROXY EASE ACTIVITY IN MICE BRAIN 

KULIKOV A. v., POPOVA N. K.
Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch Acad Sci USSR 

Novosibirsk

The activity of tryptophan hydroxylase has been determined in 
brain stem and hemispheres in male mice of 7 inbred strains and hyb­
rids of the first and second generations between BALB/c and C57BL/6J 
strains. It was shown that the activity of tryptophan hydroxylase is 2— 
5-fold higher in the brain stem than in the hemispheres. The genetically 
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determinated positive correlation between the enzyme activities in these 
areas oi brain has been established. A common genetic control of tryp­
tophan hydroxylase activity in brain stem and hemispheres was supposed.
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ГЛУТАМАТНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ ЦНС: ОРГАНИЗАЦИЯ И ФУНКЦИИ 

ДАМБИНОВА С. А.

В обзоре рассмотрены проблемы, касающиеся изучения структуры и функции глу­
таматных рецепторов (ГР) ЦНС, физико-химические и фармакологические свойства 
мембраносвязанных рецепторов глутамата. Обсуждены молекулар..ые хсрактернсг.жл 
выделенных и очищенных ГР и вопросы их реконструкции в искусственных липидных 
мембранах.

Предположено, что возникновение некоторых форм эпилепсии и паркинсонизма мо­
жет быть связано с нарушением функции ГР в ЦНС.

Для выполнения высших психических (восприятие, эмоции, мышле­
ние) и сложных двигательных функций головного мозга человека необ­
ходимы бесперебойно работающие синапсы—межклеточные контакты. 
Химические процессы, происходящие на уровне синапсов, и особенности 
метаболизма нейромедиаторов ® общих чертах изучены. Однако при 
длительном рассмотрении функций нейрона оказывается, что многие 
вопросы, касающиеся передачи и переработки сигналов, связаны с не­
обходимостью исследования тонкой структуры и функции нейрональной 
мембраны, природы специфических мембранных белков нервных клеток. 
Возможно, что анализ свойств мембранных белков, в частности хеморе- 
цепторных комплексов, узнающих и связывающих нейромедиаторы, 
окажется тем ключом к пониманию интегративных функций нейрона, 
который позволит в дальнейшем установить взаимодействия нейронов 
и выяснить значения посылаемых ими сигналов.

Значительный интерес к медиаторной роли глутамата в последние 
годы обусловлен его выраженной способностью' вызывать возбуж­
дающий эффект у большинства нейронов позвоночных Г1] и в нервно- 
MMiuiewHbiix синапсах беспозвоночных [2].

Впервые возбуждающее действие глутамата на нейроны головного 
мозга было отмечено в 19*6  г. Hayashi [3]. Позднее Krnjevic и соавт. 
[4, 5], а затем и другие исследователи предположили, что глутамат яв­
ляется одним из естественных медиаторов в ЦНС, однако длительное 
время его роль в качестве природного нейромедиатора подвергали сом­
нению [6]. Основными причинами этого являлись, с одной стороны, 
отсутствие доказательств ферментативной деградации глутамата в си­
напсе, а с другой—кажущаяся «неспецифичность» действия этого меди­
атора. Впоследствии стало ясно, что ферментативное устранение глу- 
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тамата не имеет существенного значения в синапсах, и инактивация: 
его происходит в основном за счет специфического обратного поглоще­
ния глутамата нейронами и глиальными клетками. Большое разнообра­
зие нейронов, способных отвечать на действие глутамата возбуждени­
ем, обусловлено широким распространением глутаматергических путей 
в головном мозгу млекопитающих [7]. В настоящее время получены 
убедительные доказательства, свидетельствующие, что глутамат удов­
летворяет всем основным требованиям, предъявляемым к классическим 
нейромедиаторам, и является одним из основных возбуждающих нейро­
передатчиков в ЦНС [8. 9]. Важнейшим из них явилось обнаружение 
специальных структур па постсинаптической мембране ГР.

Первыми исследователями, предположившими существование мем­
бранных рецепторов для глутамата, управляющих электрической воз­
будимостью постсинаптических мембран, были Curtis и соавт. [10], 
которые показали, что только аппликация глутамата па поверхность 
клетки вызывала деполяризующий ответ нейрона. Введение же глута­
мата внутрь клетки не изменяло мембранный потенциал нейрона. Ре­
зультаты последующих электрофизиологических исследований подтвер­
дили реальность существования ГР и наличие их на мембранах нейро­
нов моллюсков, мотонейронов, культивируемых срезах мозга и др.
[11-14].

Основной функцией хеморецепторов, в частности I Р, является регу­
ляция ионной проницаемости мембран нервных клеток и генерация воз­
буждающего или тормозного постсинаптического потенциала (ВПСП 
пли ТПСП). При этом локальный электрический ток способен запустить 
общие механизмы электрогенеза нейрона [15]. Процесс генерации хемо- 
возбудимого потенциала является многоступенчатым и сводится, 
по-видимому, к следующим элементарным актам [16]: 1) узнавание и 
связывание глутамата мембранным рецептором; 2) перестройка струк­
туры рецептора, способствующая открыванию ионного канала; 3) из­
бирательный транспорт ионов в клетку.

При исспедовапии структуры и функции ГР возникает ряд вопро­
сов՛ какова молекулярная природа и топография рецепторов на мем­
бране; выполняются ли регулирующие функции рецептора единым 
комплексом или они сопряжены с разными мембранными структурами; 
какие механизмы лежат в основе активации рецептора и регуляции его 
синтеза; каковы, наконец, последствия нарушения функции 1 Р в голов­
ном МОЗГУ позвоночных.

