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А. В. Палладии (1885—1972).



НЕИРОХИМИЯ.
т. 4, № 3, 1985

К 100-ЛЕТИЮ СО ДНЯ РОЖДЕНИЯ 
АКАДЕМИКА А. В. ПАЛЛАДИНА

Академик. А. В. Палладии—выдающийся советский биохимик, 
основатель Института биохимии Академии наук Украинской ССР, 
носящего теперь՝ его имя, и первого в СССР периодического биохими
ческого издания «Украинский биохимический журнал», создатель ряда 
новых научных направлений, в том числе функциональной нейрохи
мии, и одной из наиболее крупных в нашей стране научных школ— 
украинской биохимической школы, видный организатор и популяриза
тор науки, прекрасный педагог и воспитатель научных кадров, изве
стный государственный и общественный деятель, активный участник 
■борьбы за мир.

А. В. Палладии родился 10 сентября 1885 г. в Москве, в семье 
Владимира Ивановича Палладино—выдающегося физиолога и биохи
мика растений, профессора Харьковского, а затем Варшавского и Пе
тербургского университетов, будущего академика Российской Акаде
мии наук, автора основополагающих исследований, на которых впос
ледствии сформировались современные представления о химизме ды
хания растений. Роль Палладина-отца, ученого с мировым именем, 
оказалась определяющей для Александра Владимировича как при вы
боре его пути в науке, так и в дальнейшем, при формировании его 
научного мировоззрения.

В 1903 г., после окончания Ларинской гимназии в Петербурге, 
А. В. Палладин поступил на естественное отделение физико-математи
ческого факультета Петербургского университета, который закончил 
в 1909 г. Обладая склонностями к научному поиску, он в студенческие 
годы проявил незаурядные способности экспериментатора, а затем и 
ученого-новатора, способного определить новое научнее направление, 
пути его становления, предсказать его будущее. Первые две научные 
работы, выполненные А. В. Палладиным-студентом под руководством 
выдающихся физиологов И. П. Павлова и И. Е- Введенского, были 
посвящены физиологии нервной системы и получили высокую оценку 
научной общественности. Одна из них была удостоена в 1908 г. Золо
той медали Петербургского университета. Получив хорошую теоре
тическую подготовку по физиологии животных, освоив методы поста
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новки физиологических экспериментов в лабораториях всемирно из
вестных ученых, А. В. Палладии тем не менее избрал для своей буду
щей научной деятельности не физиологию животных, а одну из зарож
давшихся в то время перспективных её отраслей—физиологическую 
химию, названную позже биологической химией. Становлению и разви
тию именно этой науки А. В. Палладии посвятил более 60 лет жизни. 
Однако, став биохимиком, Александр Владимирович никогда не порывал 
с физиологией. Все его работы и исследования его учеников были направ
лены на изучение биохимических основ физиологических функций 
организма животных и человека, на их основе впоследствии сформи
ровалось перспективное научное направление — функциональная био
химия и её важнейшая составная часть—функциональная нейрохимия.

В течение семи лет после окончания университета талантливый 
молодой исследователь А. В. Палладии, работавший несколько лет 
научным сотрудником в Бюро зоотехнии (1914—1916 гг.) в Петер
бурге, одновременно вёл педагогическую работу в Женском педагоги
ческом институте (1909—1916 гг.) и на Высших женских сельскохозяй
ственных курсах (1914—1916 гг.). В течение 1909—1913 гг. он несколь
ко раз был командирован в Германию для усовершенствования в об
ласти физиологической химии и физиологии в лабораториях Гейдель
берга, Тюбингена и Гиссена. Результаты научных исследований, вы
полненных А. В. Палладиным в 1913—1916 гг. в Петербурге, были 
обобщены в его монографии «Исследования над образованием и вы
делением креатина у животных» (1916 г.), за которую в 1917 г. ему 
была присуждена ученая степень магистра физиологии и сравнитель
ной анатомии. В этой оригинальной работе впервые были расшифро
ваны пути образования и превращений креатина в организме живот
ных и показана его важная функциональная роль. Книга явилась 
крупным вкладом в науку, она на многие десятилетия определила 
пути развития исследований не только по биохимии креатина и креа
тинина, а в дальнейшем и биохимии креатинфосфорной кислоты, но 
и по биохимии мышечной деятельности, биохимии физической культу
ры и спорта.

Весьма плодотворным в жизни А. В. Палладина был пятнадцати
летний период работы в Харькове (1916—1931 гг.). В эти годы, на
ряду с многоплановой научной и научно-организаторской деятель
ностью, Александр Владимирович выполнял также большую педаго
гическую и общественную работу. В 1916 г. он был избран профес
сором кафедры физиологии Ново-Александрийского института сель
ского хозяйства и лесоводства, находившегося в то время в Харькове, 
а в 1917—1921 гг. читал курс лекций по биохимии в Харьковском уни
верситете. В 1921 г. его избрали профессором и заведующим кафедрой 
физиологической химии Харьковского медицинского института, где 
он организовал, помимо учебной, также научно-исследовательскую ка
федру биохимии, на которой развернул интенсивную работу по биохи
мии авитаминозов и изучению обмена веществ в нервной ткани и 
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мышцах, по подготовке научных кадров. На основе этой кафедры в 
1925 г. по инициативе А. В. Палладина был создан Украинский био
химический институт Народного Комиссариата просвещения Украин
ской ССР (с 1931 г.—Институт биохимии Академии наук УССР, 
с 1972 г. Институт биохимии им. А. В. Палладино Академии наук 
УССР). В 1926 г. Александру Владимировичу присуждают ученую 
степень доктора биологических наук и избирают членом-корреспон
дентом Академии наук УССР, председателем Харьковского медицин
ского общества—одного из старейших в нашей стране, а в 1930 г.— 
членом Президиума Академии наук Украинской ССР. В Харькове 
А. В. Палладиным были основаны в 1926 г. первый в СССР биохими
ческий журнал—«Науков! записки украшенного бюх1м1чного институту» 
( в настоящее время—«Украинский биохимический журнал»), бес
сменным ответственным редактором которого он был до 1972 г., а в 
1928 г.—Украинское физиологическое общество. В 1929 г. А. В. Пал
ладия был избран действительным членом Академии наук Украин
ской ССР. В Харькове, который был тогда столицей Украинской ССР, 
Александр Владимирович принимал деятельное участие в работе На
родного Комиссариата здравоохранения и Главного управления по 
науке Народного Комиссариата просвещения республики, активно за
нимался популяризацией науки и педагогической работой.

Особенностью деятельности А. В. Палладина как ученого явля
ется плодотворное сочетание научно-исследовательской работы с пе
дагогической. Последнюю он проводил в течение 45 лет, начи
ная с 1909 г., сначала в Петербурге, затем в Харькове и Киеве. На 
основе курса лекций по биохимии, читавшегося в Харьковском меди
цинском институте, Александр Владимирович написал первый совет
ский учебник по биохимии, который вышел в свет в 1924 г., где, кроме 
традиционного в те годы описания в учебниках главным образом хи
мического состава тканей и структуры тканевых компонентов (стати
ческая биохимия), впервые было уделено большое внимание изложе
нию закономерностей биохимических превращений веществ в организ
ме (динамическая биохимия) и их функциональной роли. Уже в те 
годы в этом учебнике отчетливо просматривались пути развития био
логической химии от статической через динамическую к функцио
нальной. В течение трех десятилетий по нему познавали осно
вы биохимии многие тысячи молодых специалистов в нашей стра
не и за рубежом. Учебник систематически совершенствовался и до
полнялся автором и выдержал 25 изданий на девяти языках народов 
СССР и стран социализма.

А. В. Палладии по праву признан основателем одного из наибо
лее важных и перспективных биохимических направлений—функцио
нальной биохимии и её составной части—функциональной нейрохимии. 
Конечной целью этого направления исследований, получившего пло
дотворное развитие в нашей стране и за рубежом, является познание 
молекулярных механизмов биохимических процессов, составляющих
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^основу физиологических функций организма, функций нервной систе
мы. в частности, а также поиск путей целевого воздействия на эти 
функции путем регуляции интенсивности или направленности процес
сов внутриклеточного обмена веществ.

А. В. Палладину принадлежит пальма первенства в разработке 
-в СССР следующих актуальных проблем функциональной биохимии: 
биохимии нервной системы, биохимии мышечной деятельности, в том 
числе биохимии физической культуры и спорта, биохимии питания, 
включая биохимию витаминов и авитаминозных состояний.

Систематические исследования по биохимии креатина, выполнен- 
.ные А. В. Палладиным в Петербурге, в дальнейшем дополнились изу
чением биохимии креатинфосфорной кислоты и приобрели отчетливо 
выраженную функциональную направленность. Они способствовали 
■формированию и плодотворному развитию нового направления функ
циональной биохимии—биохимии мышечной деятельности. Результаты 
разработки этого научного направления, в частности вопросов биохи
мии мышечного сокращения (процессов обмена веществ при обычной 
и интенсивной работе, утомлении, отдыхе и тренировке мышц), био
химии физической культуры и спорта, биохимии ряда мышечных па
тологий, включая патобиохимию сердечной мышцы, представляют 
большой интерес не только для познания молекулярных механизмов 
мышечного сокращения, но и для медицинской практики.

Проблема биохимии питания и примыкающие к ней проблемные 
вопросы биохимии витаминов, авитаминозных состояний и голодания 
интенсивно разрабатывались А. В. Палладиным и его сотрудниками 
главным образом в тяжелые годы разрухи, вызванной Первой мировой 
и гражданской войнами. Это были вопросы химического состава пи
щевых продуктов, определения их пищевой ценности, поиска дополни
тельных источников питания, исследования содержания витаминов 
в пищевых продуктах и их роли в профилактике и лечении гипо- и 
■авитаминозных состояний организма, влияния различных пищевых 
продуктов на процессы обмена веществ и др. Перечисленные иссле
дования, кроме их большой теоретической значимости для познания 
узловых вопросов питания человека и кормления сельскохозяйствен
ных животных, преследовали также определенные практические цели 
в решении насущных проблем питания, профилактики и лечения пато
логий, возникающих вследствие недостатка или неполноценности пи
щевых продуктов (алиментарная дистрофия, гипо- и авитаминозные 
состояния и др.). Исследования А. В. Палладина в области витами
нов и их роли в процессах внутриклеточного обмена веществ были от
мечены в 1929 г. премией им. В. И. Ленина, которая присуждалась 
с 1926 по 1932 гг. за научные работы, имеющие наибольшее прак
тическое значение (всего было тридцать лауреатов премии им. 
В. И. Ленина).

К разработке проблемы витаминов Александр Владимирович воз
вратился в годы Великой Отечественной войны. На этот раз его вни- 
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мание было сосредоточено на антигеморрагическом витамине К. В 
очень сохатые сроки в условиях, военного времени Александр Влади
мирович организовал и выполнил синтез, промышленное производство 
и широкое внедрение в лечебную практику госпиталей и клиник сна
чала метил-нафтохинона, а затем и его водорастворимого аналога, 
названных им соответственно витамином К3 и викасолом. Оба препа
рата, кроме кровоостанавливающего действия, способствуют заживле
нию ран и язв, лечению обморожений, ожогов, пролежней- Значение 
этих препаратов для спасения жизни раненых и сокращения сроков их 
выздоровления трудно переоценить. Викасол широко используется в 
клинической практике и в настоящее время.

Развитие в нашей стране исследований по биохимии нервной си
стемы, начатых А. В. Палладиным в 1922 г., позволило в дальнейшем 
накопить огромный фактический материал и установить важные зако
номерности биохимической топографии нервной системы, её фило- и 
онтогенеза, выявить особенности обмена веществ при различных функ
циональных, экстремальных и патологических состояниях организ ма. 
а также при воздействии на организм различных факторов среды и 
фармакологических средств. Эти исследования, как правило, пресле
довали цель выявить связь между структурной организацией или 
метаболизмом исследуемого компонента и функцией органа или его 
определенной морфо-функциональной структуры. Такой подход к ре
шению проблемных вопросов нейрохимии обеспечивал возможность 
широкого использования полученных результатов в клинической ме
дицине. Многие из изучавшихся вопросов уже переросли в крупные 
проблемы современной медицинской биохимии.

Творческие усилия А. В. Палладина и его сотрудников в послед
ние десятилетия жизни были сосредоточены преимущественно на раз
работке актуальных проблем функциональной нейрохимии: обмена 
белков, нуклеиновых кислот, углеводов, медиаторов и других биологи
чески важных веществ при различных функциональных и патологи
ческих состояниях организма, а также познания молекулярных ме
ханизмов транспорта ионов через клеточные мембраны. Результаты 
таких исследований, выполнявшихся в разное время на органном, ре
гиональном, клеточном, субклеточном и молекулярном уровнях, яв
ляются большим вкладом в нейрохимию, в расшифровку биохимиче
ских основ функций нервной системы, в формирование подходов к 
расшифровке молекулярных механизмов таких специфических функ? 
ций мозга как память и психическая деятельность человека. Много
летние исследования по белкам мозга обобщены в монографии 
А. В. Палладина, Я. В. Белика и Н. М. Поляковой «Белки головного 
мозга и их обмен» (1972 г_)։ которая переведена на английский язык 
(“Protein metabolism of the brain", 1977).

В рамках перечисленных выше проблем функциональной биохи
мии, решению которых А. В. Палладия посвятил более 60 лет своей 
жизни, ряд разрабатывавшихся вопросов имел в перспективе большое 
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практическое значение. Среди них такие, как биохимия сна и психо
зов, свертывания крови и гипотермических состояний, роста и реге- 
.нерации тканей, авитаминозов и голодания, в частности биохимия 
алиментарной дистрофии, биохимия кормления сельскохозяйственных 
животных и ацидозов.

А. В. Палладии—автор около 400 научных трудов (монографий, 
■обзорных и экспериментальных статей, учебников и учебных пособий, 
научно-популярных книг и статей) и более 200 опубликованных речей 
и докладов разного содержания.

Александр Владимирович всегда уделял много внимания форми
рованию у исследователей диалектико-материалистической методоло
гии научного поиска и разработке новых, а также усовершенствова
нию существовавших методов исследования физико-химических основ 
физиологических функций организма. Он первым в нашей стране ещё 
в 20-е годы проводил ежегодно в Харькове своеобразные биохимиче
ские школы, носившие название биохимических практикумов, а также 
курсы повышения квалификации на рабочих местах в Украинском 
биохимическом институте. На этих практикумах и курсах, пользовав
шихся большой популярностью, повышали свою биохимическую ква
лификацию сотни специалистов из десятков городов нашей страны. 
(Астрахани, Баку, Воронежа, Еревана, Иркутска, Казани. Красно
дара. Махачкалы, Москвы, Омска, Ростова-на-Дону, Тбилиси и др.).

Весомый вклад в разработку актуальных проблем функциональ
ной биохимии внесен и другими лабораториями Института биохимии 
АМ УССР, которым он руководил в течение 45 лет. Многие завершен
ные в Институте исследования удостоены Государственных премий 
■СССР и Украинской ССР, обобщены в десятках монографических ра
бот и тематических сборниках научных трудов, изданных на русском, 
■английском, польском, японском языках.

Созданная А. В. Палладиным украинская биохимическая школа 
■одна из наиболее крупных в нашей стране научных школ. Много вни
мания он уделял развитию биохимии и воспитанию научных кадров 
■в союзных республиках и странах социализма. Среди его учеников— 
академики и члены-корреспонденты Академии наук СССР, Академий 
наук союзных республик и ВАСХН ИЛ, руководящие работники Ака
демий наук, директора научно-исследовательских институтов и рек
торы высших учебных заведений, руководители кафедр и биохимических 
лабораторий в десятках городов СССР, а также в Народной Респуб
лике Болгарии, Венгерской Народной Республике, Польской Народ
ной Республике, Социалистической Республике Румынии и Чехосло
вацкой Социалистической Республике.

А. В. Палладин в течение 45 лет был бессменным председателем 
Украинского биохимического общества, именовавшегося ранее физио
логическим, а затем Обществом физиологов, биохимиков и фармако
логов. С 1964 по 1969 гг. он был президентом, а с 1969 по 1972 гг.— 
почетным президентом Всесоюзного биохимического общества.
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В течение 32 лет А. В. П алладин работал в П резидиуме Акаде
мии наук Украинской ССР, будучи членом Президиума (1930— 
1934 гг.) и непременным секретарем Президиума (1934—1939 гг.),.
первым
1962 гг.)

вице-президентом (1939—1946 гг.) и президентом (1946—? 
Академии наук Украинской ССР. Большая научно-ррганиза- 

ционная работа, выполнявшаяся в эти годы Александром Владимиро
вичем, способствовала созданию ряда академических институтов по 
новым перспективным научным направлениям, подготовке высококва
лифицированных научных кадров, мобилизации усилий многотысяч
ного коллектива Академии наук УССР на решение наиболее актуаль
ных научных проблем и на выполнение народнохозяйственных планов.
республики и всей страны.

Научная, научно-организационная и общественная деятельность- 
А. В. Палладина была высоко оценена в нашей стране и за рубежом. 
Он неоднократно избирался депутатом городских советов народных 
депутатов Харькова и Киева, членом Всеукраинского Центрального
Исполнительного Комитета (ВУЦИК), депутатом Верховных Советов
СССР и Украинской ССР четырех созывов, делегатом XIX—XXII съез
дов КПСС и XVI—XXII съездов КП Украины, на которых избирался 
членом ЦК КП Украины, удостоен высокого звания Героя Социали
стического Труда (1955 г.) и лауреата премии им. В. И. Ленина 

(1929 г.), награжден пятью орденами Ленина, орденом Октябрьской 
революции, двумя орденами Трудового Красного Знамени, орденом 
Красной Звезды и медалями. А. В. Палладии—академик АН СССР 
и АН УССР, действительный член АМН СССР и АН Белорусской 
ССР, заслуженный деятель науки УССР. Международным признанием՛ 
заслуг А. В. Палладина в развитии биохимической науки является из
брание его действительным членом Польской Академии наук, почет
ным академиком Болгарской, Венгерской и Румынской Академий 
наук, членом Международного нейрохимического общества, Химиче
ского общества Франции, редколлегии “Journal of Neurochemistry,, 
ч “The International Journal of Neuroscience", а также награжде
ние его орденом «Кирилл и Мефодий» I степени за выдающиеся зас
луги перед болгарской наукой и Золотой медалью «Provincia di 
Milano» за заслуги в развитии мировой нейрохимии.

А- В. Палладин—активный борец за мир, сотрудничество и друж
бу между народами. В 1945 г., когда ещё продолжалась Вторая ми
ровая война, Александр Владимирович, будучи членом делегации 
Украинской ССР на учредительной конференции ООН в Сан-Францис
ко, принимал активное участие в выработке устава этой международ
ной организации, в послевоенный период он был членом советских 
делегаций на Всемирных конгрессах борцов за мир в Праге (1949 г.) 
и Варшаве (1950 г.), делегатом двух Всесоюзных конференций сто
ронников мира в Москве; главою советских делегаций с миссией друж
бы и укрепления культурных связей с Австрией, Болгарией и Голлан- 
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•<Эи<?й. В 1959 г. А- В. Палладии был награжден серебряной медалью 
Всемирного Совета Мира за выдающийся вклад в дело укрепления 
мира и дружбы между народами. А. В. Палладия с 1926 г. и до 
последних дней своей жизни принимал активное участие в работе 
многих международных научных форумов: физиологических и биохи
мических конгрессов, нейрохимических съездов, конференций по мир
ному использованию атомной энергии и др. На всех этих международ
ных встречах ученых, во всех международных органах Александр Вла
димирович выступал с докладами, всегда достойно представлял стра
ну Советов, её миролюбивую внешнюю политику, её науку.

Вся многолетняя деятельность Александра Владимировича как 
ученого и организатора науки, педагога и общественного деятеля сви
детельствует об удивительной его способности объединять массы 
людей в дееспособные коллективы и направлять их усилия на реше
ние актуальных научных проблем или крупных практических задач. 
Советским нейрохимикам эта черта характера Александра Владими
ровича известна по тем Всесоюзным научным конференциям и коор
динационным совещаниям, которые он как председатель Научного со
вета по проблемам биохимии нервной системы регулярно проводил в 
течение последних двадцати лет жизни в Киеве, Ереване, Тбилиси, 
Тарту, Ленинграде, и которые объединили всех нейрохимиков страны н 
дружный многонациональный творческий коллектив.