Исследование рецепторных свойств хемовозбудимых мембран вклю­
чает, как правило, идентификацию молекулярной природы рецептора, 
изучение его физико-химических и фармакологических характеристик 
как в мембраносвязанном, так и в солюбилизированном, очищенном со­
стояниях, реконструкцию его в искусственных липидных мембранах и 
изучение ионофорных функции рецептора.

Для никотиновых холинорецепторов подобные задачи в основном 
решены, хотя и нуждаются в дополнительных исследованиях [17, 18].
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Успешный анализ свойств холинорецепторов позволил разработать ме­
тодологию исследования'структуры и функций любых мембранных ре­
цепторных белков, но для ГР ЦНС это сопряжено с особыми труд­
ностями.

Сложности изучения структуры и функции ГР, прежде всего, свя­
заны с отсутствием специфических блокаторов, способных необратимо 
•связываться с рецептором и служить в качестве метки. Наличие таких 
меток, как, например а-бунгаротоксин для никотиновых холинорецепто­
ров, предопределяет прогресс в изучении природы и свойств рецептор­
ных белков [19]. Анализ хе.морецепторных свойств глутаматсвязываю- 
щих мембранных белков осложняется высокой метаболической актив­
ностью глутамата, наличием большого числа глутаматутилизирующих 
ферментов, в том числе и синаптических (глутаматдекарбоксилаза, глу­
таминаза и др.), а также существованием процессов поглощения и 
транспорта этой аминокислоты в синапсе.

Однако ряд закономерностей функционирования ГР позвоночных 
и беспозвоночных установлен на основе изучения обратимого связыва­
ния самого Ь-глутамата, его аналогов и антагонистов.

1. Физико-химические свойства мембраносвязанных ГР ЦИС
ГР .представляют собой генетически детерминированные структуры, 

расположенные на поверхности псстсннаптических мембран и состоя­
щие, как полагают, из двух структурных компонентов: глутаматсвязы- 
ваюшего участка и ионофорной структуры, регулирующей избиратель­
ный транспорт ионов [20].

Изучение первой ступени активации ГР-узцаванис-связывалте 
глутамата—традиционно проводится с использованием электрофизио­
логических методов регистрации ответов нервной клетки на апплика­
цию нейромедиатора [21—23]. Лишь теоретическая и эксперименталь­
ная разработки биохими леских методов связывания лиганда позволи­
ли расширить методические подходы к анализу взаимодействия глута­
мата с рецептором.

Связывание 'Н-Ь-глутамата с синаптическими мембранами нерв 
ных клеток. При изучении взаимодействия глутамата с мембранным 
рецептором важно разграничивать истинное (рецепторное) связывание 
от специфического (мета, одического) 'поглощения нейромедиатора 
плазматическими мембранами. Возможность различия этих участков 
между собой показал КоЬеНз [24]. По аналогии связывания с ГАМК- 
рецепторами он предположил, что процессы специфического связыва­
ния и поглощения глутамата могут различаться по чувствительности 
к наличию в инкубационной среде , что и было՛ .подтверждено 
дальнейшими экспериментами [25, 26].

Принято считать, что истинное рецепторное связывание 3Н-Ь-глу- 
тамата является Ыа‘'-независимым процессом, в то время как погло­
щение и транспорт этой аминокислоты происходят в присутствии вы­
соких концентраций Ма * [27, 28]. Изучение связывания радиоактив­
ного глутамата обнаружило наличие глутаматсвязывающих участков 
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на синаптических мембранах, изолированных из разных структур го­
ловного мозга позвоночных [29. 30]. Характеристики взаимодействия 
глутамата с рецептором, описанные во многих работах, часто неодно­
значны даже для одних и тех же структур головного мозга. Так, Sha­
rif, Roberts [31] и Baudry, Lynch [32] предполагают существо­
вание одного типа Na +-независимых участков связывания для глута­
мата. Однако эти авторы приводят разные значения констант связы­
вания Ка и В,,,.,/' для синаптических мембран, выделенных из коры 
п гиппокампа головного мозга крыс. В наших исследованиях [33]
обнаружено что -независимое рецепторное связывание имеет од- 
породную популяцию участков связывания с К- около 100-130 нМ 

= 1,8 ֊2,5 пмоль/мг белка, которые существенно не различа­И В max
ются у синаптических мембран, выделенных из коры гиппокампа го­
ловного мозга крыс. С другой стороны, ряд исследователей, например 
Michaelis и соавт. [34, 35], Biziere и сойвт. |36|, склоняются в пользу 
наличия двух типов ^-независимых участков связывания на этих

, ,, и. и Вт.х, приведенные этими авто­мембранах. Численные значения 11 н
„„„г. „т nnvra более, чем на порядок, рами, также отличаются друг ог ДрУ1а н A опписимостеи реакции связывания r.iv-При анализе кинетических зависимо1֊1 i -

1 - пяботах разных исследователей. Оче-тамата выявлены ее особенности в раоот - iлпязывания во многом определяются видно, что расхождения параметров овязывидно чю р .ембран и инкубации их с радиоак-
условиями .выделения стязывиния ’H-L-глутамата с изо-
тивным нейромедиатором, и ' клеток существенно зависела от 
.лированными мембранами нерв ’• и тем.пературы инкубации, а 
состава инкубационной среды, врем ,1ентных-катионов [37> 38]. 
также присутствия в среде одно 'оде1"1СТВпс глутамата с мембра- 
влияние которых на роцепторно исследованпях и работах Baundry 
нами подробно рассмотрено в нашил
и соавт. [38—41]. активного глутамата в присутствии од-