РЕДКОЛЛЕГИЯ
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ИЗУЧЕНИЕ ЭНДОГЕННЫХ БЕЛКОВЫХ ЛИГАНДОВ 
МОЗГОСПЕЦИФИЧЕСКИХ БЕЛКОВ ГРУППЫ Б-100

ПОЛЕТАЕВ А. Б., ГРУДЕНЬ М. А.
Институт нормальной физиологии им. П. К- Анохина АМН СССР, Москва

Обнаружены и частично идентифицированы около 20 белков нервной ткани, 
способных специфически взаимодействовать с иммобилизованными препаратами 
Фракции мозгоспецнфических белков группы S-100. Взаимодействие имеет вы
раженный Са2 *-зависимый характер. Среди белковых лигандов S-100 идентифици
рованы тубулин, Ca2 t-, Mg2+ -АТРаза, щелочная фосфатаза, бутнрилхолпнэстераза, 
МАО, карбоксильная протеиназа, кислая глюкооксидаза, р-галактозидаза. Среди 
лигандов S-100 найден ряд нендентифицированных гликопротеинов п ДНК-связы- 
вающих белков. Обнаружение и функциональная идентификация указанных лиган
дов позволяют по-новому оценить роль белков группы S-100 в регуляции метаболи
ческих процессов, характерных для нервной ткани.

В настоящее время большое внимание уделяют выделению и изу
чению мозгоспецифических белков (МСБ), непосредственно участ
вующих в молекулярном обеспечении основных нейрофизиологических 
механизмов [1—3]. Особое внимание исследователей привлекают 
МСБ группы S-100, имеющие отношение к механизмам обучения и- 
памяти [4], общего эмоционального состояния [5], регуляции страха 
[6] и агрессивного поведения [7], связанные с патогенезом ряда нерв
но-психических заболеваний [8, 9]. В то же время конкретные моле
кулярные механизмы участия белков группы S-100 в регуляции функ
ций мозга остаются неизученными.

Ранее предполагали, что одним из наиболее конструктивных под
ходов к пониманию их роли в механизмах специфических функций՛ 
нервных клеток и мозга в целом является изучение тех конкретных 
молекулярных процессов и идентификация тех определенных видов 
молекул, во взаимодействии с которыми реализуется функциональ
ная активность белков группы S-100 [10, 11]. В литературе имеются 
сообщения о модулирующем .влиянии белка S-100 па активность՛ 
РНК-полимеразы I [12] и фосфорилирование ряда белковых субстра
тов мозга [13]. Было установлено, что в физиологических условиях 
белки группы S-100 подвергаются Са2 +-зависимому взаимодействию՛ 
с достаточно широким кругом белков нервной ткани (среди них уда
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лось идентифицировать тубулин [10]), специфически сорбируют ряд 
неидентифицированных ' эндогенных олигопептидов, обладающих вы
раженной «поведенческой» активностью [6]. Эти данные углубили 
понимание функциональной значимости белков группы S-100 и под
твердили перспективность подобного функционального подхода к изу
чению их роли в обеспечении специфических функций нервных кле
ток.

Целью настоящего исследования являлась идентификация других 
(помимо тубулина) белковых лигандов белка S-100, присутствующих 
ъ экстрактах мозга.

Материалы и методы

Получение белков группы S-100 и их иммобилизация описаны ранее [14]. Для 
выделения белковых S-100-лигандов использовали 10 кг свежезамороженного мозга 
быков (гомогенизация в 0,01 М трис-HCl буфере pH 7,5; центрифугирование 60 мин при 
18000g). Экстракты наносили на ЮО-мл колонку ДЕАЕ-сефарозы («Pharmacia». Шве
ция), уравновешенную тем же буфером. Белки, не сорбировавшиеся на анионообменнике, 
закисляли до pH 5,0 и наносили па 100-мл колонку КМ-сефарозы с тем же значе
нием pH. После отмывки колонок от несвязавшегося материала кислые и щелочные 
белки элюировали с них 2 М NaCl, концентрировали ультрафильтрацией на фильтрах 
UM-10 («Amicon», США), диализовали против 0,1 ДА трис-HCl буфера pH 7,5 с 
о мДА СаС12 и использовали для выделения фракций кислых и щелочных гликопро
теинов (специфически сорбирующихся на колонках конка на валинА-сефа розы и 
элюирующихся 0,3 М а-мет ил гликозидом).

Полученные фракции кислых и щелочных белков и соответствующих гликопро
теинов мозга пропускали через 50-мл преколонки с сефарозой 6 В, а затем через 
колонки S-100-сефарозы (10 мл геля, содержащего по 5 мг белка/мл). После отмывки 
колонок 0,5 ДА NaCl на 0,1 ДА трис-HCl буфере pH 7,5, специфически сорбированные 
•белковые лиганды S-100 элюировали тем же буфером с 10 мМ. ЭДТА-Кта3. Для 
предотвращения агрегации и протеолиза получаемых белков все использовавшиеся 
растворы содержали 0.01%-ный тритон Х-100 и 0.5 мДА фенилметилсульфоннлфюрид. 
Все процедуры проводили при 2—4°.

' Состав полученных лигандов S-100 анализировали электрофоретически в на
тивных условиях или в 0,1%-ном ДДС-.\’а и 8 ДА мочевине [15]. Гели после элек
трофореза окрашивали Кумасси G-250, алциановым синим или реактивом Шиффа 
[15, 16]. Величину Мг белков рассчитывали* используя калибровочную кривую, по
строенную по белковым стандартам («Pharmacia», Швеция).

Оценку содержания тубулина среди гликопротеинов, связывающихся с бел
ком S-100, проводили путем вычисления разности в содержании суммарного белка 
•фракции кислых гликопротеинов до и после пропускания 1 мг лигандов через 0,5-мл 
колонку иммобилизованных антитубулиновых антител (иммобилизация на CNBr-ce- 
фарозс), уравновешенную 0,01 М трис-HCl, pH 7,0. Тубулин получали по методу 
Полетаева и ДАещеряковой [10]. Иммунизацию кроликов и выделение антитубулиновых 
антител из фракции ^-глобулинов проводили, как описано ранее [14].

Сродство к ДН1< белковых лигандов S-100 определяли, используя ДНК-сефа- 
розный сорбент [17] при элюции специфически связывающихся белков 2,0 ДА NaCl.

Качественное выявление АТРазнон активности проводили после электрофорети
ческого разделения лигандов S-100 в нативных условиях на нефиксированных гелях 
[18]. Идентификацию типа АТРазы, связывающейся с белком S-100, осуществляли, 
используя методы для выявления соответственно Na+, К +-АТРазы и Н+-АТРазы 
[19 20].
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Протеолитическую активность определяли ио методу Anson [21].
Активность щелочной и кислой фосфатаз оценивали по расщеплению п-нитро- 

•фенилфосфатз соответственно при pH 10,0 и 5,0 [22]. Определение ацетил- и 
бутирилхоликэетеразной активности проводили по методу Karnovsky и Roots [23]. 
кислой а-глюкооксидазы—по методу Johnsson и соавт. [24]. Выявление активности 
Р-галактозидазы проводили с использованием в качестве субстрата 4-метилу.мбел- 
лиферил-Е-О-галактопиранозида [25]. Активность МАО определяли по GIcnner и 
соавт. [26]. тирозннгидроксилазную активность—по Nagatsa и соавт. [27], ката
лазную и пероксидазную активности—с использованием о-диакизидина, 3,3-днампно- 
бензидина и 5-аминосалициловой кислоты [28].

Результаты и обсуждение

Рансе было установлено, что все эндогенные белковые лиганды 
МСБ 5-100 для связывания с последними требуют наличия в среде 
Са2+. Сформированные молекулярные ассоциаты распадаются в при
сутствии ЭДТА или ЭГТА, тогда как вклад ионных или гидрофобных 
взаимодействий незначителен [10, И]- Эти данные явились основопо
лагающими при выборе условий сорбции-десорбции па колонках 
5-100-сефарозы и получили дополнительное подтверждение в прове
денных экспериментах. Представление о том, насколько разные по,
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Рис. 1. Белковые лиганды мозгоспецифнческих белков группы 5-100. 

своим характеристикам белковые молекулы способны связываться 
с иммобилизованными препаратами белка 5-100, дает рис. 1. Отмс
тим, что ни с самим матриксом, пи с другими иммобилизованными на 
сефарозе белками (белки сыворотки кролика) белковые лиганды 
белка 5-100 подобных комплексов нс формировали.

Какой же физический смысл имеет термин «Са- -зависимое 
взаимодействие» применительно к разнообразным лигандам белка 
5-100? Известно, что в зависимости от концентрации Са- " в среде 
молекулы белка 5-100 способны весьма значительно менять свою 
пространственную структуру; что проявляется, в частности, в измене
нии их спектрально-оптических характеристик [29]. По некоторым
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данным, молекулы белков 5-100 содержат до 8 центров связывания 
Са2+ [29]. Можно предположить, что Са2 +-зависимое взаимодей
ствие белка 5-100 с различными белковыми лигандами сводится к 
его способности иметь большое число Са2 +-обусловливаемых стабиль
ных конформационных состояний (конформеров), причем в разных и» 
них белки 5-100 оказываются стерически комплементарны акцептор
ным участкам молекул разных лигандов. Ионы кальция, по-видимому, 
выступают в роли своеобразного аллостерического регулятора, обус
ловливающего способность молекул 5-100 специфически взаимодей
ствовать с теми или иными лигандами (рис. 2). Кроме того, следует 
учитывать и данные о молекулярной гетерогенности белков группы 
5-100 [11], что расширяет круг белковых молекул в нервной ткани, 
с которыми они могут взаимодействовать.

Рис. 2. Возможные механизмы, обусловливающие Са2 +-зависимую комп- 
лемеитарность белка S-100 нервной ткани к его лигандам, а—Са2+-моди
фицируемые конформационные состояния белка S-100, б—акцепторные 
участки белковых лигандов мозгоспецифических белков группы S-100

С МСБ группы S-100 специфически связываются кислые белки 
с величиной Мг 300, 280, 260, 170, 100, 75, 50, 45, 30, 17 и 10 кД и 
щелочные, имеющие Мг 350, 300, 280, 220, 120, 70, 45 и 30 кД. Боль
шая часть белковых лигандов белка S-100 представлена конканавалин- 
позитивными гликопротеинами мозга. Интересно отметить, что гли
копротеины печени, выделенные по аналогичной схеме, практически 
lie сорбируются па иммобилизованных препаратах белка S-100. Воз
можно, это свидетельствует об органной (тканевой) специфичности 
гликопротеиновых лигандов белка S-100. Такое предположение сог
ласуется с ранее полученными данными о присутствии в ткани мозга, 
но не печени, группы белков, способных к Са2 +-зависимому взаимо
действию с белком S-100 [И].
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Данные электрофоретического анализа позволили выявить среди 
кислых гликопротеиновых лигандов белка S-100 3 главных и 4 ми
норных компонента с Мг 100, 75, 72 (тубулин) и 300, 170, 45, 30 кД 
соответственно. Среди щелочных гликопротеинов, связывающихся с 
белком S-100, было обнаружено 3 основных (120, 45 и 30 кД) и 2 ми
норных (280, 70 кД) компонента. Обработка выделенных гликопро
теинов раствором 2-р-меркаптоэтанола не приводила к заметным из
менениям их электрофоретического спектра, что свидетельствует о 
незначительном вкладе дисульфидных связей в образование четвер
тичной структуры изучаемых молекул.

Методом иммуносорбции с использованием иммобилизованных 
антитубулиновых антител было установлено, что около 20% суммар
ного белка кислых гликопротеиновых лигандов белка S-100 прихо
дится па долю тубулина. В этой фракции были обнаружены также 
ферментативные активности, связанные с метаболизмом растворимых 
гликопротеинов, а именно р-галактозидазная и глюкооксидазная ак- 
тивпости

Идентификацию некоторых других компонентов фракции связы
вающихся с белком S-100 гликопротеинов проводили, исходя из сле
дующих соображений՛ в предварительных экспериментах было уста
новлено, что белки группы S-100 весьма существенно влияют на об
щий уровень окислительно-восстановительных процессов в клетках 
НС моллюсков (прижизненная спектрофотометрия—данные В. П. Ни
китина.). С другой стороны, имеются сообщения о связи белка S-100 
с механизмами трансмембранного переноса ряда ионов и аминокислот 
[4]. Это давало основание полагать, что среди молекул, взаимодей
ствующих с белком S-100. могут присутствовать те или иные виды 
АТРаз. Оказалось, что среди медленно мигрирующих (электрофорез 
в нативных условиях; =0,2) компонентов кислых гликопротеинов 
была обнаружена фракция, обладающая АТРазной активностью. Де
тальный анализ позволил установить, что эта фракция может быть 
отнесена к группе Са2+, Mg2+-АТРаз. Таким образом, предполагае
мая связь белков S-100 с регуляцией энергетического метаболизма и 
энергозависимым транспортом ионов в нервных клетках получила 
конкретное обоснование на молекулярном уровне. Щелочные глико
протеиновые лиганды белка S-100 нс обладали АТРазной активностью, 
но среди них обнаруживалась значительная активность «щелочной 
фосфатазы», что позволяет думать о наличии среди них ферментов, 
связанных с фосфорным обменом.

Основанием для попыток идентификации еще одной группы моле
кул, взаимодействующих с белком S-100, послужили косвенные дан
ные о существовании функционально-метаболических взаимодействий 
между белками группы S-100 и рядом известных [30] и неидентифи- 
цированных «поведенчески активных» олигопептидов [6], а также ги
потетические предположения о прямом или опосредованном участии 
белка S-100 в механизмах биосинтеза ряда нейропептидов [31]. ՝то 
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позволило нам предпринять попытки выявления ферментов, обладаю
щих протеолитической активностью среди лигандов белка 5-100. Во 
фракции кислых гликопротеинов было показано наличие протеолити
ческой активности с оптимумами pH в кислой и нейтральной областях 
(pH 1,8 и 7,0) и нечувствительной к действию ингибитора трипсино- и 
химотрипсиноподобных протеаз—фен ил метил сульфонилфторида. Дру
гие фракции лигандов белка 5-100, как и сам белок 5-100, протеоли
тической активности не проявляли. О специфичности связывания обна
руженной протеолитической активности с иммобилизованными белка
ми группы 5-100 свидётельствует отсутствие ее взаимодействия с им
мобилизованными белками сыворотки крови кролика. Естественно, что 
предположение о связи кислой и нейтральной протеиназ, ассоциирую
щихся с белком 5-100, с биосинтезом тех или иных нейропептидов яв
ляется предварительным и нуждается в специальных исследованиях.

Имеющиеся данные о влиянии белка 5-100 на обмен ряда нейро
медиаторов, в частности АХ, ГАМК, катехол- и индоламинов [32], 
явились основанием для поисков средн белковых лигандов белка 
5-100 ферментов обмена соответствующих нейромедиаторов. Среди 
гликопротеиновых лигандов была обнаружена бутирилхолинэстераз
ная активность (но не ацетилхолинэстеразная). Если учесть, что бу- 
тирилхолинэстераза является преимущественно глиальным ферментом, 
а также способность глии поглощать АХ, то можно допустить опосре
дованное влияние белка 5-100 на катаболизм этого медиатора посред
ством регуляции активности бутирилхолинэстеразы. Имеющиеся в 
Литературе данные об изменениях в обмене норадреналина и серото
нина в мозгу животных, получавших инъекции белка 5-100 [32], а 
также наши результаты о присутствии среди белковых лигандов 5-100 
белка, обладающего активностью МАО, также свидетельствуют о 
возможной связи белка 5-100 с обменом многих нейромедиаторов.

Ранее была обнаружена способность белка 5-100 влиять на ак
тивность генетического аппарата нервных клеток, в частности, за счет 
модуляции этими белками активности РНК-полимеразы I и уровня 
фосфорилированности ряда белков хроматина [12, 13]. Полученные 
данные о присутствии среди кислых белковых лигандов белка 5-100 
неидентифпцированпых ДНК-связывающихся белков (элюируются с 
ДНК 2 М НаС1; составляют 10—15% от общего пула кислых лиган
дов белка 5-100), являются дополнительной информацией для пони
мания природы связей белков 5-100 с регуляцией активности генома 
нервных клеток.

Отметим, что при направленном поиске среди белковых лигандов 
МСБ группы 5-100 активности каталазы, пероксидазы, №+, 
К + -АТРазы, Н + -АТРазы, «кислой фосфатазы», АХЭ, тирозингидро- 
ксилазы указанных ферментов обнаружено не было.

Природа части лигандов белков группы 5-100 (особенно щелоч
ных гликопротеинов) остается неустановленной и требует дальнейших 
исследований. Вероятно, для этого следует исходить из данных о 
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связи белков группы 5-100 с регуляцией фосфорилирования ряда ядер- 
ных и цитоплазматических белков нервной ткани [13], которое, воз
можно, реализуется посредством Са2 *-зависимого взаимодействия 
этих МСБ с определенными видами протеинкиназ и фосфопротеинфос- 
фатаз. Отдельные данные позволяют предполагать связь белка 5-100 
с клеточноспецифической (глиальной) регуляцией транскрипции и 
трансляции [33]. В этой связи представляются оправданными работы 
по поиску и выделению белков-регуляторов соответствующих процес
сов, способных акцептировать молекулы белка 5-100. Наконец, много 
неясного остается в молекулярных механизмах участия белка 5-100 
в регуляции синтеза и распада нейромедиаторов. Возможно, имеется 
значительно больше ферментов, способных взаимодействовать с бел
ками группы 5-100 и связанных с медиаторным обменом, чем это было֊ 
выявлено в данной работе.

функции микротудулярного 
аппарата

синтез (АМР

белки гриппу ЭКЮ гликОПрО геинОБ ■

регуляция
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бе л к об

модулями* актиьности генома
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и белков в 
тлиальпыА к легкая

биоэнергетические процессы

гране мембранный перено<-
цонов и медрагороь

Рис. 3. Предполагаемые функционально-метаболические сферы влияния 
мозгоспецифических белков группы 5-100

обмен медиаторов 
АХ 
ГАМК 
амины

обмен неиропеп тиехта

На основании литературных и собственных экспериментальных 
данных нам представляется возможным высказать ряд обобщенных и 
поддающихся экспериментальной проверке соображений, касающихся 
роли МСБ группы Б-100 в регуляции метаболизма клеток нервной 
ткани. Вероятно, они, как и близкий к( ним по физико-химическим 
свойствам другой Са2 * -связывающий белок—кальмодулин (органо- и 
тканенеспецифичный в отличие от белка Б-100), являются своеобраз
ными макромолекулярными модуляторами, способными прямо или 
косвенно влиять практически на все ведущие метаболические процес- 
сы в нейронах и глиальных клетках (рнс. 3). Влияние белка 5-100, 
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возможно, опосредуется по типу аллостерической регуляции активности 
многих мембранных, цитоплазматических и ядерных ферментов и дру
гих регуляторных белков. Способность белка 5-100 взаимодействовать 
с акцепторными участками молекул весьма различных лигандов обус
ловлена его конформационным состоянием, которое, в свою очередь, 
.зависит от локальной концентрации Са2+ в том или ином компарт- 
менте клетки (рис. 2). Можно допустить, кроме того, что молекулы 
белков группы 5-100 имеют несколько разных функциональных цент
ров (подобно молекулам иммуноглобулинов), каждый из которых 
способен связываться с определенными лигандами. Молекулярная ге
терогенность этих МСБ существенно увеличивает число возможных 
Са։+ -обусловливаемых конформеров и расширяет их регуляторные 
возможности.

Интересной особенностью белков группы 5-100 является их спо
собность экспортироваться в небольших количествах из глии в нейро
ны [33], где они выполняют соответствующие регуляторные функции. 
Это дает основание рассматривать МСБ группы 5-100 не только в ка
честве регуляторов множества внутриклеточных процессов, но и как 
своеобразные межклеточные макромолекулярные мессенджеры, обес
печивающие функциональное единство клеточных компонентов нейро
но-глиальных комплексов-

Имеющиеся экспериментальные данные и гипотетические сообра
жения, высказанные на их основе, имеют, по существу, качественный 
характер и нуждаются в большой работе по количественной детализа
ции и уточнению, однако постановка соответствующих вопросов пред
ставляется весьма полезной для развития некоторых аспектов моле
кулярной нейробиологии.

ENDOGENOUS PROTEIN LIGANDS OF BRAIN-SPECIFIC 
PROTEIN OF S-100 GROUP

POLETAYEV A. B., GRUDEN M. A.
P. K. Anckhln Institute of Normal Physiology, USSR Academy of Medical 

Sciences, Moscow

About 20 nervous tissue proteins specifically interacting with the 
immobilized preparation of S-100 protein major fraction have been de
tected and partially identified. The interaction is Ca2+-dependent. Among 
ligands of S-100 tubulin, Ca2+, Mg2+-ATPase, alkaline phosphatase, 
butyrylcholinesterase, MAO, carboxyl protease, acid glucose oxidase, 
^-galactosidase have been identified. Among non-identified ligands are 
some glycoproteins and DNA-coupling proteins. Data obtained point to 
the importance of S-100 proteins in the regulation of nervous tissue 
metabolism.
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БЕЛКОВЫЙ СПЕКТР ОДИНОЧНОГО НЕЙРОНА В 
КОНТРОЛИРУЕМОМ ФУНКЦИОНАЛЬНОМ СОСТОЯНИИ

КОГАН А. Б., КАМИНСКИЙ И. И., ГУСАТИНСКИП В. И.

НИИ Нейрокибернетик» Ростовского государственного университета нм. М. А. Суслова

Методом мнкроэлектрофореза исследовали белковый спектр одиночного механо- 
рецепторного нейрона растяжения речного рака в состояниях адекватного возбуж
дения растяжением и торможения, вызываемого ГАМК. Показано, что число пиков 
на денситограмме белкового спектра заторможенного нейрона достоверно уменьша
лось. Наиболее значительные изменения локализованы в области высокомолекуляр
ных белков. Высказано предположение об относительной активации процессов «фи
зиологического» протеолиза высокомолекулярных белков, сопровождающего дли
тельно поддерживаемое состояние торможения в отличие ст состояния возбуждения 
нейрона.

Проблеме взаимосвязи специфической функции нейрона с белко
вым метаболизмом в последние годы уделяли возрастающее внимание 
[1—4]. Её актуальность определялась не только теоретическим аспек
том, по и практическим—возможностью управления функциональным 
состоянием клетки, в частности с помощью интермедиатов белкового 
метаболизма посредством регуляции уровней протеолиза и синтеза 
[5, 6]. Особое значение это направление работ приобрело в свете 
новых фактов о физиологической активности продуктов белкового 
протеолиза, способных влиять на процессы возбуждения и торможе
ния нейронов [7—9]. Однако, несмотря на интенсивное изучение проб
лемы до настоящего времени остается невыясненным, каким образом 
изменяются протеолиз, синтез и транспорт внутринейроиальных бел
ков при различных функциональных состояниях нейрона и сопровож
даются ли эти процессы сдвигами его белкового спектра.

Целью настоящей работы было микроэлектрофоретическое иссле
дование белкового спектра медленноадаптирующегося мехаиорецеп- 
торного нейрона растяжения речного рака (МНР) при его адекватном 
возбуждении дозированным растяжением или торможением ГАМК.
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Л^атериалы и методы

Из 2- или 3-х сегментов брюшка рака А^асиэ 1ерос1асН 1из изолировали два 
симметричных МНР. Их приводили в состояние возбуждения, соответствующего ча
стоте генерации, импульсов 5 пмп/сек, отводимых присасывающимся мпкроэлектро՜ 
дом. В кювету, где находилась одна из клеток, с помощью проточной системы вво
дили ГАМК. Её конечная концентрация в экспериментальной камере составляла 
0,25 мМ. Процесс торможения контролировали по величине мембранного потенциала 
внутриклеточно введенным микроэлектродом. Продолжительность аппликации ГАМК 
составляла 10 мин, после чего оба анализируемых нейрона выделяли на холоду, солю- 
билчэирозали в микрокапиллярах.над ПААГ при 55° в течение 2 ч в растворе следую
щего состава:'20 мМ трис-сульфатный буфер pH 8,4. 1%-ный ДДС-.\’а, 1%-ный 
меркаптоэтанол, 10%-мая сахароза, бромфеноловый синий [10]. Верхний электродный 
буфер, содержащий 50 мМ трис-глицина. pH 8.4 и 0,1%-,ный ДДС-.\’а. соединяли с 
катодом и полученную смесь белков в капиллярах диаметром 250 мкм подвергали 
электрофоретическому разделению при стабилизированном напряжении 50 В в тече
ние 30 мин; гель окрашивали Кумасси СВВК-250 [11]. Оптическую плотность окраски 
полученного белкового спектра измеряли на сканирующем микроденситометре 
МЦФУ-2 и регистрировали самописцем «Эндим».

В работе были использованы технические приёмы, 'позволившие повысить вос
производимость результатов и снизить потери исследуемого вещества: а) формиро
вание градиента ПААГ осуществляли для всей серии капилляров одновременно в 
одних и тех же условиях [12] с последующим подбором пар гелей, совпадающих 
по длине; б) была исключена операция гомогенизации нейрона и связанные с ней 
весовые потери; в) после перенесения нейрона под мениск солюбилизирующего раст
вора капилляр центрифугировали при £ = 73, что предотвращало прилипание ней
рона к боковой стенке капилляра при* последующих манипуляциях. Совокупность 
использованных способов позволила уменьшить критический размер нейронов, при
годных для анализа, данным методом с 3004-400 мкм [13] до 50-4-70 мкм.

Каждую пару денентограмм белковых спектров возбужденного и заторможен
ного нейронов подвергали количественной обработке по следующей схеме; а) подсчи
тывали общее количество пиков на денситограммах контрольного и подопытного 
нейронов и их разность: б) проводили сегментацию каждой денситограммы на 
участки, отличавшиеся резким, «возмущающим» изменением хода кривой [14]: 
в) подсчитывали число пиков в каждом сегменте денептограммы контроля и опыта 
11 разности между ними: г) измеряли площади денентограмм и их отдельных сег- 
ментов, рассчитывали отношения площади каждого из сегментов к общей площади 
Д'нситограммы, после .чего определяли разности вел....... . соответствующих отношений
в сенситограмме контрольного и подопытного нейронов. Достоверности различий про
анализированных показателей рассчитывали с помощью непараметрического критс- 
Р11Я Вплкоксона для сопряженных пар.

Результаты и обсуждение

Пара денситограмм белковых спектров заторможенного и возбуж
дённого нейронов представлена на рисунке. Он иллюстрирует также 
границы 4-х сегментов денситограмм, количество пиков в каждом из них 
и разности между количеством пиков в опыте и в контроле. Резуль
таты статистической обработки количества пиков во всех исследован
ных парах нейронов представлены в табл. 1 Из приведенных данных 
следует, что в депентограммах белковых спектров нейронов, находив
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шихся в состоянии торможения, число пиков достоверно уменьшалось 
по сравнению с контролем. Для выяснения локализации происшедших 
в белковом спектре изменений подсчитывали количество пиков в каж
дом сегменте денситограмм контроля и опыта. Результаты подсчёта 
и разности количества пиков՛в соответствующих сегментах показывают, 
что достоверное уменьшение числа пиков происходило в 3-м и 4-ом сег-

Рис. Денситограммы белковых спектров пары симметричных нейронов. 
а—контроль, частота импульсацпн о Гц; б—опыт, торможение импульс
ной активности ГАМК 2,5X10-4.4 в течение 10 мин. По осп абсцисс— 
величина Мг белков в кД; белки-маркёры: лизоцим куриного яйца— 
13,9 кД, пероксидаза хрена—40 кД, бычий сывороточный альбумин— 
67 кД; I, II, III, IV—номера сегментов денситограмм, цифрами на кри
вых указаны номера ликов. По оси ординат—от величины оптической 

плотности (!§□)

ментах денситограмм, где располагались субъединицы белковых молекул 
с величиной М. свыше 40 и 65 кД соответственно.

Изменение числа пиков в указанных сегментах денситограмм сопро
вождалось изменением их площадей. Расчёт отношений площадей 
каждого из сегментов к площади всей денентограммы в контроле и 
опыте, сравнение разностей этих отношений во всех^парах изученных 
нейронов не выявили значимых отклонений, но позволили установить, 
что минимальный разброс исследуемых величин имел место во 2-х 
сегментах денситограмм. Поэтому последующие сопоставления пло
щадей отдельных сегментов в парах проводили сравнительно с пло
щадью 2-го сегмента. Результаты расчёта отношений площадей 4-х 
сегментов к площади 2-го стабильного сегмента и последующая оцен
ка разности между относительными площадями контрольных и опыт
ных сегментов денситограмм в каждой паре представлены в табл. 2. 
Из этих данных следует, что площадь 4-го сегмента денситограммы 
белкового спектра нейронов в состоянии торможения достоверно умень

256



шалась сравнительно с аналогичным сегментом в контроле. Кроме 
того, проявлялась тенденция к увеличению площади, занимаемой 3-м 
•сегментом денситограммы в том же функциональном состоянии.

Таблица 1 
Количество пиков денситограмм белковых спектров в парах симметричных нейронов
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Примечание. Д—разность между ЧИСЛОМ пиков в паре симметричных нейронов

Таким образом, торможение нейронов вследствие 10-минутной 
аппликации ГАМК сопровождалось уменьшением числа пиков элек
трофореграммы и количества белков' высокомолекулярных фракций. 
Такой результат мог быть следствием снижения уровня синтеза бел
ков или пропорционального снижения и синтеза и протеолиза при от
носительном преобладании протеолиза высокомолекулярных белков. 
Поскольку ранее нами было установлено снижение уровня синтеза и 
автолиза белков в полимодальных нейронах при длительном их тор
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можении [15], есть основания предполагать, что и при торможении 
периферического нейрона имеет место сходный процесс, сопровождае
мый избирательной активацией протеолиза высокомолекулярных бел
ков. При этом уровень активности соответствующих эндопептидаз мо
жет регулироваться внутриклеточными концентрациями Са2 + [16].

Таблица 2 
Величины относительных площадей 4-х сегментов денситограмм в парах симметричных 

нейронов и их разности

№

Отн нненне площади 4-го 
сегмента к площади 2-го 
сегмопта лене итограмми 

белкового спектра Разность

контрольный 
нейрон

ОПЫТНЫЙ 
нейрэн

1 0,557 0,429 0,13
о 0,658 0,612 0,05
3 0,247 0.301 0
4 0,394 0.349 0,05
5 1,118 1,071 0.05
1> 0,187 (>..48 -0,06
7 0,222 0,154 0.07
8 0,116 0,031 0,08
9 2,221 1,70г 0.52

10 2,067 1.618 0.45
11 1.986 1.731 0,26
12 2.153 1,855 0.3
13 2,358 1.757 0,6
14 1.617 2.341 -0.73
15 2.07 1.874 0.2
16 1.9.-5 1 .833 0.07
17 1,232 1,318 -0,09

р<0,05

Фрагменты высокомолекулярных белков, соответствующих 4-му 
сегменту денситограммы, если бы они образовались в достаточном 
количестве, должны были бы увеличить площади пиков остальных 
сегментов дс.чситограмм. Однако такая тенденция отмечена только в 
3-м сегменте, но при этом число пиков оказалось мепыпим, чем в соот
ветствующем сегменте контрольной депситограммы. Этот факт может 
свидетельствовать о том, что величины Мг появившихся белковых 
фрагментов соответствуют межпиковым минимумам денситограммы 
данного сегмента, при заполнении которых возраетала площадь под 
кривой и не происходило формирования новых пиков.

В результате протеолиза высокомолекулярных белков возможно 
также появление низкомолекулярных пептидов, не выявляемых в ус
ловиях нашего эксперимента- Поскольку уменьшение площади ден
ситограммы 4-го сегмента больше, чем .возрастание площади 3-го, а 
в 1- и 2-м достоверные изменения не были выявлены, такое предпо
ложение небезосновательно. Не исключено, что некоторые из новооб
разованных пептидов могли бы участвовать в процессах торможения 
нейрона. В этом случае должны потенцироваться эффекты ГАМК и 
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пептидов, возникших в результате её действия, что увеличивает про
должительность торможения, формируя «следовую» реакцию.

Авторы выражают признательность проф. М. Б. Штарку и сот
рудникам руководимой им лаборатории Института автоматики и 
электрометрии СО АН СССР (Новосибирск) за помощь в освоении 
методики микроэлектрофореза белков.

PROTEIN SPECTRE OF A SINGLE NEURON IN A FUNCTIONALLY 
CONTROLLED CONDITION

KOGAN A. B.. KAMINSKY I. 1., GUSATINSKY V. N.
Research Institute of Neurocybernetics, Rostov State University

Protein spectrum of a single neuron either excitated or inhibited 
by GABA has been investigated by microelectrophoresis technique. The 
number of peaks in the densitogram of protein spectrum of an inhibited 
neuron decreased reliably. Most significant changes in the densitogram 
were defected in the region of high Mr proteins. It was suggested that 
relative activation of processes of "physiological" proteolysis of high 
Mr proteins accompanies prolonged inhibition rather than excitation о 
a neuron.
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ВОЛНООБРАЗНЫЙ ХАРАКТЕР КРИВЫХ СВЯЗЫВАНИЯ 
ЗЦ-ГАМК И ЗН-МУСЦИМОЛА С МЕМБРАНАМИ ИЗ 

МОЗГА КРЫС И МЫШЦ САРАНЧИ

ТОПКИХ А. К., КУЗНЕЦОВ В. И., КАРАНОВА М. В., САДЫКОВ А. А.

Институт биофизики АН СССР, Пущино-иа-Оке

Кривые связывания ®Н-ГАМК и зн-мусцимола с препаратами мембран из 
мозга крыс и мышц саранчи, построенные с использованием достаточно большого 
диапазона концентраций лигандов, имеют волнообразный вид. Максимумы повторяют
ся при изменении концентраций меченого лиганда примерно в 1,4 раза. Обсуж
даются возможные причины волнообразной формы кривых связывания.

ГАМК — главный тормозной медиатор ЦИС позвоночных, жи
вотных [1], а также нервно-мышечной передачи членистоногих [2]. 
Имеется много работ по связыванию меченой ГАМК или ее меченого 
аналога—мусцимола с препаратами мембран, содержащих ГАМК-ре- 
цепторы [3], однако данные о количестве связывающих участков и 
их константах весьма разнообразны—сообщалось об одном [4, 5]г 
двух [6, 7] или трех [8, 9] типах связывающих участков. На графи
ках, приведенных в статьях, обращает на себя внимание небольшое 
количество точек, по которым авторы строят кривые связывания, а 
также в некоторых случаях несколько произвольная экстраполяция 
точек под теоретические кривые, характерные для определенного типа 
связывания.

Целью данной работы было уточнение кривых связывания 
3Н-ГАМК и зн-мусцимола с препаратами мембран, содержащих 
1՜ АМ'К - р е не п то р ы.

Материалы и методы

Фракция грубых мембран (Р2) была получена гомогенизированием целого мозга 
крыс в 10 объемах холодной 0,32 М сахарозы. Гомогенат центрифугировали при 
1000g 10 мин, затем супернатант—при 17000g 30 мни. Осадок подвергали заморажи
ванию-оттаиванию и трижды отмывали суспендированием в 20 объемах 50 мМ 
трис НС1 буфера (pH 7,4) и центрифугированием при 17000g 30 мин. Отмывание 
мембран 0,05%-ны.м тритоном Х-100, их солюбилизацию ДОХ-Na и осаждение солю- 
билизата сульфатом аммония проводили, как описано Asano, Ogasawara [10].
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Фракции грубых, а также отмытых тритоном Х-100 и солюбилизированных мембран 
могли сохраняться в жидком азоте 2—3 месяца.

Ножки саранчи размельчали в размельчителе тканей с 10-ыо объемами 0,25 М 
сахарозы и процеживали через три слоя марли. Далее фракцию отмытых грубых 
мембран получали аналогично списанному выше способу для мембран мозга крыс.

Эксперименты по связыванию проводили, используя два метода: фильтрование 
на нитроцеллюлозных фильтрах «Бупрог» (ЧССР) п центрифугирование.

В микропробнрки объемом 200 мкл вносили 10 мкл различных концентраций 
3Н-ГЛМ1\ или ЗН-мусцимола так, чтобы в конечном объеме 100 мкл содержались 
требуемые концентрации меченого лиганда; для определения уровня неспецифиче
ского связывания добавляли 10 мкм немеченых ГАМК или мусцимола в концентра
ции 10 или 1 мМ соответственно. Затем вносили 80 мкл суспензии грубых мембран 
в 50 мМ трис HCI буфера (pH 7,4) или раствора солюбилизированных мембран в 
этом же буфере с концентрацией белка 1 мг/мл. Смесь перемешивали и инкубиро
вали в течение 30—60 мин. Установили, что в этих интервалах времени связывание 
существенно не меняется. После инкубирования 90 мкл смеси наносили на пред
варительно вымоченный в дистиллированной воде фильтр диаметром 24 мм и раз
мером пор 0,4—0,8 мкм, помещенный на фильтровальную воронку. Смесь наносили 
так, чтобы она покрывала всю поверхность фильтра. Затем включали вакуум, смесь 
отсасывали, и фильтр промывали 3 мл холодной воды. Фильтры, которые помеща
ли на воронку матовой стороной вверх, подбирали так. чтобы 3 мл воды, просасыва
лись примерно за секунду. Все процедуры проводили при 0—4°. При таком способе 
фильтрования на фильтре остается около 80% белка грубых и около 50% белка 
солюбилизированных мембран: Высушенные фильтры помещали во флаконы с 3 мл 
стандартного толуольного сцинциллятора и измеряли радиоактинвость на счетчике 
«Intertechnique» (Франция).

Для центрифугирования использовали пробирки объемом 1,5 мл, в которые 
вносили 0,5 мл инкубационной смеси, содержащей 500 мкг белка. После 30 мин 
инкубирования проводили центрифугирование при 17000g в течение 30 мин. Осадок 
Дважды промывали 1 мл холодного буфера. Пробирки заливали диоксановым 
ецнициллятором и в них измеряли радиоактивность. В отдельных случаях осадки 
в пробирках солюбилизировали в 0,4 мл 10%-ного тритона Х-100, переносили в 
•счетные флаконы, добавляли 1 мл абсолютного этанола и 10 мл толуольного сцин- 
Циллятсра; что приводило к повышению радиоактивности в 1.3 раза. Это учитывали 
при измерении радиоактивности в диоксановом сцинцилляторе. Осаждение солюби
лизированных мембран проводили, используя полиэтиленгликоль.

Белок определяли по методу Lowry и сопит. (11] Использовали Ж-мусцимол 
05 Ки/ммоль, “Amersham Англия). Ж-ГАМК (26 Ки ммоль, „Изотоп-), мусцимол 
CServa-, ФРГ), ГАМК (“Reanal-, Венгрия), остальные реактивы марки „ос. ч“.

Результаты и обсуждение

При построении кривых связывания 3Н-мусцимола с грубыми 
мембранами мозга крыс с интервалом концентраций меченою лиган- 
Да> равной 1/10 порядка, оказалось, что на этих кривых имеются уча
стки, в которых, несмотря на более высокую концентрацию меченого 
мусцимола в среде инкубации, количество связавшегося 3Н-мусцимола 
меньше (рис. 1). Вклад в такие минимумы специфического связыва
ния вносят как кривые общего связывания, так и связывания неспе- 
цифического, выявляемого в присутствии 0,1 мМ немеченого мусци
мола. Для обеспечения достоверности существования минимумов в 
связывании для некоторых кривых точки взяты как среднее из 30 от
дельных измерений.
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Характерная кривая получается, если исследовать связывание 
другим методом, а именно, в присутствии одной концентрации мече
ного мусцимола и различных концентраций немеченого лиганда 
(рис. 2). Кривые, подобные приведенным на рис. 2, ранее пдлу.чены 
нами и для связывания 3Н-ТАМК с фракцией грубых мембран мозга 
крыс [12]- На рис. 3 представлена кривая связывания 3Н-ГАМК с 
фракцией грубых мембран из мышц саранчи.

Рис. 1. Связывание зН-мусцимола с фракцией (Р2) грубых мембран мозга 
крыс: 1—обшее связывание; 2—связывание в присутствии' немеченого 
мусцимола в концентрации 0,1 мМ; 3—вычтенное специфическое связы
вание. По оси абсцисс—концентрация 3Н-мусцимола (нМ), по оси орди
нат—связанный ЗН-мусцнмол (пмоль/мг белка). Каждая точка, как и на 
рис. 2—6, представляет среднее из 3—6 измерений с обозначенными стан
дартными отклонениями. Если стандартные отклонения не указаны, они 

находятся в пределах значков

Форма кривых не зависит от метода разделения связавшегося ли
ганда от свободного в инкубационной смеси, то есть фильтрования 
или центрифугирования.

С целью уточнения форм кривых՛՜ мы подучили кривые связыва
ния 3Н:мусцимола с фракцией , грубых мембран мозга крыс, исполь
зуя интервалы между концентрациями меченого мусцимола, равные 
1/100 порядка концентраций (рис. 4). На этих кривых выявляются 
чередующиеся максимумы и минимумы. При шкале крнцентрацйй 
3Н-мусцимола, выраженной в логарифмах, видно, что положения мак
симумов повторяются через равные интервалы, а именно, для кривой 
общего связывания при изменении концентраций меченого мусцимола 
в среднем в 1,43 раза, а для связывания в присутствии 0,1 мМ неме
ченого՛ мусцимола в 1,37 раза (эти цифры получены делением расстоя
ния между двумя крайними максимумами на логарифмической шкале 
концентраций 3Н-мусцимола от 10 до 1000 нМ, на количество проме
жутков между максимумами). Аналогичные кривые с разрешением в 
1/100 получены нами для концентраций 3Н-мусцимола от 10 нМ до 
100 нМ (рисунок не приводится), а форма кривых на рис. 1 и 2 по

262



зволяет предполагать, что подобная волнообразность кривых будет 
распространяться, по крайней мере, на концентрации 3Н-мусцимбла от 
1 нМ до 10 мкМ и даже выше, если учесть, что максимумы выяв֊ 
ляются даже в присутствии 100 мкМ немеченого мусцимола.