Характер связывания радио зависимости от типа иона. Для 
новалентных катионов изменялся i «овален! зависимость реакции связывания в
Na+ была обнаружена ифаз этогО катиона [40]. Li+, Rb+, Cs+ 
широком диапазоне кониетра՛ бИру10щИм действием на связыва- 
и К1՜ обладали дозозави(.имы\ катионы> в частности Са- и Mg2+, 
ние глутамата. ДвУхвалеиТ1*йсгвие На рецепторное связывание, при- 
оказывали стимулирующее дзаметно повышал количество связы- 
чем Са2+ в низких конценгр констаиты сродства глутамата к рецеп- 
вающих участков без измен )!0 Baudry и соавт. [42, 43], Са2+ ро­
тору [41]. Согласно пре-.по֊ Ь)|Ь1Х участков связывания глутамата и 
гулирует активацию Д(,нол ектпв11остн синаптической передачи в гиппо- 
участвует в повышении э( экспер1(ментс>в ц0 изучению влияния двухва- 
кампе. Результаты наших ают с ЭТИм.и данными, что свидетель-

* Кс1—константа диссоциации комплекса глутамат — рецептор; Вшах—количе­

ство связывающих участков

лентных катионов в целом со." д
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сгвует о неооходимости дооавлепия Са2г в инкубационную среду при 
исследовании взаимодействия глутамата с рецепторов [37]. Обнаруже­
но, что одно- и двухвалентные катионы в концентрации 5—10 .мМ уве­
личивали специфическое связывание в 2,1—3,3 раза. К!а в концентра­
ции 100—150 мМ более чем в 3 раза увеличивал специфическое связы­
вание, в его присутствии активировался второй тип участков связыва­
ния 3Н-1_-глутамата с Кй 1,8—2,0 мкМ и В,„„ 45—50 пмоль/.мг - белка. 
Предполагается, что \'а' -зависимое связывание относится к системам 
активного транспорта глутамата.

Обнаружено, что связывание 3Н-1.-глутамата значительно снижается 
при замораживании ме.мбра-н и длительном хранении [37]. Было пред­
ложено использовать слабое ультраозвучивание мембран с последующей 
их промывкой. Оказалось, что в указанных условиях связывание радио­
активной метки возрастало почти в 34 раза. Дополнительное промыва­
ние-синаптических мембран вызывало увеличение 1\'а +-независимого 
связывания глутамата практически на 400%. Авторы предположили, что 
этот эффект связан с возможным действием эндогенного ингибитора, 
существование которого было подтверждено в последующих исследова­
ниях [44, 45]. В настоящее время проводят изучение его природы и 
свойств [35]. Выявлено, что эндогенный ингибитор ГР термостабилен, 
имеет пептидную природу [45] ■ Выяснение роли предполагаемого инги­
битора ГР важно для изучения механизмов его активации и природы 
активного центра рецепторного белка.

Связывание 3Н-Е-глутамата с синаптическими мембранами являет­
ся обратимым и легко замещается структурными аналогами глутамата 
(антагонистами и агонистами) [46-49]. Установлено, что связывание ра­
диоактивного глутамата в наибольшей степени происходит на плазма­
тических мембранах, тогда как в основных субклеточных структурах 
(митохондриях, ядрах, миелине и др.) был-и обнаружены лишь незна­
чительные величины радиоактивности. Однако нельзя не учитывать 
данные о Ма+-независимом связывании 3Н-Ь-глутамата с плазматичес­
кими мембранами легких и печени [50]. Возникает вопрос: соответст­
вуют ли эти 1Х1а+֊независимые участки связывания глутамата физиоло­
гическим I Р [33]? Однозначно ответить на него пока не представляется 
возможным. Однако по ряду приведенных выше данных, касающихся, 
например, специфичности, насыщенности, обратимости и субклеточного 
распределения, глутаматсвязывающие участки синаптических мембран 
обладают свойствами физиологических ГР.

Ионофорные свойства ГР ЦИС. Было установлено, что действие 
глутамата как нейромедиатора активирует специфический компонент 
макромолекулы ГР, с помощью которого ионы, направляемые электро­
химическим градиентом, проникают через постсинаптическую мембрану 
[10, 51]. Этот компонент является, вероятно, ионным каналом. Пред­
полагают, что хемовозбудимый ионный канал представляет собой белко­
вую пору атомного масштаба, выстланную изнутри гидрофильными 
группами [52, 53].
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Хемовозбудимые ионные каналы могут существовать в трех регис­
трируемых состояниях: открытом, закрытом и инактивированном (пли 
десенситизированном) [18]. Можно представить, что рецепторный учас­
ток молекулы ГР и ионофорный канал объединены между собой и взаи­
модействуют аиалопично регуляторной и каталитической субъединице
-фермента, как это (Предложено для комплекса холинорецепгор- ион­
ный канал. В этом случае сродство нейромедиатора к рецептору может 
изменяться в зависимости от состояния хемовозбудимого. канала, воз­
растая от закрытого состояния ионофорного канала до инактдаиропз.н- 
НОГО [18].

На основании анализа различных механизмов транспорта \’а + в 
нейронах при индукции их глутаматом ТекЬеЬеге и соавт. [54, 55] 
предположили, что изменение ионной проницаемости, вызванное этим 
нейромедиатором, является слагаемым ряда процессов. С одной сторо­
ны по-видимому, происходит индукция изменения активности № + , К - 
. ’ ՛ систем транспорта и поглощенияАТРазы и активация зависимых гичч г ।

■■ „„„„птиг, вызывается активация потенцналзавн- глутамата, с другой, вероятно, вызи»*՛ 11
симых Na -каналов.