Рис. 2. Связывание зН-мусцимола в концентрации 10 вМ с фракцией (Р2) 
мозга крыс в присутствии различных концентраций немеченого мусци
мола. По оси абсцисс—концентрация Н-муснимола (мкМ), по оси орди

нат—связанный зц-мусцпмол (пмоль/мг белка)

Рис. 3. Связывание ЗН-ГАМК в концентрации 10 нМ с фракцией (Р2) 
грубых мембран из мышц саранчи в присутствии различных концентра
ций ГАМК немеченой. По оси абсцисс—концентрация ГАМК (мкМ), 

по оси ординат—связанная ЗН-ГАМК (пмоль/мг белка)

I
I

Кривые связывания 3Н-мусцимола на рис. 2 и связывания 
3Н-ГАМК на рис. 3 весьма похожи. Для уточнения формы кривых свя
зывания 3Н-ГАМК получали кривые, используя разницу в концентра
циях меченой ГАМК, равную 1/100 порядка. На рис. 5 приведен уча
сток кривой связывания 3Н-ГАМК с мембранами мышц саранчи. На 
участке от 0,1 до 1,0 мкМ она напоминает кривую, изображенную на 
рис. 1- Далее начинает выявляться волнообразность, характерная для՝ 
кривой, изображенной на рис. 4, с повторением максимумов при изме
нении концентрации 3Н-ГАМК примерно в 1,4 раза. Связывание 
’НД'АМК с синаптическими мембранами мозга крыс характеризуется 
примерно такой же кривой.
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Сравнение полученных нами кривых связывания 3Н-ГАМК и 
::3Н-мусцимола с фракциями мембран с кривыми, приводимыми в раз
личных опубликованных работах [4, 8, 13], наводит на мысль, что 
наши данные не противоречат результатам этих работ, и, возможно, 
объясняют различия в количестве связывающих участков и их кон
стантах, приводимых разными авторами. То есть, в. зависимости от 
концентрации лигандов можно получить самые разнообразные кри
вые связывания, встречающиеся в литературе.

Связывание 3Н-мусцимола с неотмытыми грубыми мембранами 
мозга почти не обнаруживает специфичности, выявляемой в присут
ствии 0,1 мМ немеченого мусцимола, но кривая связывания имеет 
описанную волнообразность. После отмывания мембран, в том числе 
и с использованием тритона Х-100, специфическое связывание выяв
ляется за счет раздвоения волнообразной кривой так, что волнообраз
ность имеют как кривая общего, так и неспецифическсго связывания. 
Преинкубирование мембран при 60° в течение 20 мин приводит к 
исчезновению как специфического рецепторного связывания, так и 
волнообразности кривой.

Рис. 4. Связывание зн-мусцимола с фракцией (Рг> грубых мембран моз
га крыс: 1—общее связывание; 2—связывание в присутствии немеченого 
мусцимола в концентрации 0,1 мМ. По оси абсцисс—1§( зн-мусцимо- 

ла, нМ), по оси ординат—связанный зН-мусцимол (пмоль/мг белка)
Рис. 5. Связывание ЗН-ГАМК с фракцией грубых мембран из мышц са
ранчи: 1—общее связывание; 2—связывание в присутствии немеченой 
ГАМК в концентрации 1 мМ. По оси абсцисс концентрация ЗН-ГАМК 

(мкМ), по осн ординат—связанная ЗН-ГАМК (пмоль/мг белка)

,, „„„„„мола и 3Н-ГАМК с препаратом солю-Кривые связывания ’Н-мусцимола 1
, . , „ гдмК-реЦептоРных участков имеютбилизированных и обогащенных 1 г 3

, . и _ 164-4 нМ для связывания 3Н-мусци-.гиперболическую форму с К-а
мола (рис. 6, а) и е Ка = 200±40 нМ для связывания 3Н-ГАМК (ри
сунок не приводится). Эти кривые согласуются с приводимыми в ли
тературе [14-16]. Расположение же точек на кривой связывания 
зн-мусцимола с солюбилизатом мембран (рис. 6,6) несколько напо
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минает кривую на рис. 2, что позволяет предположить, что волнооб
разность в некоторой мере сохраняется и при связывании с солюбили
зированными мембранами.

Хотя эксперименты проводились с мембранами целого мозга крыс 
и мышц саранчи, то есть с объектами, в которых возможны различные 
популяции ГАМК-рецепторных участков, повторяющиеся максимумы: 
при изменении концентрации меченого лиганда примерно в 1,4 раза 
(на кривых, обозначенных на рис. 2 и 3, где концентрация меченого ли
ганда постоянна, меняется отношение доли немеченого лиганда к ме
ченому) могут указывать на некий единый функциональный механизм,, 
вызывающий данную волнообразность. Тот факт, что волнообразность- 
исчезает при инактивации ГАМК-рецепторного связывания нагрева
нием, может указывать на связь ее с нативной структурой мембран.

Рис. 6. Связывание зН-мусцпмола с солюбилизированной и обогащенной 
фракцией (Р2) грубых мембран мозга крыс, а—в присутствии различных 
концентраций меченого мусцимола: 1—общее связывание; 2—неспецифи
ческое, то есть в присутствии немеченого мусцимола в концентрации 
0,1 мМ. По осн абсцисс—концентрация 3Н-мусцимола (нМ). б—в при
сутствии 10 нМ зн-мусцимола и различных концентраций немеченого 
мусцимола. По оси абсцисс—концентрация мусцимола (нМ), по֊֊_осн ор

динат—связанный ЗН-мусциеиол (пмоль/мг белка)

Волнообразность проявляется в присутствии почти тысячекратно
го избытка немеченого лиганда, причем, естественно, что разброс в; 
его концентрациях во много раз превышает разницу между концентра
циями меченого лиганда- Для объяснения этого можно высказать ряд 
предположений. Например, молекулы или молекулярные комплексы 
меченого и немеченого лигандов чем-то отличаются между собой, или՜ 
существует некий специфический механизм рецепторного связывания, 
при котором лигандные комплексы при связывании с рецептором рас
падаются. Могут иметь место также и чисто радиационные эффекты 
р-излучения трития, энергии которого вполне достаточно для некото
рой модификации как самих молекул лиганда, так и непосредственно- 
соприкасающихся с ними других молекул, например, рецепторных. Не 
исключены и эффекты, связанные с обменом трития на водород между 
Молекулами меченого лиганда и теми же рецепторными участками 
или водой.

^-Амплитуда волнообразности изменяется пропорционально концент
рации меченого лиганда и при концентрации лиганда, равной 100 нМ,. 
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имеет порядок 0,1 пмоль/мг белка. При солюбилизации мембран и 
обогащении солюбилизата ГАМК-рецепторными участками специфиче
ское связывание 3Н-мусцимола при концентрации 100 нМ составляет 
около 10 пмоль/мг белка. Амплитуда же волнообразности остается 
порядка 0,1 пмоль/мг белка (рис. 6,6). На основании этого, с одной 

■ стороны, можно предположить, что волнообразность обусловлена ка
ким-то неспецифическим фактором, от которого освобождаются в про
цессе обогащения ГАМК-рецепторными участками, а с другой сторо
ны', нельзя исключить и то, что волнообразность отражает специфиче
ское состояние ГАМК-рецепторного комплекса в солюбилизированной 
мембране, для которого характерна гиперболическая кривая связыва- 
ния,-

Проверка всех возможных объяснений волнообразности потре
бует специальных экспериментов. Данная же работа ставит вопрос, о 
правомочности интерпретаций кривых связывания с необогащенными 
ГАМК-рецепторными препаратами, цоторые приводятся в публикуе
мых работах, так как амплртуда показанной волнообразности соизме
рима с величинами специфического ГАМК-рецепторного связывания 
для этих препаратов.

I
WAVE-FORM CURVES OF THE RAT BRAIN AND LOCUST 

MUSCLE MEMBRANE BINDING WITH ’H-GABA AND 
’H-MUSCIMOL • '

TONKYKH A. K.. KUZNETSOV V. I.. KARANOVA M. V.. SADYKOV A. A. 
Institute of Biological Physics. Acad. Scl. of the USSR, Poustchlno

Rat brain and locust muscle membrane binding with ■’H-GABA and 
’H-muscimol has been studied in a large concentration range of ligands 
•(1—1000 nM) at one decimal interval. It was shown that the total and 
unspecific binding curves have a typical wavy form with convexity (or 
concavity) arising regularly with ligand concentration change by approx 
1.4. Such waveform curves were observed both with rat brain ,membra
nes and plasma membranes of the locust muscle. Possible reasons of 
.the wave-/form curves are discussed.
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НЕИРОХИМИЛ
т. 4, № 3, 1985

УДК 612.822.014.48:612.015.3

МЕТАБОЛИЗМ БИОГЕННЫХ АМИНОВ В СУБКЛЕТОЧНЫХ 
СТРУКТУРАХ ДВИГАТЕЛЬНОЙ СИСТЕМЫ ГОЛОВНОГО 

МОЗГА КРЫС ПРИ ДЛИТЕЛЬНОЙ ГИПОКИНЕЗИИ

. ПАНУШЕВА Н. Н„ ДОВЕДОВА Е. Л.

НИИ мозга ВНЦ психического здоровья АМН СССР, Москва

Исследовали метаболизм биогенных аминов во фракциях синаптосом (легких 
и тяжелых) и митохондрий, выделенных из сенсомоторной области коры больших 
полушарий и хвостатого ядра мозга крыс в течение длительной (до 90 суток) ги
покинезии и в период реадаптации (через 30 суток после прекращения двигатель
ного ограничения).
Обнаружены характерные для каждого срока эксперимента изменения содержания 
биогенных аминов—норадреналина, дофамина, серотонина и метаболита серотонина 
б-охсинндолуксусной кислоты, а также активности МАО типов А и Б. Показано, 
что 30-суточиый период реадаптации после 90-суточной гипокинезии не приводит к 
полной нормализации исследуемых. показателей метаболизма биогенных аминов..

Многочисленными исследованиями показано, что гипокинезия вы֊ 
зывает в организме животных и человека комплекс расстройств, вы
ходящих далёко за пределы локомоторного аппарата и распростра
няющихся на все органы и системы [1—3]. Ограничение естественно
го объема мышечной деятельности в значительной степени сказы
вается и на функциональном состоянии НС, одним из показателей ко
торого является уровень содержания в её структурах ряда биологи
чески активных веществ, в. частности биогенных аминов. Выполняя 
медиаторную и гормональную функции в ЦНС животных и человека, 
биогенные амины играют важную роль в регуляции многих процессов 
жизнедеятельности организма—циклов сна и бодрствования, мотива
ции. процессов обучения и памяти, а также в осуществлении и ре
гуляции моторного поведения [4—6].

В настоящей работе изучали динамику метаболизма биогенных 
аминов в субклеточных фракциях, выделенных из сенсомоторной об
ласти коры больших полушарий и хвостатого ядра головного мозга, 
крыс в различные сроки длительной гипокинезии, а также возможно
сти нормализации исследуемых показателей при возвращении живот- 

■ кых к нормальному двигательному режиму.
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Материалы и методы
Опыты проводили на половозрелых крысах-самцах линии Вистар. массой 140— 

170 г. Всего в экспериментах использовали 280 животных (по 140 в контрольной 
и подопытных группах). Подопытных крыс содержали в течение 90 суток в инди
видуальных клетках-«пеналах», резко ограничивавших движения. Контрольную груп
пу содержали в стандартных условиях вивария с однотипным пищевым и водным 
режимом. Исследования проводили на 30-, 60-, и 90-е сутки гипокинезии, а также 
через 30 суток после прекращения её действия.

Из сенсомоторной области коры больших полушарий и хвостатого ядра голов
ного мозга крыс методом дифференциального .центрифугирования [7] выделяли 
неочищенную митохондриальную фракцию, которую при последующем высокоско
ростном центрифугировании в ступенчатом градиенте плотности сахарозы разделяли 
на 5 субклеточных фракций: Л—миелин, В — обрывки синаптосом, С — легкие си- 
иаптосомы, D—тяжелые синаптосомы и Е—митохондрии [8].

Активность МАО типа А (субстрат—серотонин) и МАО типа Б (субстрат—п-ни- 
трофеннлэтпламнн) определяли спектрофотометрически при 250 [9] н 450 нм [10] 
соответственно, регистрируя образующиеся в присутствии семикарбазида продукты 
окислительного дезаминирования, используемых МН2-субстратов. В субфракциях 
суммарных синаптосом С, D определяли содержание норадреналина (НА), дофами
на (ДА), серотонина (5-ОТ) и 5-оксииндолуксусной кислоты (5-ОИУК) флуорнмет- 
рическим методом [11]. Содержание белка (10—40 мкг в пробе), а также состав 
инкубационной среды в контрольных и опытных пробах были одинаковы. Полученные 
результаты выражали в абсолютных величинах и в процентах изменения показа
телей по сравнению с нормой, принимаемой за 100%. Полученные результаты были 
статистически обработаны.

I
Результаты и обсуждение

В течение всего периода действия гипокинезии изменения актив
ности МАО А. и Б имели одинаковую направленность (табл; 1). Пер
вые 60 суток эксперимента характеризовались прогрессивным возра
станием активности обоих типов МАО в субклеточных фракциях сенсо
моторной коры и хвостатого ядра. При этом активация МАО типа А была 
более выражена по сравнению с МАО типа Б. В течение -3-го месяца 
гипокинезии активность процессов окислительного дезаминирования 
снижалась в субфракциях в различной степени по сравнению с её 
уровнем на 60-е сутки. В хвостатом ядре в течение этого: срока проис
ходила нормализация процесса за исключением субфракции Е, где 
было обнаружено достоверное снижение активности МАО типа Б по 
сравнению с контролем.

Сравнительный анализ изменений ферментативной активности в 
субклеточных фракциях сенсомоторной коры и хвостатого ядра пока
зал, что в течение первых двух месяцев гипокинезии активация МАО 
типа А была несколько сильнее выражена в субклеточных структурах 
хвостатого, ядра, тогда как более резкий спад активности фермента с 
60-х по 90-е сутки эксперимента был отмечен в коре. Этот факт сви
детельствует о՛ большей уязвимости коры мозга в условиях гипокине
зии по сравнению с хвостатым ядром.
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Таблица I
Активность МАО А (Е։։о'мт белка-10-2) и МАО Б (Е450/мг белка-10֊2) в субклеточных фракциях сенсомоторной коры 

больших полушарий и хвостатого ядра в различные сроки гипокинезии

Примечание. Активность ферментов выражена в абсолютных величинах (1)

Структуры 
головного 

мозга
Суб

фракции Контроль

М АО А

Контроль

МАО Б

Гипокинезия (сут.) Гипокинезия (сут.)

30 60 90 30 60 90

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

Сенсомо- С 46,9 60.8** +30 79.2** +69 29,8** -36 53,9 60,0 + 13 73,1** +37 61,2 +15
торная О 55,1 66,2 +20 88,2** + 60 36,7** ֊33 60,1 64,9 81,7** +36 67,2 + 12
область 
коры

Е 70,2 98,2** +40 134,3’* +91 56,1 . -20 70,2 79,3 + 13 99,8** + 42 61,1 -13

Хвостатое С 59,6 71,0 +25 101.3** +78 59.4 -0,3 59,0 66.8 +13 77.2** +31 67,7 + 17
ядро О 64,1 78,8** +23 108,6** +69 66,2 +3 64.9 73,2 +13 81,3** +25 69,7 +7

■ Е 86,0 140,4** +63 177,8** +107 80,1 ՛. -7 78,2 90,7 +13 104,6* +33 63,1* -19

1
и в % от контроля, принятого за 100% (2), *р<0,01; **р<0,05



Ограничение двигательной активности сроком до 30 суток вызы
вало достоверное повышение содержания НА и ДА в синаптосомах 
сенсомоторной коры на 36 и 23% соответственно (рис. 1). В течение 
2-го месяца эксперимента наблюдалась тенденция к нормализации 
содержания обоих катехоламинов. С 60-х по 90-е сутки гипокинезии 
происходила дальнейшая нормализация содержания НА, тогда как 
содержание ДА значительно увеличивалось и в конце эксперименталь
ного воздействия было на 71% выше нормы (р<0,01).

Рис. 1 Влияние гипокинезии на содержание биогенных аминов в синап- 
тосомах сенсомоторной области коры. По оси абсцисс—продолжитель
ность гипокинезии в сутках, по осп ординат—содержание в процентах от 

нормы, принятой за ]00%. 1—НА, 2—ДА, 3—5-ОИУК, 4—5-ОТ

Первые 60 суток эксперимента характеризовались постепенным 
снижением содержания 5-ОТ в синаптосомах, сопровождающимся по
вышением содержания его метаболита 5-ОИУК. В течение 3-го месяца 
гипокинезии была отмечена тенденция к нормализации уровня содер
жания 5-ОТ. Содержание 5-ОИУК в этот период достоверно снижа
лось и в конце периода гипокинезии было на 28% ниже нормы 
(р<0,01). Подобная направленность изменений содержания биоген
ных аминов была обнаружена и в синаптосомах хвостатого ядра 
(рис. 2). Так, наблюдаемое на 30-е сутки эксперимента повышение со
держания в них НА и ДА сменялось в течение 2-го месяца гипокине
зии тенденцией к его нормализации- Увеличение срока двигательной 
депривации до 90 суток вновь приводило к повышению содержания 
катехоламинов по сравнению с 60-ми сутками эксперимента. Количе
ство НА на 90-е сутки гипокинезии практически нормализовалось, а 
содержание ДА было на 33% выше контроля (р<0,01).

Состояние серотонинергической системы в хвостатом ядре на 
30- и 60-е сутки гипокинезии практически полностью соответствовало 
таковому в сенсомоторной коре. В течение 3-го месяца ограничения 
подвижности наблюдалось возрастание как содержания 5-ОТ, так и 
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:5-ОРГУК, на 90-е сутки гипокинезии уровень содержания 5-ОТ был 
незначительно выше контрольного, тогда как концентрация 5-ОИУК 
повышалась на 56% по сравнению с нормой (р<0.01).

Рис. 2. Влияние гипокинезии на содержание биогенных аминов в синап- 
тосомах хвостатого ядра. Обозначения те же, что и на рис. 1

Изменения содержания биогенных аминов в течение всего периода 
гипокинезии находились в тесной связи с 'изменениями активности фер
мента, принимающего участие в процессах их катаболизма—МАО. 
Так, повышение содержания катехоламинов на 30-е сутки. гипокине
зии сопровождалось возрастанием активности МАО, что свидетель
ствует об интенсификации обмена НА и ДА в начальные сроки экспе
римента. Следует отметить, что подобное увеличение содержания ка
техоламинов характерно для любого экстремального воздействия и 
■отражает компенсаторно-восстановительные перестройки метаболизма 
Нервных клеток в ответ на изменившиеся условия внешней среды [12].

Дальнейшая активация МАО обоих типов в течение 2-го месяца 
гипокинезии приводила к снижению содержания НА и ДА на 60-е 
сутки по сравнению с предыдущим сроком, что указывает па важную 
роль МАО в регуляции содержания биогенных аминов в нервной тка
ни при действии на организм экстремальных факторов. Нормализа
ция концентрации катехоламинов на 60-е сутки гипокинезии свиде
тельствует об адаптации исследуемых структур мозга к этому сроку 
х ограничению двигательной активности.

Обращает на себя внимание тот факт, что на 60-е сутки экспери
мента достоверно возрастала и активность МАО типа Б. Основываясь 
на современных представлениях о множественности форм МАО [13, 
14], можно предположить, что в экстремальных ситуациях в связи с 
необходимостью нормализации содержания катехоламинов МАО, в 
•частности.МАО типа Б, начинают окислять также и нетипичные суб
страты, о чем имеются данные литературы [15]. • .

Активность МАО типа А через 30 суток после возвращения жи
вотных к нормальному двигательному режиму была ещё понижена 
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по отношению к норме во всех исследованных субклеточных фракциях 
обоих образований мозга, что свидетельствует о торможении процессов 
окислительного дезаминирования ' биогенных аминов через 1 месяц, 
после прекращения ограничения движений. В то же время изменения 
активности МАО типа Б имели противоположную направленность- 
(табл. 2).