Использование сннаптосом и синаптических везикул в качестве 
удобных моделей изучения функции ГР предложили Chang, M.chaelis 
'7?. |рйств'ии низких концентрации глута-[56, 57]. Они показали, что при деисы»» ։L везикулы способны поглощать Na1 .мата синаптоссмы и синаптические вези у

г иста матом вызывала десеиситизацшо, Длительная экопозапия везикул с глу i^.
- ^„oi-тпоЛпзиологнческими методами. Обна- сходную с регистрируемой электро։,”*-А 3 1 1 '■ ма ■ происходит за счет активацииружеио, что стимуляция поглощения аз к - транспорта глутамата [56]. Под­комплекса ГР—ион'нын капал, а не ipп₽зультаты экспериментов, в которых твержденпем этих данных служат рео.- „-„.тине глутамата не связано неиосред-показано, что возбуждающее действ к- HUluuonu, . ц.тц эт0„ ах,ипо^цслоты КЛСТ

ственно с механизмами поглощении
ками [57]. урмовозбудимого глутаматуправляемого

Для выявления природы • ■ ные 0 том что тетродотоксин— 
канала особое внимание пРш։' +.канала—не влияет на процесс депо- 
блокатор элекгровозбуди мою свидетельствует о том.
ляризации, вызванный 1Л>™- канал'ы значительно отличаются по 
НТО глутаматуправляемые № -ка1зави^!мых _каяалов Подтверж.
структуре п свойствам от I оде11пй о наличии избирательного блоки- 
дением этому является ,рж ни .потенциалов действия и отсут- 
рования тетродотоксипом -с р а1Ппл1|кацией мата
ствии такого влияния на 
[59].

Изучение типа ионов проходящих через каналы активированного
информацию не только о геометрии глутамат-ГР позволяет получить„„ ,, цХ свойствах, но и предположить характер не­управляемых каналов и их ___ ___..........•........ , 1 .....

- - . „ липидов, определяющих специфичность этихиогенных групп белков "ю что Са- играет важную роль в продуцирова-каналов. Сведения о том, ч ՛ "г ' .,тяполяризации, хотя и в меньшей степени, чем ла нии возбуждающей деполяр

431



[60], указывают на существование глутаматуправляемых Са2 ' -каналов. 
Обнаружение избирательной проницаемости, вызванной глутаматом 
для К+ и С1~, в случае гипер-поляризации [61, 62] также предполагает 
наличие для них глутаматуправляемых каналов. Природа ионов, про­
ходящих через каналы активированного ГР, очевидно, определяется 
типом нервных клеток и зависит от их функциональной специализации.

Существенный интерес для выяснения структуры и функции ГР 
вызывают результаты анализа изменений ионной проводимости мембран 
при взаимодействии одной молекулы глутамата с одним активным цен­
тром ГР [63]. Такой подход к оценке активного состояния хемовозбуди- 
мых ионных каналов применяется при исследовании «.мембранного шу­
ма» [64]. Этот электрофизиологический подход позволяет определять 
интенсивность и временные характеристики п-роводимости одного ионно­
го канала при аппликации глутамата [65, 66]. До сих пор кинетиче­
ские параметры активации ионофорных каналов ГР описаны крайне не­
достаточно. Практически нет данных о стехиометрии глутамат-рецеп- 
торного взаимодействия. Имеются лишь сведения Barker, Ranson [67], 
которые показали, что величины соотношения глутамат:рецептор, вы­
численные по кинетическим кривым доза—ответ, колеблются в пределах 

данным Oomura и соавт. [63], это соотно­
шение равняется 2:1. Эти авторы предполагают взаимодействие двух, а 
не одной, как в первом случае, молекул глутамата с единственным ре­
цепторным участком плазматической мембраны нейрона.

Многие свойства ионных каналов ГР еще требуют специаль­
ного исследования. Так, пока еще не представляется возможным коли­
чественно установить хемочувствительную плотность мембран нервных 
клеток к глутамату, оценить активацию специфических центров ГР и 
определить количество ионных каналов, необходимых для генерации 
ВПСП и др. Нс исключено, что некоторые вопросы функциональной 
организации ГР ЦНС могу г быть решены с помощью биохимических и 
иммунохимических подходов к анализу его свойств в модельных систе­
мах (мембранных везикулах, протеолипосомах и интактных нервных 
клетках).

единицы, в то время как, -по

Фармакологические свойства мембраносвязанных ГР

К. агонистам глутамата относят вещества, способные оказывать воз­
буждающее действие при аппликации на плазматическую мембрану 
нейронов. Большинство анализированных соединений являлись струк­
турными аналогами молекулы глутамата, которую модифицировали раз­
личными группами. [68]. Установлено, что подобные соединения обла­
дают стереоспецифичностью действия, причем активность Ьизомеров 
была существенно выше, чем Э-форм [69]. Уменьшение углеродной це­
пи молекулы глутамата на 1, 2 или 3 углеродных атома резко снижало 
возбуждающее действие веществ. Метилирование а-утлсродного атома 
не изменяло активности глутамата, в то время как метилирование 0-уг- 
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.неродного атома значительно снижало возбуждающий эффект. Введе­
ние гидроксильной пли фенильной групп в р-положение также подавляло 
активность глутамата, по крайней мере, в 1000 раз [70].

На основании этих исследований был сделан вывод о том, что ак- 
тивный центр рецепторной молекулы сможет содержать две положитель- 
но заряженные группы, способные узнавать а- п у-карбоксигруппы глу­
тамата или а- и р-карбоксигруппы аспартата. Третьим участком узна­
вания рецептора может быть отрицательно заряженная группа, взаимо­
действующая специфически с НН2-груплой нейромедиатора [35].