Таблиц.? 2 
Активность МАО А (ДЕ2и/мг белка.10и МАО Б (ДЕ450/мг белка. 10-гУ в 

субклеточных фракциях сенсомоторной коры и хвостатого ядра на 30-е сутки 
периода реадаптации

Примечание. *р<0,01; ։<>р<0,005

Структуры 
головного 

мозга

Суб- 
фрак- 
цпи

МАО А МАО Б

контроль реадап
тация

% измене
ния по срав

нению с 
контролем

контроль реадап
тация

% измене
ния по срав

нению с 
контролем

Сенсомотор- С 46.9 37.8** ֊19 53,9 65,8* 4-24
пая область • о 55,1 49,6 -1И 60,1 79,1*» +32
коры Е 70,2 48,1** ֊32 7<',2 73,3

С 59,6 ■ 48,2 ֊15 59.0 65,6 411
Хвостатое О 64,1 50,8’* ֊21 64.9 66.2” +33

ядро Е 86,0 60,1** ֊30 78,2 81,4 +4

Через 30 суток после прекращения состояния воздействия гипоки
незии содержание катехоламинов в синаптосомах сенсомоторной коры 
было достоверно повышено по отношению к норме на 30%' в случае 
НА и на 33% в случае ДА (рис. 3). Изменения 9тих показателей, од
нако, имели различную направленность в течение периода реадапта
ции—содержание НА в конце 90-суточной гипокинезии не отличав
шееся от исходного, постепенно возрастало,- тогда как количество ДА 
снижалось по сравнению с его количеством на 90-е сутки гипокинезии 
в сторону нормализации. Одномесячный период восстановления не при
водил к заметным изменениям содержания 5-ОТ и продукта его рас
пада 5-ОИУК в синаптосомах сенсомоторной коры по сравнению с их 
количеством на 90-е сутки гипокинезии—оба показателя оставались 
ниже контрольного уровня.

В течение периода реадаптации была отмечена противоположная 
направленность -изменений содержания НА и ДА и в синаптосомах 
хвостатого ядра (рис. 4). Наблюдаемое в этот период повышение со
держания 5-ОТ сопровождалось параллельным снижением количест
ва 5-ОИУК в сторону его нормализации. ’

‘ Возвращение животных к нормальному двигательному режиму после 
длительного ограничения движения в первое время является для них 
также стрессорным фактором [2]. Следовательно и в период восста
новления подвижности животных возможны изменения со стороны ме
таболизма катехоламинов и активности МАО, участвующей в регуля- 



■ции их содержания. Но если в начальные сроки гипокинезии, когда ре
гуляторные механизмы головного мозга были ещё в полной «рабочей 
готовности», активность МАО нарастала, что способствовало предот
вращению негативных последствий стресс-реакцпи, вызванной огра
ничением подвижности, то в период после прекращения действия гипоки
незии стресс-реакция формировалась па фоне существенного истощения 
адаптационных возможностей организма [2], что м обусловило спе
цифику ответа клеток нервной ткани в течение данного периода.

Рис. 3. Содержание биогенных аминов (в % от кормы, принятой за 
100%) в сипаптосомах сенсомоторной области коры в период реадапта
ции. 1—90-суточная гипокинезия; 2—реадаптация (30-сутки после воз

действия гипокинезии)
Рис. 4 Содержание биогенных аминов в сннаптосомах хвостатого ядра 
(в % от нормы, принятой за 100%) в период реадаптации. Обозначения 

те же, что и на рис. 3

Литературные и собственные данные убедительно свидетельст
вуют о том, что возвращение животных к обычному двигательному 
режиму приводит к постепенной ликвидации нарушения метаболиче
ских процессов, вызванных длительным ограничением подвижности. Од
нако период восстановления, равный одной трети времени действия 
гипокинезии, оказался недостаточным для полной нормализации мета
болизма биогенных аминов в субклеточных структурах сенсомоторной 
.области коры и хвостатого ядра головного мозга крыс.

Результаты настоящего исследования показали, что длительная 
(до 90 суток) гипокинезия приводит к существенным сдвигам содер
жания биогенных аминов и активности фермента их катаболизма
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МАО во фракциях синаптосом и митохондрий, выделенных из некото
рых образований двигательной системы мозга крыс. Эти изменения՛ 
имели характерные для каждого срока гипокинезии особенности и: 
сохранялись в течение длительного времени после её прекращения.

METABOLISM OF BIOGENIC AMINES IN RAT BRAIN MOTOR 
SYSTEM SUBCELLULAR STRUCTURES UNDER THE 

PROLONGED HYPOKINESIA

PANOUSIIEVA N. N.. DOVEDOVA E. L.
Brain Research Institute, Acad. Med. Scl., Moscow, USSR

The effect of prolonged hypokinesia (30, 60, SO days) on the bio֊ 
genic amine metabolism has been studied in the fractions of synaptoso- 
mes and mitochondria isolated from the rat brain senso-motor cortex 
and n. caudatus. The specific changes for the each phase of the expe
riment have been demonstrated in the biogenic amine content (norepin
ephrine, dopamine, serotonin, 5-hydroxyindolacetic acid) and MAO ac
tivity. It has been shown that 30 days’ period of readaptation after 90՛ 
days ot hypokinesia is not enough for the normalization of the biogenic 
amine metabolism.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 4, № 3, 1985

УДК 577.152:612.843:612.0'7.1

ХАРАКТЕРИСТИКА АНТИТЕЛ К GTP-СВЯЗЫ БАЮЩИМ БЕЛКАМ 
НАРУЖНЫХ СЕГМЕНТОВ ПАЛОЧЕК СЕТЧАТКИ

КАЛИНИНА С Н„ ЭТИНГОФ Р. Н.

Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова 
АН СССР, Ленинград

Антисыворотка к GTP-связывающим белкам наружных cei ментов палочек 
•сетчатки (НСП) очищена методом иммуноаффпниой хроматографии ~ в-' 1000 раз 
(по белку). Полученные антитела тормозили СТРазную активность- НСП. Эти анти
тела, вырабатываемые у кроликов в течение года, относятся к М- и G-классам имму
ноглобулинов.

GTP-связывающие белки (G-белки) выполняют функцию посред
ников в процессе передачи сигналов с различных рецепторов на фер
менты метаболизма циклических нуклеотидов:՜ Применение нммунохи- 
мических методов анализа этих белков открывает широкие перспекти
вы для изучения их структуры и функции.

Ранее нами были получены антитела (Ат) к G-белкам наружных 
сегментов палочек (НСП) сетчатки крупного рогатого скота [1]. 
Было показано, что эти Ат предотвращали активирующий эффект 
гуанил-б'-ил-имидодифосфата (Gpp (NH)p) и NaF на 3',5'-сАМР фос
фодиэстеразу (ФДЭ). Однако количество Ат для их эффективного 
действия было относительно велико (~300 мкг белка в пробе), что, 
очевидно, было связано с их относительно невысоким титром. В задачу 
настоящей работы входили очистка Ат методом иммуноаффпниой 
хроматографии, проверка «х влияния на активность СТРазы, опреде
ление класса 1g. к которому принадлежит Ат.

Материалы и методы

Работа проведена на сетчатках крупного рогатого скота. Препараты НСП полу
чали из ткани сетчаток, применяя ультрацентрифугирование в ступенчатом градиен
те плотности сахарозы (0,85 и 1 М), приготовленной на 20 мМ трис-HCI буфере 
(pH 8.0), содержащем 2 мМ дитиотреитола, 150 мМ NaCI и 2 мМ MgSO4 (буфер А) 
Экстракцию G-белков осуществляли по методу Kuhn [2]. Экстракт концентрировали 
ПОД давлением азота при помощи прибора ФМО-I, применяя мембранные фильтры 
типа МВ1-4.
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Дальнейшую очистку 6-бслков проводил» с помошыо гель-фильтрации на ко
лонке (1X95 см) с сефадексом О—150, уравновешенную смесью: буфер А4-10%-ный: 
глицерин (вес/объем). На колонку наносили 1,5—3 мг белка сконцентрированного- 
экстракта, скорость элюции при 4° составляла 5 мл/ч, объем фракции равнялся: 
1,1 мл. Содержание белка во фракциях определяли по оптической плотности при 
280 нм.

Активность ФДЭ и содержание Р, определяли, как описано ранее [1, 3, 4].
Для измерения активности СТРазы использовали [у-32Р] СТР (100 Кч/ммоль). 

Опыты проводили в двух вариантах: в одном случае реакционная смесь- 
содержала 40 мМ трис-НС1 (pH 8,0), 5 мМ М§ЗО4, 2 мМ дитнотрейтола, 
150 мМ |\1аС1 (буфер Б), 10 мкМ СТР и 1ХЮ5—2X105 срт [у—32Р] СТР, а также- 
систему регенерации АТР:1 мМ АТР, 10 мМ креатинфосфата, 50 мкг креагннфое- 
фокиназы [5]. В другом случае среда инкубации содержала буфер Б, 0,5 мкМ 
СТР и 1Х105—2ХЮ5 срт [у—32] СТР [6]. Объем реакционной смеси в обоих 
вариантах составлял 100 мкл.

При определении активности СТРазы в каждую пробу добавляли 15 мкг НСП„ 
обработанных предварительно алюминокалиевыми квасцами по ранее описанному 
методу [1].

Пробы инкубировали 10—15 мин при 25° и останавливали реакцию 0,9 мл 
охлажденного активированного угля (концентрация угля 100 мг/.мл 1 мМ НС1),. 
затем выдерживали 10—15 мин на льду и центрифугировали 15 мин при 8000^. 
Аликвоту супернатанта отбирали в сцинтилляционный флакон и добавляли гуда 
10 мл воды. Подсчет радиоактивности вели в сцинтилляционном счетчике, используя 
эффект Черенкова. В некоторых случаях при определении активности СТРазы в 
пробы добавляли 0,1 мМ брр (КН) р, в присутствии которого наблюдалось замет
ное ингибирование фермента.

При изучении влияния Ат на активность СТРазы до начала реакции препарат 
фермента проинкубировали с Ат 30 мин при комнатной температуре.

Разделение классов иммуноглобулинов (1&) проводили, используя для осаж
дения белков из сыворотки (КН4)25О4 с последующими диализами [7] (схема).

Для выделения отдельных классов применяли:
1. Метод ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-ссфадексе Л-50. На колонку 

(1.2X7 см), уравновешенную 0,0175 М фосфатным буфером (pH 6,6) наноси
ли ~20 мг белка. Этим же буфером элюировали /&6, а затем 0.1 М фосфатным, 
буфером (pH 6,6)—фракцию белков, в состав которой входили и /£Л.

2. Метод гель-фильтрации на сефадексе 6-200 в двух вариантах [12, 13] г 
а) для очистки класса М на колонку (0,9X101 см), уравновешенную 
0,05 М трис-НС1 (pH 8,0) буфером с 0,5 М \аС1, наносили 9 мг белка. 
Скорость ~5 мл/ч, объем собираемых фракций 1,2 мл; б) для очистки 1у 
классов (7 и А на ту же колонку, уравновешенную 0,1 М трнс-НС1 буфером; 
(pH 8,0), содержащим 1 М К’аС1, наносили 10 мг белка, скорость элюции 4 мл/ч,. 
объем фракций 1,2 мл.

Для очистки Ат с помощью аффинной хроматографии ВгС\т-сефарозу-4В обра
батывали и присоединяли к ней антиген (экстракт 6-белков) по методу Остермана» 
[8] из расчета-на 2,5 г лиофилизированной ВгСИ-сефарозы 30 мг белка экстракта. 
Избытки белка и блокирующего агента тщательно отмывали последовательно 0,1 М1 
раствором ИаНСО3 (pH 8,3) с 0,5 М ИаС1, водой 0,1 М фосфатным буфером 
(pH 7,8), снова водой, 0,1 М ИаИСО3 с 0,5 М ИаС1, водой и 0,1 М фосфатным 
буфером (pH 7,8).

Приготовленный таким образом иммуносорбент переводили в 0,01 М фосфатный՜ 
буфер (pH 7,0) с 0,15 М .МаС1, заполняли им колонку (1,1X5 см), через которую- 
пропускали несколько раз антисыворотку. Колонку промывали 0,01 М фосфатным՜ 
буфером (pH 7,0) с 0,3 М ИаС1 для удаления неспецифически сорбированных бел
ков (контролировали по оптической плотности при 280 нм).

Ат элюировали последовательно с колонки 2,3 и 4,5 М Л1^С12 и немедленно՛ 
диализовали против воды. После окончания диализа к Ат добавляли НаС1 до
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ад в г д е
Рис. 2. Диск-электрофореграммы белков: а—экстракт О-белков, б—О-бе- 
лок после очистки на сефадексе 0-150 (№ фракций 29—48), в—1§О 
после ДЭАЭ-ссфадекса А-50, г—!;тМ. после сефадекса 0-200, д—после 
иммуноаффиниой хроматографии, элюированные 2,3 М М§С12, е—1д 
после иммуноаффиниой хроматографии, элюированные 4,5 М МдС12;

а, <?—40 мкг белка в лунке, б—30 мкг, в, е—50 мкг, г—60 мкг



Фракции 29—48 были объединены и проанализированы методом элек
трофореза (рис. 2, б). Из этих данных следует, что примеси посторон
них белков были весьма незначительны и 6-белки были представлены 
двумя типичными полипептидами. Эти очищенные фракции были ис
пользованы для поддерживающих иммунизаций кроликов [1].

сыворотка
\(№<Ъ5О4 [7]

осадок- I
| растворяли в Н2й

диализ против Н20 
ссадок-П + \тадосадочная жидкость

центрифугирование всей смеси 30мим, ЮОООу [7]

ссадок-111
растворили в 0,05М трис-НС{ 
Оурере (pH 8,0) с 0,5М На С/, 
центрифугировали 1.5 ч,
11 000 О у [13]

саадак - IV супернатант-II

супернатант- [

диализ против
0,0175М (россратного
буфера (pH 6,6)

ионообменная троматографил 
на Сефадексе Д-50 [8]

гель-фильтрация на
Серадексе С-200 [12]

элюция

ЗуМ 0.01 ТУМ 
фосфатным 
буфером

0,1 М 
фосфатным 
буфером

ЗуЬ, 7дА-

диализ против 0,1 М 
трис-НС! буфера 
(pH8,0) с 1М НаС/

гель-фильтрация на Серадексе 0-200(12] 

+ЗуА]

Рис. 3. Схема очистки различных классов (в рамках обозначены ко
нечные продукты)

В следующей серии экспериментов исследовали вопрос о классе 
к которому принадлежит Ат к 6-белкам. Согласно вышеприведен

ной схеме, осадок-1 промывали водой и диализовали белки {7]. В 
ходе диализа появлялся осадок-11, содержащий липопротеины и 1§ 
класса М: в надосадочной жидкости оставались 1§6 и 1§Л. Конечным 
этапом очистки 1^М служила гель-фильтрация их на сефадексе С-200 
[12, 13]. Белки с колонки выходили двумя пиками: небольшим пер
вым и преимущественно вторым пиком. Вначале элюировались липо
протеины, затем класса М. Как показали опыты по двойной ра
диальной иммунодиффузии, 1§М, в отличие от фракции остаточных ли
попротеинов, реагировали с антигеном. Этот факт свидетельствует о 
том, что 1§М не элюировались с липопротеинами, а отделялись от 
них.
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1§ класса 6 выделяли методом ионообменной "хроматографии с 
применением ДЭАЭ-сефадекса А-50. (в 0,0175 М фосфатном бу
фере, pH 6,6) не адсорбировались на колонке и выходили в первых 
фракциях элюата. Однако известно, что этого класса не вполне 
гомогенны по заряду из-за различия состава гиперварнабельных обла
стей [8]. Поэтому могут элюироваться в широком диапазоне кон
центрации буфера вместе с другого класса, в частности А [12]. В 
связи с этим проводили элюцию сорбировавшихся белков 0,1 М фос
фатным буфером, элюируемые фракции содержали смешанные классы 
1ё—й нА [12], которые далее были подвергнуты дальнейшей очистке 
на сефадексе 6-200 [12].

В результате всех этих процедур мы располагали фракциями 1§ 
классов М, й и 6 А.

Все выделенные классы были проанализированы по их взаимо
действию с антигеном. Установлено, что полосы преципитации образовы
вались со всеми этими классами, причем титр /§6 и 1§М был одинаков.

Рис. 4. Профиль элюции белков после иммуиоаффи||ной хроматографии

Таким образом, Ат к 6-белкам (после годовой иммунизации кро
ликов) относятся как к класса 6, так и класса А/.

Чем же объяснить тот факт, что в работе [1], класса 6 почти 
не образовывали полосы преципитации с антигеном? Ранее мы исполь
зовали для получения 0,05 М ацетатный буфер (pH 5,5); возмож
но, в этом буфере большая часть /£Гб сорбировалась па колонке по 
сравнению с 00175 М фосфатным буфером. Кроме того, в предыдущей 
работе срок иммунизации кроликов составил всего 6 месяцев, в на
стоящей—более года, что могло также отразиться на полученных ре
зультатах. ,,

Из приведенных данных следует, что даже при иммунизации кро
ликов более года Ат к 6-белкам образующиеся антитела принадлежат 
к различным классам ![>. Таким образом, при выделении одного класса 
/£ теряется часть Ат, относящихся к другому классу. Поэтому в сле
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дующей серии экспериментов Ат получали методом иммуноаффинной 
хроматографии. Из данных, приведенных на рис. 4, следует, что белок 
элюировался 2,3 и 4,5 М М§С12, причем большая часть белка элюиро
валась 4,5 М МйС12. При анализе этих фракций методом двойной ра
диальной иммунодиффузии было выяснено, что белок, элюируемый 
4.5 М МдС12 четко образовывал полосу преципитации с антигеном; с 
белком, элюируемым 2,3 М М^С12, полоса преципитации была слабее.

Таблица 1

Влияние Ат к G-белкам на активность ОТРазы фоторецепторных 
мембран сетчатки

1 аохнио 
| 

к։М
ээ

Источник 
фермента

Ср
ед

 ։ 
ин

ку
ба


ци

и’
’ Добавляемые 

Ат**

Количество 
Ат. (мкг 
белка в 
пробе)

Активность
ОТРазы****

1 Фракция G-белков 
после сефадекса 
G—150

(№ 36-38. рис. i)

1 Без добавок 
1е-дэлэ 
1<5-ДЭАЭ 
1й'-ДЭАЭ

80
400
400

(нмоль
GTP/мнн/мл)

124
50
26

136

(нмоль QTP/мнн/ 
мг белка)

11 псп 1 Без добавок 
1Й-И А Ха 
1Я-ИАХб 
1й-ИАХа, б 
1г-ИАХа. б

8
16
8

16

504
372

0
379

91

III нсп 1 Без добавок
1в-ИАХб 8

225
105

IV псп 2 Без добавок 
1й-ИАХа, б 
1й֊ИЛХа, б 

***у-ГЛОбуЛИНЫ 
у-глобулины

15
30
15
30

70
44
41
67
75

V псп 2 Без добавок
I о-1'1 А Ха, б Ю

20
10

VI нсп 2 Без добавок
1Я-ИАХа, б 15

24
14

VII нсп 2 Без добавок
^-ИАХа, б 32

Р0
9

Примечание. - *—среда 1 содержит систему регенерации АТР, концентрация 
GTP—10 мкМ; среда 2—концентрация GTP—0,5 мкМ, (см. «Материалы и методы»).

♦♦ Ig-ДЭАЭ—1g иммунизированных кроликов после очистки на ДЭАЭ-сефа- 
дексе А-50; Ig'-ДЭАЭ—1g нёиммуннзированных кроликов. Ig-ИАХ 1g после очистки 
иммуноаффинной хроматографией: а—элюированные 2,3 М MgCI2, б 4,5 М MgCl2, 
а, б—суммарный элюат.

*♦*—коммерческий препарат фирмы «Serva» (ФРГ). ♦
—в данных экспериментах определяли СТРазу в присутствии 0,1 мМ 

•Gpp(NH)p.

Степень очистки Ат по белку при использовании метода иммуно- 
аффипиоп хроматографии составила~ 1000 раз (через колонку про 
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пускали иммунную сыворотку, содержащую ~ 800 мг белка, во фрак
циях, элюируемых М§С12, количество белка составляло՜ 0,8 мг белка). 
Следует отметить, что^ для преципитации Ат, элюируемых 4,5 М М§С12 
с антигеном, необходимо было в 40 раз меньше белка, чем при исполь
зовании очищенных и 1§М.

Таблица 2 
Влияние Ат к б-белкам на систему активации фосфодиэстеразы

из НСП Срр(ЫН)р (5X10-5М)

Примечание. *1ц— 1ц иммунизированных кроликов. 1^'—1ц иеиммуиизированпых 
кроликов; данные серин взяты из ранее опубликованной работы [1], в которой при
ведена схема получения 1ц.

**—обозначения те же, что и в табл. 1.

Серия 
.опытов Добавляемые ингредиенты

Количество 
Ат (мкг бел
ка в пробе)

Активность фос
фодиэстеразы 

(нмоль сАМР/мин/ 
мг белка)

1 Без добавок 20

>8
340 22
300 23

Орр (ЫН)р — 83
Срр(мн)р-м8
Орр(ЫН)р-|-1ц

340
300

30
. 94

II Без добавок — 9
18-ИАХа** 20 12
18-ИАХб 5 >2
18-ИАХб 10 13

..Орр(ЫН)р
Орр(МН)р-]-1§-ИАХа 
Орр(1ЧН)р-|-1я-ИАХб

20
49
13

5 39
6рр(ЫН)р+18-ИАХб 10 19

III Без добавок _ 20
1в-ИАХа 10 17

Срр(МН)р — 90
Орр(МН)р+1§-ИАХа 10 50

IV Без добавок — 39
1е-ИАХа, б 15 34

Орр(МН)р •— 100
Орр(МН)р+18-ИАХа. б 15 53

Из данных по диск-электрофорезу (рис. 2) видно, что Ат, очи
щенные аффинной хроматографией, были практически гомогенны по 
сравнению с (1§С, а также 1^М), очищенными ИОХ и гель-фильтра
цией.