Наибольший интерес среди структурных аналогов глутамата прив­
лекают производные иботеновой кислоты и каинсхвая кислота, оолада- 
ющие значительно более высоким возбуждающим эффектом, чем сам 
нейромедиатор. Действие иботеновой кислоты практически равно дей­
ствию глутамата и, как это было обнаружено, связано с гиперполярпза- 
цией мембраны нейрона [71. 72]. Недавно описан целый класс гетероци­
клических соединений, основанный на структурном компоненте иботе­
новой кислоты,—агентов, обладающих более мощны,м возбуждающим 
действием [73]. Однако при исследовании их конкуренции с радиоак­
тивным глута,матом за узнающие участки ГР высокая специфичность 

.. по отношению к 1 Р пока не под-эгих производных иботеновой кислоты по О1։

твердилась. „„пЖмческого агониста Ь-глутамата при-Длительное время роль спецпфпческо!
.. янтяется циклическим рестрици-писывали каиновом кислоте, которая я •^Лпяпярт в 100 раз оолее высокой воз- рованным аналогом глутамата и обладает ка11новой К11СЛОТЫ посвя. 

буждающей активностью. Анализу депс Нд основанип этпх 
шено большое количество публикации тщени иит ■> ,„пптя не конкурирует с Д=г-лутаматомбот стало ясно, что капновая кислота не .оо1 ле , имеет собственные узнающие
за участки специфического связывания
участки на мембране нейрона [77-81]I- подавлять воэбуждающее

С веществами, способными изо ра сложнее ' Наиболее
действие глутамата, антатописта. $$$ нуциферин, диэтиловый
известные из антагонистов, такие, д1шат> не обладают высокой сте- 
эфир глутаминовой кислоты и а-ам) ингибирующий эффек,
ленью селективности и проявляют 
[82—86]. плане изучения действия антагонистов

Наиболее перспективными в' '‘!|омасляной кислоты [87-89]. Так, 
на ГР являются производные ф фосфатидилсерина, сходного по 
например, высокополярные логом глутамата—2-амино-4-фосфоно- 
своей структуре с известным ы.вать существенный ингибирующий 
масляной кислотой, ^маловажный интерес в связи с этим
эффект на функцию I I ’ ифическом влиянии фосфолипазы А на 
представляют сведения о с даНные в совокупности с результатами 
функционирование I I ава очищенного ГР наводят на мысль о 
исследования химическо ГР путем изменения содержания фос-
возможной регуляции актив 
фолипндов. 433



Неоднозначность и разноналравленность действия "агонистов иг։ 
антагонистов глутамата в разных структурах головного мозга, по-эчди- 
мому, обусловлены возможностью существования различных типов изо- 
рецепторов для глутамата. Не исключено, что плодотворный поиск вы­
сокоспецифических блокаторов связан с применением ряда нейротокси­
нов. Так. получены первые сведения о селективном блокирующем 
рпгп нейротоксина, выделенного из яда паука (Nephila clavata) на 
нал? Н"Ь'\ПР" а'ППЛ1,кации ™Ута.мата на нервно-мышечный си­
напс [93]. Было обнаружено, что этот нейротоксин не действоват на 
аопартатиндуцированную деполяризацию. Авторы предполагают'՜ что 
найден высокоспецифичный блокатор ГР для беспозвоночных ’ ‘

Молекулярные характеристики ГР Ц//С. Выделение и очистка ели 
таматсвязывающих мембранных белков. Известно, что вы де тени» 
очистка ,и реконструкция функций рецепторных макромолекул из мем” 
оран нервных клеток является одной из основных возможностей 
их идентификации и четкого разграничения хеморецепторных п-Хе 
сов от ферментативного и транспортного метаболизма ' р ных аминокислот [39]. етаоолизма неиромеднатор-

К настоящему времени имеется лишь несколько удачных попыток 
выделить и очистить глутаматные рецепторы изоран головного мозга крыс [33, 34]. Как уже н^озЛ К'“ МСМ՜ 

., J ՝ "■ неоднократно подчерки­валось, отсутствие соединении, пригодных для F. ' “ н-пользования в качест­ве специфических меток, является основной пиппш»,-,и»։ ։И'Нои крайне недоста­
точного количества подобных исследований В шт™
ны два основных подхода к выделению мембран»!1реДставле՜ 
глутамата. Так, работами Michaelis и соавт. Г34 зч рвц^ПТ0Р0В для 
зано, что мягкая солюбилизация Детергентами г ’ ош1° пока- 
ступенчатой аффинной хроматографией позночт^ ' щ д։у_ выделить ГП\7ТЯ-матсвязывающие мембранные оелки. Согласил n->„. __ 1 данным этих автоповГР представляет сооои гликопротеид, возможно .-.пя-, ■ Р ’
туры, содержащий в активном центре металлическою'"И11Ч"°" ”РУК՜ 
Выделенный и очищенный белок имел М 137 „п ’ , РУППУ с2 2- 
ностыо регулировать транспорт ионов. Были ппрз - °- ЛаДал спосо6՜ 
тельства, что глутаматсвязывающне белки являю-i СТйВЛенЬ1 доказл 
внутренними белками [95]. Авторы показали что uv” 11нтегРалЬ1,Ь1М1։ 
любилизированного рецепторного белка к ряду rhn ис1ь1|Тсльность со

РЯДУ фармакологических ное- паратов остается практически одинаковой кя„ .՛ х при, • ии՛ как это выявлено тля мем­браносвязанного рецептора. Ни каиновая кислот-. т „НИ L-MCTIIJI-Ij-acri'lD- 
тат не вызывали конкурентного подавления связывания ’1I-L гчутаматч 
с солюбилизированным рецептором даже в концентрации 10֊’М Г341

Иной путь выделения ГР использовали De Roh,,г — • г,. ’»\vucriis, I’isz^r de Pl4՜ 
zas [96]. Им удалось методом экстракции в хловогЬпп,. .L J 'РОформ-.метаноле выде­
лить из головного мозга крыс и мышц креветки протёолипм с М 32 кД 
имеющий три участка связывания для глутамата. Такой метод йк'ст- 
ра.кции мембранных белков не лишен недостатков, которые неодно­
кратно обсуждали в литературе [17]. В настоящее время нет убеди- 
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тельных доказательств в пользу рецепторной функции выделенных и 
очищенных протеоли.пидов [18].

Для сохранения наибольшей нативности ГР нами был использован 
метод солюбилизации в мягких ионных и неионных детергентах и все 
процедуры выделения и очистки были сведены 'к двум ступеням аффин­
ной хроматографии [33, 97]. Одним из путей сохранения стабильности 
рецепторной макромолекулы явилось снижение окружающей темпера­
туры и добавление небольших количеств фосфолипидов на последней 
стадии очистки. Полученные результаты о гликопротеидной природе 
глутаматсвязывающих низкомолекулярных белков подтвердили данные 
Michaelis in соавт. [34]. Была подтверждена также гипотеза о субъеди­
ничной структуре рецепторного белка. Проводятся исследования по ре­
конструкции функции I Р в липосомах..

Попытку реконструировать рецептор для глутамата, используя час­
тично очищенные глутаматсвязывающие белки синаптических мембран, 
предприняли Кузнецов и соавт. [98] и Коломыткин и соавт. [99]. Они 
показали, что встроенные в бислойные липидные мембраны фрагменты 
мембран или глутаматсвязывающие белки способны к изменению про­
ницаемости для՜ ионов при добавлении глутамата в среду инкубации. 
Заслуживает внимания тот факт, что появление изменений ионной про­
ницаемости при воздействии нейромедиатора наблюдалось лишь .при об­
наружении белковых фрагментов по обе стороны липидной мембраны. 
... кнутпилипидиое присутствие оелка вПредполагается, что сквозное внутрнлиш - г

,.».«йпяны необходимо для формирова- обеих половинах искусственной мемораны ж и
ния функционально активного ионного кан 

пиишенных глцгаматсвязываю-Физико-химические характеристики о uw 
и„,.„опппяние .параметров связывания ишх. мембранных белков. Исследованье 1 ,’ мембранных белков обнаружилоаН-Ь-глутамата с очищенной фракцией мемор .

• п ирпппмедиатора к рецептору—Kd и чи-измененке константы сродства неиромед։ и 11„„„ппмотексле белка. Так, Michaelis и ста связывающих участков на макромо. . ела ним,»» щ j глучае колеблется в пределах
соавт. Г34Т показали, что Kd в этом сл>l-j j а „„лпяносвязанныи рецептор имел Kd —«50—8С0 нМ, в то время как мембрано-ж оои ovu i> > 1 „„м,н>1ц что такое снижение параметров200—300 нМ. Авторы предположили. ։ю еттюбилизированнои фермой рецептора связывания ’H-L-глутамата с солюии-՛ г ,

„нением микроокружения белка, в част-, обусловлено, по-ввдимому, изменен ие. i
. ,.,-nmrn R33Bмодели 1 ими.ности нарушением белок-липидного в 

пп„ анализе связывания ненромедиатора экспериментах при и
• Че-, chard оказалось, что солкгоилизированныи глута- 
. bcalcnarc 800-1000 нМ и В,„ах 180-200

в мембраносвязанной форме глутаматсвязы-

В наших : 
в координатах
матсвязывающий рецептор 
пмоль/мг белка, тогда как 80—-100 нМ и В 1,5—2,5 пмоль/мг бел-вающий рецептор имел КВаКЛШШ исцсшир п-՝*՝֊**  * х л -„ н ют ранее высказанное предположение М1-ка. Эти данные подтверждаю։ и

, .. гог । с„„«о того, снижение сродства глутамата к рецеп-сЬаеИз и соавт. [35]. Кроми тою, . ,
, обусловлено нарушением стехиометрии суоъе-тору может быть также оо\с.ю։ ,

линии рецепторного комплекса в ходе выделения и очистки. Мы .пыта­
лись выявить различные состояния агрегированное™ рецепторного глу- 
таматсвязываюшего белка. Обнаружено, что изучаемые препараты в 



разных концентрациях имели различную степень диссоциации молеку­
лы рецептора. При определении величины М этих форм рецеп­
тора оказалось, что диссоциированная форма мембранного белка, спе­
цифически связывающего глутамат, соответствует зоне градиента 15— 
20%-ной сахарозы 12—15 кД, в то время как ассоциированная форма 
белка обнаруживается в области 28—30 кД. Мономерный компонент ре­
цепторного белка при электрофорезе в ПААГ соответствовал низкомо­
лекулярной фракции белка с М 14 кД. Не исключено, что ГР—-это ком­
плекс. состоящий из низкомолекулярных субъединиц, наименьшая из
которых .представляет собой димер. Этот процесс, почвидимому, может 
оказаться многоступенчатым и приводит к образованию больших агре­
гатов, как в случае ферментов [100]. *

Гидродинамические параметры диссоциированной формы ГР су- 
пт чссоииированной. Найдено, что при низких щественно отличались от ассоциируй . г

„„.„.■шнт мембранных белков расчетный коэффициент концентрациях очищенных меморил
« ппетелах 2,1 S, тогда как для агрегирован- седиментации колебался в предел • г 1

„ х 3 5 S. Интересно, что в присутствии неме-ной формы он соответствовал
1 , , „»жЛ11.ииент седиментации глутаматсвязывающе-ченого L-глутамата коэффичш-" ■ ос с

го белка соответствовал ассоциированной зоне, то есть 3,5 S, а это со­
гласуется с данными Michaelis и соавт. [34], которые показали, что 
наибодьшен глутаматсвязывающей активностью обладал белковый

35 S Авторы предполагают, что во время выделения и 
очистк^происходит спонтанное снижение дисульфидных связей, веду­
щих к образованию субъединиц с М 13,8 кД и коэффициентом седи-

9֊, ч Нельзя исключить возможность՝того, что макро- ментации около з,о о.
. ГР состоит из несвязанных дисульфидными мостиками мо­

номеров, которые ассоциируются .под действием нейромедиатора. В 
-том случае механизмы ионной .проницаемости мембран, по-видимому, 
представляют процессы ассоциации и диссоциации специфических ре­
цепторов белков под влиянием молекулы L-глутамата.