При исследовании влияния Ат на активность ОТРазы (табл. 1)- 
фоторецепторных мембран сетчатки показано, что Ат тормозили ак
тивность СТРазы, причем Ат, очищенные методом иммуноаффинной 
хроматографии, бвтли эффективны при использовании их в весьма ма
лых концентрациях (5—30 мкг белка в пробе).

Эти же Ат обладали способностью предотвращать активирующий 
эффект Орр(ЫН)р на ФДЭ (табл. 2).

Возможность получения достаточно чистых Ат к б-белкам фото
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рецепторных мембран в настоящее время открывает широкие перспек
тивы для их использования в различных типах экспериментов. Такг 
можно выяснить вопрос об иммунологическом подобии этих G-белков 
и соответствующих белков других тканей, а также использовать эти 
Ат в электрофизиологических экспериментах.

CHARACTERISTICS OF ANTIBODIES AGAINST GTP-BINDING 
PROTEINS FROM RETINAL RODS OUTER SEGMENTS

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

Sciences, Leningrad

Rabbit antiserum, raised against purified GTP-blnding protein from' 
retinal rods outer segments, obtained by the earlier developed scheme 
of immunization, was purified by the immynnoaffinity method approx. 
1000 times Judged by protein content. These antibodies inhibited GTP-ase 
activity of photoreceptor membranes and belong to the M and G clas
ses of immunoglobullnes.
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НЕИРОХИГ1ИЛ
т. 4, № 2, 1985

УДК 577.352.4:612.829 
ч ' .

АКТИВАЦИЯ КАЛЬЦИЕВЫХ КАНАЛОВ СИНАПТОСОМ 
НЕКОТОРЫМИ ФОСФОПЕПТИДАМИ НЕРВНОЙ ТКАНИ

МИКЕЛАДЗЕ Д. Г., КАЧАРАВА Д. Г., ГВАЛИЯ Н. В.

Институт физиологии нм. И. С. Бериташвили АН ГССР, Тбилиси

Показано,: что ՝ выделенные из гомогената ткани мозга՛ подкисленными лнпора- 
՛ створителями фосфопептпды увеличивают вход радиоактивного кальция в спнапто- 
сомы гораздо больше, чем это наблюдалось при деполяризации спнаптосом вератри

на .“гном н КС1, а также при инкубации спнаптосом с ионофором А-23187. Действие 
фосфопептидов зависит от их концентрации и времени преинкубации с синаптосома- 

■ ми. Поглощение радиоактивного кальция, индуцируемое этими соединениями, инги
бируется специфическим блокатором Са2 + -каналов верапамилом. Эффекты фосфо- 
пептидов и деполяризирующих агентов суммируются. Предполагается, что этн пеп
тиды действуют на кальциевые каналы спнаптосом.

Известно, что в регуляции многих нейрональных процессов ионам 
кальция принадлежит ведущая роль.- Опи осуществляют контроль над 
реакциями, связанными с синтезом и высвобождением нсиропередат- 
чиков [1], аксоплазматическим транспортом веществ [2], окислитель
ным фосфорилированием и другими процессами [3].

Плазматическая мембрана кЛетки поддерживает градиент между 
внутриклеточной — микромолярной. и внеклеточной — миллимолярной 
концентрациями кальция. Хотя в регуляции и обеспечении внутрикле
точного пула кальция принимают участие такие структуры, как мито
хондрий, эндоплазматический ретикулум, кальцийсвязывающие белки 
(кальмодулин и другие), основная роль в этом процессе принадлежит 
плазматической мембране и локализованной в ней системе каналов 
кальция.

Из внеклеточного пространства вход кальция в клетку происхо
дит по селективным кальциеЬым каналам, воротные механизмы кото
рых могут сопрягаться либо с рецепторными белками нейропередат- 
чиков, либо с потенциалчувствительными структурами мембран [4]. О 
структуре и механизме регуляции Са2 + -каналов в настоящее время 
известно очень мало. Предполагается, что в активации этих каналов 
существенная роль принадлежит протеинкиназным реакциям, которые 
регулируются системой циклических нуклеотидов [5].
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Ранее нами из гомогената ткани мозга были выделены и иденти
фицированы фосфорилирующиеся in vivo пептиды, условно названные 
нами А, В, С [6], имеющие величину Мг в пределах 1 кД, обладающие- 
низкой изоэлектрической точкой, содержащие кислые аминокислоты, 
глутамат и аспартат, а также серин. Они интенсивно фосфорилируют
ся in vivo, и уровень их фосфорилирования зависит от функционально
го состояния ЦНС [7]. Учитывая, что фосфопептиды ткани мозта в 
наибольшем количестве представлены в миелине и плазматических 
мембранах, а также принимая во внимание их относительную гидро
фобность [8], можно предположить, что они играют существенную 
роль в основных мембранных процессах клетки. С этой целью изучали 
действие, этих пептидов на поглощение 45Са синаптосомами. Получен
ные данные свидетельствуют о том, что фосфопептиды могут регули
ровать активность Са2’-каналов синаптосом.

Материалы и методы

В опытах использовали взрослых крыс-самцов массой 200—250 г. Фосфопепти- 
ды А, В n С выделяли по ранее описанной методике [6]. Сииаптосомы получали по 
Whittaker [9]. Очищенные спнаптосомы, выделенные в градиенте сахарозы, осажда
ли центрифугированием и далее ресуспенднровали в трис-Кребс-Рингер растворе 
(ТКР) из расчета 10 мг белка/1 мл раствора. Раствор ТКР содержал в мМ 

NaCl—145, К Cl—5. СаСЦ—1.2. МцС12 —1,3. Ni2H JO4—2,0, глюкозу—10,0, трис—HCI 
буфер, pH 7,4—10 (натриевый ТКР) [10). I

Деполяризацию мембран вызывали нзоосмотическим раствором ТКР, в кото
ром концентрация NaCl была понижена до 95 мМ, а концентрация KCI повышена- 
до 50 мМ (высококалневый ТКР). Оба раствора ТКР перед употреблением подвер
гали дегазации. Преинкубацию синаптосом в течение 20 мин при 30° в-присутствии 
л в отсутствие фосфопептидов Проводили в натриевом ТКР, зате.м_из епнаптосом- 
ной суспензии отбирали пробы по 50 мкл, к одной добавляли 450 мкл высскока- 
лиевого ТКР, а к .другой—в таком же количестве натриевый ТКР. Оба раствора 
содержали 1,2 мМ 45Са (250 000 dpm). Поглощение -*5Са останавливали после 10 ц 
добавляя к реакционной смеси 0,5 мл свободного от кальция натриевого ТКР, ко
торый дополнительно содержал 2 .мМ ЭГТА. В дальнейшем суспензию фильтровали 
через 0,65 мкм фильтры марки «Millipore», которые трижды промывали охлажден
ным натриевым ТКР, . высушивали п обрабатывали 1%-ным тритоном Х-100 в 
0,5 М HCI, радиоактивность измеряли в сцинтилляционной жидкости толуол-тритон 
(2:1) на счетчике SL—400 «Interteclinique» (Франция).

В пробы вносили вератрин в концентрации 75 мкМ в натриевом растворе 
ТКР. Концентрация нснофора А-23187 в опытах составляла 100 нМ. Для блоки
рования Са2 k -каналов синаптосом использовали верапамил в концентрации 25 мкМ 
В натриевом раств'оре ТКР.

Количество фосфопептидов определяли спектрофотометрпческп в проточной: 
кювете спектрофотометра «Gilson» (Франция) при длине волны Д,=220 нм.

В работе использовали ЭГТА («Fluka», Швейцария), вератрин («Sigma», США), 
верапамил («Orion», Финляндия), ионофор А-23187 («Sigma», ’США). Остальные- 
реактивы отечественного производства квалификации ос. ч и х. ч.

Результаты и обсуждение
Как видно из таблицы, при действии деполяризующих агентов 

(К՜*՜ и вератрина) на синаптосомные мембраны наблюдалось интен
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сивное поглощение 45Са сииаптосомами, которое в _течсние 10 с со
ставляло 3,84 и 3,36 нмоль 45Са2 + /мг белка соответственно. В присут
ствии ионофора А-23187 количество поглощенного кальция в том же 
интервале времени равнялось 2,9 нмоль/мг белка. В отсутствие деполя
ризирующих агентов и,ионофора А-23187 (нормальный Т1<Р) синапто- 
сомы поглощали кальций лишь в следовых количествах. Выделенные 
нами ранее фосфопептиды А и С инициировали накопление 45Са сипап- 
тосомами. Фосфопептид В эффекта не оказывал. Прсинкубация сннап- 
тосом с фосфопептидами А и С в концентрации 20 мкМ вызывала уве
личение поглощения радиоактивного кальция в несколько раз по срав
нению с контрольными препаратами, содержащими нормальный на
триевый раствор ТКР- Индуцируемое пептидами поглощение кальция 
ингибировалось специфическим блокатором Са2 ՛ -каналов—верапа
милом.

Т’нс. /. Действие различных концентраций фосфопептидов Л и С на пог
лощение 45Са сииаптосомами; 1—фосфопептид Л; 2—фосфопептид С; 
3—КС1; 4—-вератрин; 5—ионофор А-23187. По оси абсцисс-концентрацня 

фосфопептидов в мкМ. По осн ординат—45Са. 10(1рт/мг белка/10 с

В другой серии опытов изучали влияние разных концентраций 
фосфопептидов А и С на поглощение 45Са. Как видно из рис. 1, при 
наличии в инкубационной среде 5 .мкМ фосфопептида А и 10 мкМ фос
фопептида С синаптосомы поглощали 45Са в таком же количестве, как 
и при действии 100 нМ ионофора А-23187. При увеличении концентра
ции фосфопептидов А и С соответственно до 10 и 15 мкМ синаптосомы 
поглощали столько же 45Са, сколько при вератриновой деполяриза
ции, а увеличение концентрации фосфопептидов до 15 и 20 мкМ соот
ветственно вызывало такое же поглощение 45Са, как при деполяриза
ции синаптосомных мембран ионами калия. Дальнейшее увеличение 
концентрации фосфопептидов приводило к повышению входа 45Са в 
синаптосомы. Насыщение активации наблюдалось при увеличении кон
центрации фосфопептидов А и С в инкубационной среде до 30 мкМ.

Была также обнаружена зависимость активации Са24՜ -каналов от 
времени преннкубацпи синаптосом с фосфопептидами /X и С. На 
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рис. 2 показана зависимость поглощения 45Са синаптосомами от вре
мени преинкубации с фосфопептидом А. Увеличение времени преинку
бации синаптосом с пептидом от 5 до 20 мин вызывает повышение 
поглощения 45Са. Однако после 30 мин препнкубации происходило 
уменьшение включения. Можно предположить, что увеличение времени 
препнкубации синаптосом с фосфопептидом А до 30 мин вызывает в 
лих определенные структурные изменения, вследствие чего понижает
ся способность фосфопептида к активации кальциевых каналов.

Таблица
Поглощение 45Са синаптосомами при действии 
деполяризирующих агентов, ионофора Са2-{-֊ка

налов и фосфопептидов.

Условия опыта Поглощение 45Са2+
(п=4) нмоль/мг белка/10 с

К+ 
вератрин 
ионофор Л-23187 
ФосФопептид А 
фосфопептид С 
фосфопептид АХ 

верапамил

3,84±0 04 
3,36X0.07 
2,88x0.04 
4.80X0.05 
4,08X0.06

0,24X0.05

Рис. 2. Зависимость активации Са2 +-каналов от времени препнкубации 
синаптосом с фосфоиентндом Л. По оси ординат—45Са • 103(1рт/.мг белка/10с

Рис. 3. Действие фосфопептида А на поглощение 45Са синаптосомами 
в присутствии натриевого ТКР, деполяризующих агентов и ионофора 
Л-23187, а—натриевый ТКР; б—высококалиевый ТКР; в—вератрин; 
г—ионофор Л-23187; 1—контроль; 2—в присутствия 20 \/к*М фосфопепти- 

да А. По осп ординат—45Са • 102<1рп1/мг белка

Интересным является также тот факт, что при действии фосфо
пептидов на поглощение 45Са в присутствии деполяризующих агентов 
наблюдается синергизм (рис. 3). В присутствии фосфопептида А и

287



К+ синаптосомы накапливали 45Са в количестве 5,2 нмоль/мг белка, 
что значительно выше количества поглощения кальция, индуцируемо
го этими агентами в отдельности (3,4 и 3,8 нмоль/мг белка соответ
ственно). То же самое наблюдается в присутствии вератрина и фосфо
пептида А, а также ионофора кальциевых каналов—А-23187 и фосфо
пептида А. Интересен и тот факт, что эффект применения 20 мкМ фос
фопептида А совместно с деполяризирующими агентами и ионофором 
А-23187 выражается везде одинаково, то есть, если исключить эффек
ты KCI, вератрина и ионофора А-23187, эффект самого фосфопептида 
А во всех случаях равен 1,2 нмоль Са2 + /мг белка.

Таким образом, вышеприведенные данные свидетельствуют о том., 
что выделенные ранее фосфопепт.иды [6] проявляют активность в от
ношении Са2 4՜-каналов. Действие фосфопептидов зависит от их кон
центрации и времени преинкубации с синаптосомами. Поглощение- 
45Са, индуцируемое этими соединениями, ингибируется специфическим 
блокатором кальциевых каналов—верапамилом, а их эффект является 
аддитивным по отношению к действию деполяризирующих агентов.

В настоящее время предполагается, что белки Са2+ -каналов мо
гут быть сопряжены либо с рецепторами нейропередатч.иков, либо с 
канальными белками потенциалчувствительных структур [4, 11]. Пос
ледние обуславливают К ■' -зависимую Са2 + проводимость мембран и 
являются ответственными за быстрый, инактивирующийся в процессе 
деполяризации кальциевый ток [10]. Полученные в последнее время 
оригинальные данные Костюка и соавт. [5] свидетельствуют о том, 
что в структурных переходах потенциалзависимых Са2 +-каналов 
важную роль играют протеинкиназные реакции, регулируемые цикли
ческими нуклеотидами. Фосфорилирование канальных белков моду
лирует Са2 *■ -канал и переводит его из пассивного состояния в актив
ное [4].

Выделенные нами пептиды являются фосфорилированными по се
риновым остаткам. Они хорошо растворимы как в водных, так и в ор
ганических растворителях [12] и содержатся в большом количестве в- 
плазматических мембранах нервной клетки. Не исключено, что они, 
подобно некоторым синтетическим пептидам, проявляющим Са2+-ио- 
нофорные свойства [13], могут свободно транслоцироваться в мемб
ранах и участвовать в структурной организации и модификации белков- 
ионных каналов.

ACTIVATION OF CALCIUM CHANNELS OF SYNAPTOSOMES 
BY SOME NERVE TISSUE PHOSPHOPEPTIDES
M1KELADZE D. G., KACHARAVA D. G„ GVAL1A N. B.

1- S. Berilashvili Institute of Physiology, Georgian SSR Academy 
of Sciences, Tbilisi

The influence of'some nerve tissue phosphopeptides on the cal
cium ion uptake by rat brain synaptosomes has been studied. The phos
phopeptides extracted by acidic liposolvents from rat brain tissue homo- 
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genate lead to a considerably higher rate of radioactive calcium incor
poration Into synaptosomes than veratrine and A—23187 inophore. The 
effect of phosphopeptides depends upon their concentration and prein
cubation time. The uptake of radioactive calcium induced by these com
pounds is inhibited by specific calcium channel antagonist—verapamil. 
The effect of phosphopeptides is summated with the action of depolari
zing agents. These peptides are supposed to act on calcium channel of 
synaptosomes.
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НЕИРОХИМИЛ
■ ' т. 4, № 3, 1985-

УДК 612.8.015:616.988.2:

ПРОДУКТЫ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ И 
СОСТАВ ЖИРНЫХ КИСЛОТ ЛИПИДОВ СИНАПТОСОМ
ГОЛОВНОГО МОЗГА МЫШЕЙ «QUAKING» И МЫШЕЙ 

С ОСТРОЙ ВИРУСНОЙ ДЕМИЕЛИНИЗАЦИЕЙ

ГОРБУНОВ Н. В., АННАНЕПЕСОБ X. Н.

Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова 
АН СССР, Ленинград

Изучали содержание продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) >г 
состав жирных кислот (ЖК) липидных экстрактов (ЛЭ) сииаптосом головного՛ 
мозга мышей при энцефаломиелите, вызванном коронавирусом мышиного гепатита 
(ЭМГ) и мышей с генетически обусловленной демиелинизацией («Quaking»). Об
наружено накопление продуктов ПОЛ и уменьшение содержания докозагексаеиовой: 
ЖК в ЛЭ сииаптосом мышей при ЭМГ, а в ЛЭ сииаптосом мышей «Quaking»— 
увеличение содержания докозагексаеновой ЖК. Предполагается, что обнаруженные- 
изменения связаны с особенностями патологических процессов в головном мозгу ис
следуемых животных.

Большое значение для понимания этиологии и патогенеза заболе
ваний НС человека, связанных с патологией миелина, имеет изучение 
подобных состояний у экспериментальных животных. К ним относятся, 
вирусная демиелинизация, возникающая при остром энцефаломиелите, 
вызываемом JHM штаммом коронавирусов [.1], и генетически обус
ловленная демиелинизация, развивающаяся у мышей «Quaking» [2]. 
По данным морфологических исследований, эти заболевания характе
ризуются избирательным распадом миелиновой оболочки нервных во
локон, либо их недостаточной миелинизацией без выраженного повреж
дения аксонов [I—3].

Ранее уже сообщалось [4] об активации ПОЛ в синаптосомах го
ловного мозга при ЭМГ, что свидетельствовало о поражении плазма
тической мембраны нейронов, происходящем наряду с распадом мие
лина. В связи с этим целесообразно было провести сравнительное изу
чение активации процессов ПОЛ в головном мозгу мышей «Quaking»- 
и мышей с острой вирусной демиелинизацией и определение возмож
ной корреляции между накоплением продуктов ПОЛ в синаптосомах. 
головного мозга и составом жирных кислот фосфолипидов.
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Материалы и методы

В эксперименте были использованы мыши линии С57В/67 («Quaking»), полу
ченные из лаборатории пзтоморфологпн нервной системы НИЛ экспериментальной 
медицины АМН СССР. Вирусную демиелинизацию вызывали у 4—5-недельных и 
4—5-месячных мышей линии СЗН интрацеребральной инокуляцией нейротропного 
JHM штамма коронавирусов мышиного гепатита. Острая форма ЭМГ развивалась 
у животных на 7—10-н день.

Синаптосомы головного мозга мышей выделяли, как описано ранее [4]. Ли- 
' видные экстракты получали по методу Folch и соавт. [5]. Липидный фосфор опре

деляли методом Vaskovksy и соавт. [6]. Об активации ПОЛ судили по накоплению 
' продуктов ПОЛ-диеиовых конъюгатов" поглощающих в области 232 нм, н содер

жанию флуоресцирующих продуктов типа Шиффовых оснований [4]. Флуоресцен
цию конечных продуктов ПОЛ измеряли на спектрофлуориметре «Hitachi MPF 2А» 
(Япония). Состав жирных кислот определяли методом ГЖХ на хроматографе 
«PYE 104» (Англия) с пламенноионизационным детектором. Идентификацию жирных 
кислот проводили, используя стандартную смесь жирных кислот.

Результаты и обсуждение

Содержание продуктов ПОЛ при остром ЭМГ как в целом мозгу, 
так и в синаптосомах 4—5-недельных и 4—5-месячных животных зна
чительно выше, чем у контрольных (табл. 1 и 2). Однако следует от
метить, что в синаптосомах и головном мозгу 4—5-месячных мышей 
при этом заболевании оно колеблется в широком интервале, что может 
бытьсвязано с возрастными особенностями индукции ЭМГ у взрослых 
мышей [Г].

В синаптосомах 4-недельных мышей наблюдалось более высокое 
содержание флуоресцирующих продуктов ПОЛ, чем у 4—5-месячных 
мышей (табл.՜ 2). По существующим данным [1], острая форма ЭМГ 
воспроизводится лучше на 3—4-недельных животных^_дем на взрос
лых. Исходя из этого, можно предположить, что существует корреля
ция между степенью выраженности заболевания и активации ПОЛ 
как в целом головном мозгу, так и в синаптосомах.

Наблюдаемая активация ПОЛ при ЭМГ не нашла полного объяс
нения. Она может быть связана с возрастающей фагоцитарной актив
ностью, которая отмечается для острого ЭМГ [1]. В этом случае вы
ход гидролитических ферментов [1] и ферментов, обеспечивающих так 
называемый «окислительный взрыв»,—средство инактивации микроор
ганизмов [7]-в межклеточное пространство из фагоцитов мог при
вести к поражению плазматических мембран синаптосом.