Химический анализ очищенных глутаматсвязывающ-их белков, вы- 
деденных из синаптических мембран коры головного мезга крыс пред­
ставлен в работах [33, 35]. Аминокислотный состав белковых фракций, 
как обнаружено нами, существенно отличаетсядования, проведенного Michaelis и соавт. [34] 01 Р13-’1Ь1атов исс֊1е՜

Выявлено большое количество гидпоЛля,...I роокых аминокислот, что,
возможно, свидетельствует о легкости образования гидрофобных взаи-
модействий между субъединицами и штельнои л иногЬил ьнпстимакромолекулы рецептора. Было определено нитрил ьности

* ли соотношение кисчыт иосновных аминокислотных остатков, ПОЛЯПНпет, X. кислых I
1 ть молекулы, наличие об­

щего положительного заряда, который оппечепа^^~ * '*сг  высокую степеньсродства к кислым теиромедиаторам. Теопетичоги֊,,- ?։ *֊скии  анализ относи­
тельном полярности молекулы рецептора ։позвтип п м _ . ' рассчитать воэмож-
ныи ооъем и форму рецептора для глутамата ттд-., , ’ П1?1орые согласуются с
представлениями об олигомерной структуре, состоящей из гидрофоб­ных глобул, близких по виду к элипсу. р

Содержание углеводов в -макромолекуле ГР не превышает 2% от
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содержания общего белка. Наибольшая доля в углеводном компонен­
те мембранного рецептора приходится на галактозу, маннозу, глюкозу 
и Ц-ацетилглюкозамин. Остальные углеводы н сиаловые кислоты пред­
ставлены в незначительных количествах.

Важная роль липидных компонентов в поддержании структуры и 
функции ГР не вызывает сомнений: полная или частичная делипидиза- 
ция мембранного белка ведет к полной инактивации рецептора и потере 
чувствительности к՛ глутамату. Среди идентифицированных липидов, 
экстрагируемых из гликопротеин-липидных комплексов рецептора, бы­
ли обнаружены холестерин и фосфолипиды, большинство из которых 
приходится на фосфатидилэтаноламин, фосфатидилхолин и фосфати- 
дилсерин.

На основании вышеизложенных данных можно представить, что 
хеморецепторный мембранный белок, специфически связывающий глу­
тамат, является гликопротеин-липидным комплексом, состоящим из 
низкомолекулярных субъединиц, способных к ассоциации—диссоциа­
ции в присутствии нейромедиатора. Создается впечатление, что мини­
мальная структурная единица рецептора может состоять из двух субъе­
диниц, которые, находясь в определенной стехиометрии, составляют 
олигомерную макромолекулу рецепюрного мембранного белка.

Проблемы восприятия и узнавания химических сигналов нервны­
ми .клетками представляют собой одно из ведущих направлений совре­
менной нейробиологии. Особенность изучения хе.морецепторных про­
цессов, происходящих в ЦНС, на данном этапе касается механизмов 
функционирования регуляторных мембранных белков—рецепторов.

ГР являются важным классом этих мембранных белков, которые 
непосредственно вовлекаются в процессы передачи и обработки инфор­
мации в головном мозгу млекопитающих. Совокупность представленных 
в обзоре данных, касающихся в основном биохимических аспектов 
функционирования ГР, показывает, что в настоящее время сделаны 
первые шаги к исследованию молекулярной и пространственной орга­
низации их в ЦНС.

Появление иммунохимических подходов к исследованию структу­
ры и функции ГР ЦНС является одним из решений проблемы специ­
фического маркирования этого класса мембранных белков.

Получение .моноклональных антител к ГР может оказаться полез­
ным тля՜ диагностики и оптимизации лечения некоторых форм тяжелых 
хронических заболеваний, в частности эпилепсии и паркинсонизма. Не 
исключено что значительный нейротоксичный эффект глутамата и его֊ 
рестрицированных аналогов обусловлен нарушением функции ГР в 
ЦНС. Возможно, что длительная деполяризация, вызванная этими ана­
логами глутамата, приводит к дегенерации мембраны нейрона, нару­
шению взаимосвязи структур, ответственных за выполнение сложных 
двигательных функций. Дальнейший анализ факторов, вызывающих 
системные изменения в организме и вовлекающихся в механизмы 
проявления судорожной активности, позволит выявить роль ГР в пато­
генезе ряда хронических неврологических заболеваний.
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GNS GLUTAMATE RECEPTORS. STRUCTURE AND-FUNCTIONS

DAMBINOVA S. A.
Institute of Experimental Medicine, USSR Academy of Medical

Sciences, Leningrad

The review deals with physical, chemical and pharmacological pro­
perties of membrane-bound glutamate receptors. The molecular charac­
teristics of the purified glutamate receptors and thdir reconstruction in 
the artificial lipid membranes are discussed.
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Нейрохимия», т. 2, № 4, 1983

РЕЦЕНЗИИ

Руководство по нейрохимии. Ред. A. Lajtha. (2-е изд.), т. 1. Химическая и клеточ­
ная архитектура, т. 2. Экспериментальная нейрохимия, т. 3. Метаболизм в нервной 
системе.