Другим возможным источником гидролитических ферментов и 
фермента, способного к индукции ПОЛ—NADPH-зависнмой диоксигена
зы липидов, могут быть лизосомы и мембраны .эндоплазматического 
ретикулума, проникающие в межклеточное пространство при деструк
ции вирусами клеток олигодендроглии [1, 8]. В пользу этих предполо
жений свидетельствует тот факт, что в составе фосфолипидов синапто- 
еом при остром ЭМГ наблюдалось появление лизофосфатидилхолина, 
который отсутствовал в синаптосомах контрольных животных. Как 
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известно, появление моноацилглицерофосфатпдов связано-с актива
цией либо фосфолипазы Аг, либо NADPH-зависимой диоксигеназы ли
пидов, индуцирующей перекисное окисление полиеновых кислот (р-аци- 
лов) фосфолипидов [9].

В головном мозгу мышей «Quaking» нет достоверных отличий 
в содержании продуктов ПОЛ по сравнению со здоровыми мышами 
линии СЗН (табл. 1).

Таблица Г 
Содержание продуктов перекисного окисления липидов в головном мозг}’ 4—5-месяч 

пых мышеи линии СЗН при остром энцефаломиелите мышиного
гепатита и мышей «Quaking»

Примечание. В табл. 1—3 приведены величины л±О1, где х—среднее значение 
определяемого в липидном экстракте параметра с дисперсией a;, i—количество՛ па
раллельных определений параметра х в каждом липидном экстракте, равное 3 для 
всех приведенных в таблице величин; п—количество животных, использованных при. 
получении липидного экстракта.

Группы
Ж и ВОТ- 

НИХ

Липидный экстракт 
головного .мозга

Флуоресценция Шиф
фовых оснований, отне
сенная к 1 мкг липид
ного фосфора в 1 мл 

раствора

Оптическая плотность 
раствора (А222). отне
сенная к 1 мкг липидно

го фосфора в 1 мл 
раствора

I Контроль 
1 (п=2) 
2 (п = 2>

2,0+0,5
2,5*0,5

(5.0+0,5)Х 10—3 
(4.0+0,5)Х10-3

II „Quaking- 
(п=3) 3,0+0,5 (5 >0+0,5) X10-։

III ЭМГ 
(п = 1)

1
2
3
4
5
6
7

64,5+0,5
5,7л;0,5 

43,5*0.5
4,2+0,5 

10,6+0,5 
13,5+0,5 
62,7+0,5

(16,0+0,5)хЮ-։
(7.2+О,5)Х1О-։

(17,6+0,5)х Ю- ։
(7,0+0,5)ХЮ-։
(8,8+0,5)Х10֊։

(16,0+0,5)х10֊։

В липидном экстракте фракции синаптосом мышей «Quaking» со
держание продуктов ПОЛ выше контроля (табл. 2), что свидетель
ствует о нарушении метаболизма полиеновых кислот [10]. Возможным 
объяснением этого явления может быть индукция ПОЛ, вызванная, с 
одной стороны, непрерывным тремором, который у этих животных' вы
ражает наличие стресса [11], а с другой стороны—подверженностью 
ферментативному аутоокислению, обусловленному структурными И3‘ 
менениями мембран, связанными с нарушениями биосинтеза жирных 
кислот в клетках олигодендроглии [2]. В связи с этим на следующем 
этапе исследования было целесообразно изучить состав жирных кис
лот общих фосфолипидов синаптосом головного мозга мышей ‘линий 
СЗН с индуцированным острым ЭМГ мышей «Quaking» и контроль
ных взрослых мышей линии СЗН с целью выявления корреляции 
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между изменениями в составе жирных кислот в липидных экстрактах 
и содержанием в них продуктов ПОЛ (табл. 3 и 2), а также для 
Выявления возможных биохимических отличий, связанных с различия
ми этиологии и патогенеза рассматриваемых заболеваний.

Таблица 2 
Содержание продуктов перекисного окисления липидов в сннаптосомах головного 

мозга мышей линии СЗН при остром энцефаломиелите мышиного
гепатита и мышей «Quaking»

Примечание. В каждой серии измерений было использовано По 5—6 животных. 
* Липидные экстракты, использованные для сравнительного анализа ЖК-

Группы 
живот

ных
Липидный экстракт 

синаптосом

Флуоресценция Шиф
фовых оснований, отне
сенная к 1 мкг липидно
го фосфора в 1 мл раст

вора

Оптическая плотность 
раствора (Л232), отне
сенная к 1 мкг липид
ного фосфора в 1 мл 

раствора

I Контроль (целый мозг)
1 серия*
2 серия

1.10+0,05
2,2+0,5

(4,0+0,5) X10—3 
(6,5+0,5)хЮ-3

11
ЭМГ

(4—5-иелел1:Ные мы
ши. серое вещество)

1 серия* 107,0+0,5 (38,5+0,5)Х Ю-3

III
. ЭМГ

(4—5-месячные мыши, 
целый мозг)

1 серия*
2 серия
3 серия

4.20+0,05
20,9+0,5
63,3+0,5

(9,0+0,5)Х10-3 
(36,0+0.5)Х10-3 
(45,5+0,5)Х10֊3

IV .фиаЮпя' 
(целый мозг) 
1 серия* 7,15+0.05

•

(7,5+0.5)хЮ—3

Результаты. приведенные в табл. 2, 3, свидетельствуют, что уве
личению содержания продуктов ПОЛ в липидных экстрактах синапто; 
сом мышей линии СЗН при ЭМГ соответствует достоверное умень
шение содержания докозагексасновой кислоты (С22:бшз). С этими 
данными согласуются представления о том, что индукция ПОЛ свя
зана с распадом полиеновых кислот [12].

В липидном экстракте синаптосом мышей «Quaking» наблюдалось 
достоверное увеличение докозагексаеновой кислоты. Ранее отмечалось 
относительное увеличение арахидоновой (C2v:4»6 ) и докозагексаеновой 
кислот в разных классах фосфолипидов головного мозга мышеи с недо
статочной миелинизацией [13]. Однако авторы связывали эти измене
ния с уменьшением содержания в липидах мозга насыщенных жирных 
кислот, характерных для миелина. С другой стороны, показано [14], что 
в головном мозгу мышей «Quaking» нет нарушении в функционирова
нии р-адренорецепторов, на которые существенным образом влияет 
состояние липидного бислоя [15].
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Возможно, что увеличение содержания кислоты С22:вш3 в фос
фолипидах сннаптосом головного мозга мышей «Quaking» связано с 
необходимостью поддержания липидного матрикса в определенном 
физико-химическом состоянии, необходимом для функций мембрано
связанных комплексов, и в частности p-адренорецепторов, так как из
вестно, что накопление продуктов ПОЛ в бислое ведет к его сущест
венной модификации [12].

Таблица 3 
Содержание основных жирных кислот (в % от суммы) в липидных экстрактах 

синаптосом головного мозга мышей линии СЗН с острым ЭМГ и мышей «Quaking»

Жирная 
кислота.

Контроль 
(взрослые 

мыши линии 
СЗН, целый 

мозг)

4—а-ие.тельиые 
.мыши с острой 

формой ЭМГ (се
рое вещество го

ловного мозга)

4—5-месячные 
мыши с острой 
формой ЭМГ 
(целый мозг)

Мыши 
.Quaking" 

; целый мозг)

1=3 1=3 1=4 1=5

16:0 27.1±0,8 27,3+0,8 26,7+0,6 27,8+0,5
16:1 1,0+0,5 <0.5 1,4+0,4 1,0+0,2
18:0 21 >3+0,4 22,0+1,4 19,8+0,4 18,9+0,4
18:1
18:2

20,4+0,8 
0,9+0,2

20,6+0,5
1 >6+0,8

19,3+0.5
0,7+0,2

17,6+0.3
0.7+0,1

20:1 1.3+0.2 1.5+0,4 1,6+0,3 0,6+0,1
26:4 ш 6 9,5+0,3 9,6+0,6 9,9+0,5 10,3+0.5
22 : 4 6 2.6+0,2 2,4+0,2 з.оТол 2,3+0,3
22 : 5 «> 6 0.5+0,3 ' 3,5+1,1 1,6+0,2 1.0+0.1
22:6 u> 3 15,4+0,4 11,5+0,3 16,0+0,3 19,84-0.7

На основе анализа полученных данных можно сделать заключе
ние, что во-первых, в липидах синаптосом головного мозга мышей 
«Quaking» при повышенном содержании продуктов ПОЛ наблюдается 
более высокое содержание докозагексаеновой кислоты, по-видимому, 
имеющее компенсаторное значение и, во-вторых, в случае ЭМГ на 
фоне высокого уровня ПОЛ в липидах синаптосом мозга мышей отме
чается уменьшение содержания докозагексаеновой кислоты. Этот факт 
мог привести к изменению физико-химических свойств мембран синап
тосом и оказать влияние на развитие данного заболевания.

Авторы благодарят Г. В. Коновалова и А. Н. Ерина за полезные 
советы и замечания, а также М. П. Прозоровскую за оказанную по
мощь в измерении флуоресценции продуктов ПОЛ.

A COMPARATIVE STUDY OF LIPID PEROXIDATION PRODUCTS 
AND PHOSPHOLIPID FATTY ACID COMPOSITION IN MICE 

BRAIN SYNAPTOSOMES UNDER ACUTE VIRAL DEMYELINIZATION
AND GENETIC DISMYEL1N1ZAT1ON

GORBUNOV N. V.. ANNANEPESOV H. N.
I. M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, 

USSR Academy of Sciences Leningrad

In mice with encephalomyelitis caused by JHM corona virus accu- 
, mulation of lipid peroxidation products and decrease in the amount of 
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dokozahexaenic fatty acid has been detected in the lipid extract of brain* 
synaptosomes. In mice with dismyelinization of congenital origin (‘Qua
king" strain) accumulation of lipid peroxidation products is accompanied 
by increase in the amount of dokozahexaenic acid. Differences discribed, 
are supposed to be due to the peculiarities of the pathological processes 
in the brain of animals studied.
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НЕИСЭСЭХИМИЛ
т. 4, № 3, 1985

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 612.015+577.153

ВЛИЯНИЕ АММИАКА НА НЕКОТОРЫЕ ФЕРМЕНТЫ ЦИКЛА 
МОЧЕВИНЫ И ОРНИТИН-АМИНОТРАНСФЕРАЗУ 

ГОЛОВНОГО МОЗГА

СВАМИ М„ ПРАСАД М. С. К., САДАСИВУДУ Б.
Центр нейробнохимии, Отдел биохимии Османского медицинского 

колледжа, Хайдарабад. .Индия

Установлено, что образование мочевины в головном мозгу обус
ловлено наличием значительной аргиназной активности [1, 2]. Однако 
из ферментов цикла мочевины в головном мозгу обнаружены только 
.аргинипосукцинат-синтетаза, аргининосукциназа и аргиназа. В норме 
образующийся в головном мозгу аммиак утилизируется за счет обра
зования глутамина - [3]. Тот факт, что аммиак, образующийся в голов
ном мозгу, не утилизируется в форме мочевины, затрудняет понимание 
метаболической и функциональной роли ферментов никла мочевины 
в данном органе. Обнаруженный нами ранее параллелизм между 
распределением аргиназной и орнитин-аминотрансферазной активно
стей свидетельствует о том, что функция этих ферментов состоит, 
по-видимому, в образовании глутамата через орнитин [4, 5]. Роль глу
тамата в головном мозгу хорошо известна. Хотя механизм отравления 
мозговой ткани аммиаком не совсем ясен, считают, что психические 
нарушения, наблюдаемые у больных с печеночной комой, вызваны 
повышением уровня аммиака в головном мозгу. При отравлении ам
миаком в головном мозгу наблюдаются изменения ряда параметров си
стемы глутамата [6, 7], нейротрансмиттеров [8—10] и таких мембра
носвязанных ферментов, как Na+, К 1-АТРаза [6], у-глутамилтранс- 
пептидаза [10]. Влияние аммиака на ферменты цикла мочевины мало 
изучено. Настоящее исследование посвящено изучению активности ар- 
гининосукцпнат-синтетазы, аргининосукцнназы, аргиназы и орнитин
аминотрансферазы в различных отделах головного мозга крыс при 
остром и хроническом отравлении аммиаком, что, на наш взгляд, поз
воляет подойти к пониманию не только метаболической значимости 
этих ферментов, но и их возможной детоксицирующей роли.

В работе использованы а-кетоглутарат (а-К1 ) и Е-аргинип-гйдрохлэр1г։.(Н л 
kins and Williams, Англия), 2-аминобензальдегид („Fluka", Швейцария), L-орнитин- 
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гидрохлорид. L-цитруллин, 1.-аспартат, аргипииосукцииат. АТР, аргиназа, изонитро֊ 
зопрогофеиои (.Sigma-, США). Остальные реактивы — аналитической чистоты.

В экспериментах использовали крыс липин Albino обоих ш лов массой 150— 
20Э г. Животные имели свободный доступ к нище и воде. Отравление аммиаком 
проводили по методу Bessman, Paul [11], как описано Sadaslvudu в соавт. [10]. 
Острое отравление аммиаком вызывали внутрибрюшинным введением ацетата аммо
нит. (0,8 ммоль/100 г массы), после чего через 30 миц животное забивали. Хрони
ческое отравление аммиаком вызывали б-кратиым внутрибрюшинным введением 
ацетата аммония (0.6 ммоль/100 г массы) с 1-часовым интервалом. Крыс дех.чннтиро
вали через 30 мни после последней инъекции. Контрольным животным вводили 
ацетат натрия. После декапитации быстро извлекали головной мозг и разделяли 
его на отдельные области, как описано Sadaslvudu, Lajtha [12].

Активность орнитип-аминограисферазы определяли по методу Jankins, Tsai 
[13]. активность аргиназы —ио метолу Herzfeld, Raper [15], как описано Rao и соавт. 
[14], активн теть аргии шосукципазы и аргишшосукцинат-синтетазы—по методу Levin 
[17], как описано Sadaslvudu. Indira Rao [5].

Полученные данные (таблица) свидетельствуют о том, что в нор
ме аргиназная и аргинин-аминотрансферазная активности наиболее 
высокие в мозжечке (исследованы ствол мозга, кора больших полуша
рий и мозжечок). Аргининосукцинат-синтетазная активность одинако
ва во всех 3-х областях головного мозга, орнитинаминотрансферазная 
активность одинакова в стволе и коре больших полушарий и вдвое 
выше в мозжечке. Аргининосукциназная активность минимальна в 
коре полушарий. Ни острое, ни хроническое отравление аммиаком не 
сопровождается существенными изменениями аргиназной и аргинино- 
сукцинат-синтетазной активностей во всех 3-х исследованных областях, 
тогда как аргининосукциназная активность значительно снижается в 
мозжечке как при остром, так и при хроническом отравлении аммиа
ком. Орнитин-аминотрансферазная активность существенно не меняет
ся в стволе мозга ни при остром, ни при хроническом отравлении 
аммиаком, однако значительно возрастает в мозжечке при хрониче
ском, а в коре больших полушарий—при остром отравлении аммиаком.

Ранее нами было показано, что-содержание аммиака в головном 
мозгу увеличивается вдвое при остром и в 4 раза при хроническом от
равлении аммиаком при введении последнего по схеме, описанной 
Sadasivudu и соавт. [10]. Никаких изменений в поведении крыс с 
острым отравлением не было зарегистрировано, тогда как животные 
с хроническим отравлением аммиаком становились сонливыми. 
Поскольку • аммиак в головном мозгу утилизируется в форме 
глутамина, изменения аргнннносукцпнат-синтетазной, аргинппосукци- 
назной и аргиназной активностей при отравлении аммиаком, по-види- 
мому, опосредованы метаболическими сдвигами, индуцированными на
коплением аммиака в головном мозгу. Увеличение орнитин-амино
трансферазной активности в коре больших полушарии при остром от
равлении аммиаком способствует усиленному образованию глутамата, 
нейтрализующего аммиак с образованием глутамина. Было обнаруже
но, что орнитин-аминотрансферазная активность наиболее высока в 
синаптосомах и глии [18, 19], ее увеличение в коре больших полуша-
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Активность аргиназы, орннтИн-аМинотрансферазы, аргининосукцнназы и 
аргининосукцинат-синтетазы в различных отделах головного мозга крыс в 

норме и при остром и хроническом отравлении аммиаком 
(средние данные 6 опытов)

Таблица

Ферменты

Ствол мозга 
отравление аммиаком

Мозжечок 
отравление аммиаком

. Кора больших полушарий 
отравление аммиаком

норма острое хроническое норма острое хроническое норма острое хроническое

Аргиназа*

Орнитин- 
трансфераза**

Аргнниносукци- 
наза*

Аргининосукци- 
нат-сннтетаза*

27,66 
+3.80

16,2 
±4.7

1,42 
±0.29

2,60 
±0,31

28.3***
±2.8

17,56*’* 
+3,30

1 01***
±0>

2,30*’* 
±0,35

27,6*’* 
+4,4

15,9*** 
±4,3

0 98*** 
+0,30

2,20*** 
±0.32

33,1 
±4,9
24,0 

±4.3

1,57 
±0,16

2,30 
±0,42

35,1*** 
+4.9 
“24.9*** 
±4.4

0,80 
+0.13 
-р<0,001

2.0 
+0,37

32,0*** 
+2,6 
“14,5 
+3,8
рсО.001
0,77 

±0,20
р<0.С01

1,9 
±0.4

16,2 
±3.3

14,4 
±4.4

0,91 
±0,17

2.90 
±0,26

16,77***■ 
±3,30

28.35 
±5,60 
р<0,001
0,86 

±0,17

2,80*** 
±0,32

16,51 
+1,60

17.6 
±4.7

0,74 
±0,25

2.6 
±0,3

Примечание. * Активность выражена в ммоль мочевнны/влажной ткаки/ч
• * Активность выражена в ммоль Д—пиролин-5-карбоксклата/влажной тка:։и/ч

• ** Во всех случаях, где не указано р, отклонения статистически недостоверны



рий приводило к приросту продукции глутамата в глутаматергнческих 
нервных окончаниях и глутамина в глиальных клетках, так как изве
стно, что глутамин-оинтетаза локализована в глиальных клетках [20]. 
Однако механизмы, обеспечивающие повышение этой ферментативной 
активности при остром отравлении аммиаком, неизвестны. Повышен
ное образование в синаптосомах коры больших полушарий глутама
та—фактора возбуждения—может компенсировать депрессорный эффект 
аммиака. Наблюдаемое при хроническом отравлении аммиаком зна
чительное снижение орнитин-аминотрансферазной активности в моз
жечке может привести к понижению продукции глутамата в глутаматер
гнческих нервных окончаниях, чем объясняется наличие мозжечковой 
симптоматики при повышенных уровнях аммиака, так.как глутамат 
считают нейромедиатором для мозжечка [21]. Механизм понижения 
аргининосукциназной активности в мозжечке при остром и хрониче
ском отравлении аммиаком неясен, но её снижение может привести к 
накоплению в мозжечке токсичного аргининосукцината [22], что усу
губит отравление аммиаком.

EFFECT OF AMMONIA ON SOME ENZYMES OF UREA CYCLE 
AND ORNITHINE AMINOTRANSFERASE IN BRAIN

M. SWAMY. M. S. K. PRASAD and B. SADASIVUDU
Centre for Advanced Research in Neurobiochemistry, Department of 

Biochemistry, Osmania Medical College, India

The activities of argininosuccinate synthetase, arginlnosuccinase, 
arginase and ornithin? aminotransferase were studied in different regions 
of the brain in rats subjected to acute and chronic ammonia toxicity. 
No significant changes were observed in argininosuccinate synthetase 
and in arginase in acute and in chronic ammonia toxicity. The arginl
nosuccinase activity was found to be decreased in ceiebellum in bpth 
acute and chronic ammonia toxicity, thus resulting in probable accumu
lation of argininosuccinate, a known toxic substance to brain. In acute 
ammonia toxicity Increase in the activity of ornithine aminotransferase 
in cerebral cortex was observed while a decrease in the activity of this 
enzyme was found in cerebellum in chronic ammonia toxicity. Ornithine 
aminotransferase was earlier found to be high In synaptosomes and in 
glial cells. The-changes in the activity of this enzyme were discussed 
in relation to production of glutamate in glutamatergic nerve endings 
both in cerebellum and cerebral cortex.
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ИЗУЧЕНИЕ ПРОЦЕССОВ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ И 
ОБМЕНА ФОСФОЛИПИДОВ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ

ОТЕКЕ МОЗГА

КАРАГЕЗЯН К. г., *САМВЕЛЯН В. М„ ОВСЕПЯН Л. М., 
МАМАДЖАНЯН Л. 3.,<ЗАХАРЯН Э. К. '

Институт биохимии АН АрмССР, * Институт кардиологии им. Л. А. Оганесяна, Ереван

Отек головного мозга относится к числу наиболее распространен
ных и крайне тяжелых осложнений в клинике самых разнообразных за
болеваний [1, 2]. В основе происходящих при этом метаболических из
менений лежит, в первую очередь, нарушение структуры и функции 
нейромембран.