Handbook of neurochemistry (Sec. ed.): vol. 1. Chemical and cellular architec­
ture, 1982, 496 p., vol. 2. Experimental neurochemistry, 1982, 475 p , vol. 3. Metabo­
lism in the nervous system, 1983, 698 p. New York, Plenum Press.

В последние голы лабораторная биохимическая практика значительно обогатилась 
благодаря все более широкому использованию достижении современной аналитиче­
ской и препаративной химии, физической химии, иммунохимии, новых эксперименталь­
ных подходов с возможностью количественного изучения многих определяемых веществ 

на,,о и пикоколичествах. Был,, достигнуть, крупные успех,, „ в различных областях 
В „<11,0 иикм _ 7-томное «Руководство по нейрохимии», оиуб-
нейрохимпи. В связи с этим оо ввканскОго ученого, директора Нейрохимическо-
лнкованное под редакцией видного' • (969—1972 гг., теперь оказалось уже недо-
го центра в Ныо-Норке проф. г- Назрела необходимость критически и по-,
статочно полным, а частично и >с . нейрохимви, что и призвано сделать
новому осветить последние ЛОСТ'1Ж^Н‘'^ „ 10 томах.
2-е „здание «Руководства», планируйвполне очевидно по его плану и содержа-

Новое „здание «Руководства», Л|1ШЬ переработкой 1-го „здания, а пред-
пию первых трех томов, отнюдь не служащий дополнением к прежнему п от­
ставляет собой новый коллективный д охимип֊ так, следует подчеркнуть, что, на­
вевающий современным положениях ическая „ клеточная архитектура» нервной си- 
пример, отдельно таких тем, как ои,мия» (т. 2) вообще не было-в 1-м издании, 
стемы (т. I) и «экспериментальная отдельных морфологических структур НС,

Развитие топохимических "ССаа'т(1ятсльпая необходимость которых диктуется высо- 
в том числе и микроскопичесних, , биохимической гетерогенностью нервных об- 
кой морфологической, функционал глав-обзоров, составляющих т. 1 «Руковод-
разований, нашло свое отражен11 как «водные пространства», «Кальций в нерв- 
ства». Из них можно указать п & головном мозгу», «Нейроны», «Астроциты», «Оли­
ной клетке», «Пулы ампнокисла* кр0НС того, в т. 1 включены также очень важ- 
годендроциты», <։Швапп°вс^а" С||1|Ы։М| достижениями микрохимических исследова­
нью обзоры, связанные и с ые СИСтемы», «Аммиак», «Нейропептиды», «Следовые 
пни, на темы: «Ионные *Р3 „плиам11|,ыт, «Циклические нуклеотиды в ЦИС», «Бнопте- 
амины головного мозга. ’ , ИМ11Я цереброспинальной жидкости».
рпн», «Физиологическая ыва10т обзоры современных достижений практики лабо-

Безусловный шиере ледований, собранные в т. 2 «Руководства». В „их рас- 
раторных нейрохнмпче гибр„дизацпн РНК с ДНК, гистохимические методы уста- 
!՝мотпепы методы изучения ,.мо,рспы . количественного определения рецепторов, методы радпоэн-
новлеиия локализапп ения и биохимического исследования различных ком-
тематического анализа, ь
ИЯ тментов масс-спектрометрического изучения метаболизма некоторых „еиромедиа- 
11ар|мсп,ио, . нзолированного головного мозга, позитронной эмиссионной томогра- 
торов, "аР^ачсскпс аспекты фармакодинамики психотропных средств, биохимические
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методы диагностики наследственных неврологических заболеваний, методы иссле­
дований в головном мозгу человека нейромедиаторов, нейропептидов и соответ­
ствующих ферментов. Включены в т. 2 также и обзоры новых успехов в области при­
менения ряда методических приемов, уже широко используемых в нейрохимической 
практике.

Важно подчеркнуть, что в этих критических обзорах рассмотрены не только поло­
жительные стороны излагаемых методов, но подвергнуты обсуждению также и опре­
деленные ограничения их рационального применения.

Большое внимание нейрохимиков привлекут также и обзоры, помещенные в т. 3- 
«Руководства» и посвященные различным вопросам метаболизма в НС, в основном, в 
физиологических условиях жизнедеятельности при покос; в некоторых из них же даны 
и сведения, касающиеся метаболических сдвигов при изменениях функционального 
состояния и при патологических процессах. В этом томе читатель найдет обзоры по 
превращениям различных групп липидов, некоторых аминокислот (глутаминовой, гли­
цина, метионина), иминокислот. таурина, глутатиона. Далее в т. 3 имеются весьма 
содержательные обзоры по свойствам и метаболизму миелина, связи локальной функ­
циональной активности структур ЦИС и локального же использования в них глюко­
зы, интермедиарному метаболизму углеводов и других энергетических субстратов, 
окислительному фосфорилированию, влиянию гипогликемии на метаболические процес­
сы в головном мозгу, роли триптофана, фенилаланина, тирозина и их метаболитов в 
ЦНС, метаболизму головного мозга in vivo, а также кровоснабжению головного мозга.

Уже опубликованные 1—3 тома «Руководства» содержат очень важную критиче­
скую информацию по рассматриваемым в них вопросам и, несомненно, представляют 
большой интерес для специалистов, работающих в разных областях нейрохимии.

В имеющейся аннотации сообщается о тематике (быть может, пока условной) по­
следующих томов «Руководства»: т. 4—«Ферменты в нервной системе», т. 5—«Метаболи­
ческие превращения в нервной системе», т. 6—«Рецепторы в нервной системе», т. 7— 
«Структурные элементы нервной системы», т. 8 «Нейрохимические системы», т. 9— 
«Изменения метаболитов в нервной системе» и т. 10—«Патологическая нейрохимия».

Демин И. Н.
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