Одним из факторов, вызывающих нарушение фосфолипидного со
става мембран, является развитие в них процесса перекисного окисле
ния ненасыщенных жирных кислот, приводящее к увеличению количе
ства перекисей и образованию в мембранах так называемых пор, что 
обусловливает значительное изменение проницаемости. Образование 
перекисей липидов регулируется каталитическими системами. Небел
ковая система перекисного окисления (аскорбатзависимая) включает 
в себя ионы металлов переменной валентности и использует в качест
ве восстановителя аскорбиновую кислоту. Она не проявляет чувстви
тельности к нагреванию и сульфгидрильным ядам и представлена во 
всех субклеточных образованиях. Другая, так называемая ферментная 
система является характерной для эндоплазматического ретикулума, 
использует в качестве донора электронов восстановленный ЦАОР и 
инактивируется нагреванием и п-хлормеркурибензоатом [3].

Задачей данной работы было изучение закономерностей качествен
ного и количественного изменения спектра фосфолипидов в митохон
дриальной и микросомной фракции при одновременном исследовании 
колебаний интенсивности процесса перекисного окисления липидов в 
изученных с.убфракцпях в норме и при экспериментальном отеке 
мозга.

Опыты ставили на беспородных белых крысах обоего пола, содержавшихся в 
стандартных условиях. Отек головного мозга воспроизводили внутрибрюшинным 
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введением дистиллированной воды в количестве, соответствующем 22% массы жи
вотного [4].

Митохондриальную и микросомную фракции головного мозга выделяли диффе
ренциальным центрифугированием [5].

Фракционирование индивидуальных фосфолипидов проводили методом одномер
ной хроматографии в тонком слое силикагеля (марки КСК) с использованием систе
мы растворителей: хлороформ—метанол—аммиак 65:35:5. Фосфолипидные пятна иден
тифицировали с помощью соответствующих свидетелей. Минерализацию липидного 
Фосфора осуществляли в среде серной и азотной кислот с последующим расчетом 
количества Р( в мкг на 1мг сухой массы [6]. Содержание гидроперекисей липидов 
определяли с помощью цветной реакции с тиоцианатом аммония при максимуме 
поглощения 480 им [7]. Об активности перекисного окисления судили по содержанию 
малонового диальдегида, образующего с тнобарбптуровой кислотой окрашивание, 
интенсивность которого регистрировали спектрофотометрически при длине волны 
535 нм [8]. Количество перекисей пересчитывали на 1 мг белка данной фракции [9].

Как показали результаты проведенных исследований (табл. 1), 
экспериментальный отек мозга сопровождается накоплением гидропе
рекисей и увеличением количества вторичного продукта пероксидиро
вания липидов—малонового диальдегида в микросомной фракции как 
в аскорбат, так и в МАДРН-зависимой системах переокисления. Пер
вичный механизм зарождения свободных радикалов при отеке мозга 
остается проблематичным, хотя из литературных данных известно, что 
развитие патологических процессов в мозговой ткани характеризуется 
определенным стимулированием реакций радикалообразования [10]. 
Показано, что основное количество свободных радикалов образуется 
во фракции фосфолипидов, особенно при возбужденных состояниях [11].

Исследование перекисного окисления липидов в митохондриях 
интактных животных позволило обнаружить определенный стационар
ный уровень перекисей. По всей вероятности, последние отражают 
степень подверженности митохондриальных липидов воздействию мо
лекулярного кислорода в условиях нормально протекающих метаболи
ческих процессов при возможном участии гемопротеидов как катали
заторов реакций перекисного окисления.

Как было отмечено выше, перекисное окисление липидов затра
гивает фосфолипидные компоненты клетки. Исходя из этого, интересно 
было проследить за качественным и количественным содержанием 
фосфолипидов при экспериментальном отеке мозга. Результаты наших 
исследований (табл. 2) показали, что общее содержание фосфолипидов 
в микросомной фракции мозгового вещества равно 16,08 мкг Р^мг сухой 
фракции, а в митохондриальной—12,99. Экспериментальный отек мозга 
сопровождается уменьшением количества фосфатидилхолинов, фосфати- 
дилэтаноламинов, фосфатидилсеринов при параллельном увеличении 
уровня монофосфоинозитидов, лизолецитинов в микросомной фракции. 
Отмеченное нами уменьшение фосфатидилхолина согласуется с ли
тературными данными, в которых показано резкое падение содер
жания в мозгу фосфатидилхолина в области максимально выраженно
го отека [12]. Изучение фосфолипидного состава митохондриальной
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Содержание гидроперекисей и перекисей в митохондриальной и микросомной 
фракциях при экспериментальном отеке мозга

Таблица 1.

Условия опыта
Митохондриальная фракция Микросомная фракция

контроль отек контроль отек

Тип переокисления НФП ФП НФП ФП НФП ФП НФП ФП
Гидроперекиси 
(Е480/мг белка)

0,183+0,012 0,168+0,02 0,243+0,015 
р<0,001

0,200+0,018 

р<0,01
0,240+0,03) 0,184+0,018 0,332+0,026 

р<0,001
0.386+0,014 

р <0,001
Перекиси
(нмоль малонового 

диальдегида/мг 
белка)

10.35+1,02 6,55+0,83 18,23+1,12 
р<0,001

7,18+1,04 
р<0,5

12,28+1,35 7,33+1,08 22,28+1,53 
р<0.001

13,48+1,06 
р< 0,001

Примечание. НФП—пеферментативное аскорбатзависимое переокисление; ФП— 
ферментативное зависимое переокисление. п = 10.



^фракции при экспериментальном отеке позволило обнаружить распад 
фосфатидилэтанол аминов. монофосфоинозитидфосфатидов, кардиоли
пинов и увеличение лизофосфатидилхолинов и фосфатидилсерипов. 
Заслуживает внимания факт уменьшения кардиолипинов в митохон
дриальной фракции. Кардиолипины являются маркерными фосфоли
пидами митохондрий и играют важную роль в функционировании 
электронпереносящих систем, и если фоофатндилхолины и фосфати- 
.дилэтаноламины сравнительно легко вычленяются из состава оксидо-

Таблица 2
Содержание фосфолипидов (в мкг Р; /мг сухой фракции) в митохондриальной и 

микросомной фракциях головного мозга крыс в норме и при 
экспериментальном отеке (п=5)

Фракции фосфолипи
дов

Митохондриальная фракция Микросомная фракция

контроль отек ■контроль отек

Непдентифицирован- 
ный фосфолипид

0,248+0,033 0,222+0.028 
р > 0,1

0.490+0,03 9,533+0.02 
р>0,05

.Лизофосфатидилхо- 
лины

0,637+0,021 0,992+0,033 
р <0.001

0,832+0,012 2,09±0.1 
р<0.001

Мояофосфоинозитид- 
фосфатиды

0.553+0,04 0,328+0.024 
р<0,001

0,619+0,06 0,922+0,08 
р<0,05

Сфингомиелины 1,09+0 ,С68 1,20+0,053 
р>0,5

2,98+0,07 2,84+0,077 
р>0,1

Фос фатидилхол и ны 4,53+0,083 4,03+0,067 
р<0.001

5,04+0,063 2.94+0,058 
р< 0.001

Фосфатнднлсерины 1,90+0.034 2,5+0.023 
р< 0.001

2,76+0,07 1.81+0,05 
р<0,001

Фосфатидилэтанол- 
а.мииы

3,08+0,076 2,46+0.055 
р<0,001

3,28+0,05 2,21+0.06 
р<0,001

Кардиолипины 0,960+0,043 0,685+0.037 
р<0.001

0,082+0,016 0,086+0,02 
р>0. I

•Суммарные фосфо
липиды

12,99 12.21 16,08 13,42

редуктаз митохондрий, то кардиолипины, напротив, оказываются проч
но связанными с ними и не удаляются под воздействием даже силь
ных органических растворителей [13, 14]. По нашим данным, при 
экспериментальном отеке мозга наблюдается увеличение лизофосфа
тидилхолинов в митохондриальной и микросомной фракциях мозга. В 
работах ряда авторов обнаружено, что свободные жирные кислоты и 
продукты их окисления, а также л изофосфолипиды способны повы
шать проницаемость митохондриальной мембраны для катионов. По
казано, что увеличение лизоформ, фосфолипидов приводит к повыше
нию проницаемости мембраны для ионов кальция и первичные продук
ты перекисного окисления—гидроперекиси являются их переносчика
ми [15]. Увеличение количества лизоформ фосфатидов может быть 
связано, с одной стороны, с повышением активности фосфолипазы А2, 
с другой—с активированием процесса перекисного окисления липидов.
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LIPID PEROXIDATION AND METABOLISM OF PHOSPHOLIPIDS 
IN EXPERIMENTAL CEREBRAL EDEMA

KARAGEZYAN K. G., *SAMVELYAN W. M., OVSEPYAN L. M., 
MAMADZHANYAN L. Z„ ZAKHARYAN E. K.

Institute of Biochemistry, Armenian SSR Academy of Sciences, *L. A. Oganesyan 
Institute of Cardiology, Yerevan

Phospholipid spectrum and lipid peroxidation in mitochondrial and 
microsomal fractions has been studied in rat brain tissue during expe
rimental cerebral edema. It is certain, that the experimental cerebral 
edema is accompanied by decrease in phosphatidylcholines, phosphati
dylserines, phosphatidylethanolamines in microsomal fractions. In mito
chondrial fraction we’ve discovered decrease of phosphatidylethanol- 
amines, and cardiolipins and increase of lisophosphatidylcholines and 
phosphatidylserins. At the same time accumulation of hydroperoxides 
and peroxides has been detected in both mitochondrial and microsomal 
fractions with experimental cerebral edema.
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МЕТАБОЛИЗМ ПОЛИФОСФОИНОЗИТИДОВ МОЗГА 
ПРИ ЕГО ИШЕМИИ

ТЮЛЬКОВА Е. И., ПАВЛИНОВА Л. И.

Институт физиологии им. И. П. Павлова АН СССР, Ленинград

Нарушение мозгового кровообращения вызывает ряд изменений 
•метаболизма нервной ткани, выраженность которых зависит от сте
пени и длительности ишемизации мозга. Перевязка общих сонных ар
терий, приводящая к неполной ишемии головного мозга, вызывает 
значительное снижение интенсивности обмена фосфолипидов больших 
полушарий, тогда как содержание их практически не меняется [1]. 
В отличие от общих фосфолипидов полифбсфоинознтиды (ПФИ), 
-являясь минорным компонентом биологических мембран, характери
зуются более высокой метаболической активностью [2]. Ишемия го
ловного мозга у собак приводит к резкому снижению содержания ди- 
и трифосфоинозитидов (ДФИ и ТФИ) в первые 3 мин после перевязки 
•сонных артерий [3].

В данной работе исследовали содержание и интенсивность обме
на фосфатных групп ПФИ больших полушарий головного мозга крыс 
в разные сроки неполной ишемии, вызванной перевязкой общих сон
ных артерий.

Были использованы белые крысы линии Вистар масёЪй 200—220 г. Неполная 
ишемия головного мозга достигалась одномоментным наложением лигатур на общие 
-сонные артерии. Для изучения интенсивности обмена ПФИ крысам внутрибрюшинно 
■вводили радиоактивный ортофосфат натрия. Животных декапитнровалн через 10, 
■30, 60, 90, 120, 240 и 300 мин после наложения лигатур. Ложноопернроваииые крысы 
служили контролем. Большие полушария быстро извлекали, растирали в ступке со 
•смесью хлороформа и метанола (1:9). ПФИ экстрагировали подкисленной смесью 
хлороформа и метанола по методике, описанной Киселевым [4]. Фосфоинозитиды 
разделяли на фракции хроматографией на обработанной формалином бумаге. Пятна, 
соответствующие отдельным фракциям, вырезали и помещали в сцинтилляционный 
счетчик, где измеряли интенсивность излучения 32Р, в них же после минерализации 
определяли количество фосфата. Интенсивность обмена фосфатных групп рассчиты
вали по отношению величины УР ДФИ или ТФИ к величине УР фосфата.

Данные по изменению содержания ДФИ и ТФИ в различные 
сроки ишемии представлены в таблице. В первые 10 мин ишемии об- 
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Содержание полнфосфоинознтндов в различные сроки ишемии (в мкг фосфат/г сырой массы ткани)
Таблица

Вещество
Статистиче
ский показа

тель
Контроль

Ишемия (мин)

5 ' 10 30 • 60 90 1 120 . 240 300

Трифосфои но- 
зитид

п 
X+S 

% к контролю 
р

85
33,9+0,07

6
39,2±1.0

115,6
<0,01

12
43,3+1,9 

127,7
<0.01

20
36,4+1,3 

107,4
<0,1

18
32,8+1,2

96,8

13
25,8±1.3

76,1 
<0,01

20
25,2+1,3

74,3
<0,01

6
28,7+3,1

84.7 
>0,1

Дифосфоино
зитид

п 
X±S 

% й контролю 
р

78
22,3+0,5

6
25,5+1,6 

114,3
<0,1

12
27,0+1,1 

,21,1
<0,01

20
22,9+0,7

102,7

12
20,5+0,8 

9L9
<0,1

12
20,6+0,8

92,4
<0,1

12
17,7+0,7

79,4 
<0,01

7
19,8+1,1

88,8 
<0,1

8
20,1+1,7

90.1
>0,1



наружено значительное увеличение содержания ХДФП от 22,3 до 
27,0 мкг фосфата/г ткани, что превышает 21%, Содержание ТФИ воз
растало от 35,4 до 43,3 мкг фосфата/г ткани, что соответствует повы
шению на 27,7%. В период 30-минутной ишемии содержание ПФИ 
достигало контрольного уровня, а дальнейшая ишемия (60—300 мин) 
приводила к стабильному снижению содержания ДФИ на 10—15% 
и ТФИ на 25%. Содержание фосфатидилипозитидов в исследованные 
сроки ишемии практически нс отличалось от их содержания в ткани 
мозга ложнооперированных животных. Как показано па рисунке, во 
все изученные сроки ишемии интенсивность обмена ДФИ и ТФИ сни
жена на 15—30%.

Рис. Изменения ОУР ди- и трифосфопнозптидов (в %) в различные сро
ки (мин) после перевязки общих сонных артерий. 1—дпфосфоииозитиды, 

2—трифосфопнозитиды

В течение первого часа ишемии происходит резкая перестройка 
метаболизма всех внутриклеточных процессов. Это касается как ди
намики мозгового кровоснабжения, так и химических реакций- проте
кающих в нервных клетках. Наблюдается резкое снижение содержа
ния высокоэнергетических фосфатов при значительном накоплении 
продуктов гликолиза [5—8]. Обнаружено также резкое возрастание 
содержания сАМР в первые минуты ишемии головного мозга с после
дующим снижением [7]. Наряду с уменьшением интенсивности обме
на в период 10-минутной ишемии установлено увеличение содержания 
ПФИ (таблица). В настоящее время обсуждается возможное участие 
ПФИ. связанных с фосфопротсинами, в синаптической передаче, ре
гулируемой сАМР [9, 10]. С другой стороны, среди факторов, 
влияющих на уровень кровоснабжения мозга, определенную роль 
играют ионы кальция [И]. ПФИ, обладая анионными фосфатными 
группами, имеют высокое сродство к двухвалентным катионам [12]. 
и возрастание их содержания может повышать количество связанного 
с мембранами кальция. Стабилизация функциональной и метаболиче
ской активности мозга в период 1—5 ч ишемии с установлением и 
поддерживанием её па качественно новом уровне отражается в сни
жении метаболизма ПФИ, что свидетельствует о формировании ка
ких-то устойчивых регуляторных механизмов.
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METABOLISM OF BRAIN POLYPHOSPHOINOSITIDES IN' 
ISCHEMIA

TULKOVA E. 1., PAVLINOVA L. I.

1. P. Pavlov Institute of Physiology of the USSR Academy of Sciences, 
Leningrad

Arte ria carotis ligation-induced rat brain ischemia leads to the con
siderable increase in di- and triphosphoinositide content in big hemis
pheres during first 10 min. During next 20 min of ischemia the content 
of these phospholipids is back to the normal level and then decreases 
for 15 —20%remaining at this level until 300 min of ischemia. At alb 
time periods studied intensivity of polyphosphoinositide metabolism was- 
considerably diminished.
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АКТИВНОСТЬ т-ГЛУТАМИЛТРАНСФЕРАЗЫ В 
СПИННОМОЗГОВОЙ жидкости БОЛЬНЫХ С ОСТРЫМИ 

НАРУШЕНИЯМИ М.ОЗГОВОГО КРОВООБРАЩЕНИЯ

‘ЗИНЧЕНКО В. А., СЫТИНСКИЙ И. А.

Институт физической культуры им. П. Ф. Лесгафта, Ленинград 
•Военно-медицинская академия им. С. М. Кирова

Установление характера мозгового инсульта в его острейшем пе
риоде и при тяжелом состоянии больных связано с определенной 
трудностью, обусловленной схожестью в некоторых случаях клиниче
ской картины геморрагического и ишемического инсультов, атипичным 
течением процесса и отсутствием крови в СМЖ,.когда очаг кровоиз
лияния не сразу связывается с ликворопроводящими путями. При ин
сультах повреждается ГЭБ и изменяются биохимические процессы в 
ЦНС, связанные с его функциональной деятельностью. Показателем 
нарушения может быть обнаружение в СМЖ активности у-глутамил- 
трансферазы—ГГТФ (КФ. 2. 3. 2. 2), которая является ключевым фер
ментом в мембранах нервных клеток и участвует в транспорте амино
кислот через клеточные мембраны [1—3]. 'Исследования по опреде
лению активности ГГТФ в СМЖ в литературе не описаны за исключе
нием нашего предварительного сообщения [4].

Было обследовано 144 больных с острыми нарушениями мозгового кровообра
щения в возрасте от 30 до 86 лет. У 96 лиц (66,6%) был зафиксирован ишемический 
инсульт, причем у 85% из них в каротидном бассейне, преимущественно в левой 
средней мозговой артерии. У 48 больных (33,4%) отмечался геморрагический ин
сульт. Клиническая картина определялась характером инсульта и локализацией про
цесса. Спинномозговую пункцию проводили всем больным: в первые трое суток от 
начала инсульта у 103, на 4-6—у 26, после 6 дней—у 15 человек. У 13 боль
ных ликвор исследовался повторно. В 64 случаях клинико-лабораторные исследова

ния сопоставлялись с патологоанатомическими данными. Контрольную группу соста
вили 9 больных с начальными проявлениями церебрального атеросклероза без оча
говой неврологической симптоматики и 11 детей п возрасте до 14 лет, посетивших 
в клинику с подозрением па острую нейропнфекшио, у которых при комплексном 
обследовании данных, указывающих на поражение ЦНС, выявлено не было.

Активность ГГТФ в СМЖ определяли по методу, основанному на расщеплении 
субстрата—у-глутампл-п-нптроаиилина и переносе у-глутамплового остатка на ак- 
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цситорлый дипептид глицил-глнцин, который одновременно служил буфером реакции 
15]. После остановки ферментативной реакции 10%-ной СН3СООН образующийся 
п-питроанилин определяли при 410 мм на спектрофотометре СФ-4А. Активность 
ГГТФ выражали в ммоль/с. л.

У больных с ишемическим инсультом, как правило, не отмечалось 
повышенного давления СМЖ, за исключением случаев, протекавших 
со значительным отеком мозга. У бльшинства больных СМЖ была 
прозрачной, у 8 человек в ней обнаруживалась примесь крови со све
жими эритроцитами. В некоторых случаях отмечали небольшое повы
шение содержания белка.

У больных с геморрагическим инсультом часто отмечалось повы
шенное давление СМЖ, которая имела примесь крови. Почти у чет
верти больных в первые сутки после кровоизлияния в СМЖ крови 
не обнаруживали, так как очаг геморрагии не успевал связаться с 
ликворными путями. Таким образом, прозрачная СМЖ у больных в 
первые часы-сутки после инсульта не исключает его геморрагического 
характера.

Таблица
Активность -у-глутамплтрансферазы (ГГТФ) в СМЖ больных с острыми 

нарушениями мозгового кровообращения

Вид инсульта
Активность ГГТФ в СМЖ (ммоль/с. л.)

очень тяжелый тяжелый средней 
тяжести

Геморрагический 0,152+0,01 
п=18

0,087+0,005 
п=19

0,04*0,001 
п = 11

Ишемический 0.026*0,001 
11=27

0,017+0,005 
п=47

0;01+0,005 
п=22

Примечание. п количество наблюдений

у больных контрольной группы активность ГГТФ в ликворе либо 
не выявлялась, либо ее показатель не превышал 0,005 ммоль/с. л. В 
ликворе детей активность ГГТФ также не обнаруживалась, что соот
ветствует литературным данным [6—8]. Среднестатистические показа
тели активности ГГТФ в СМЖ у больных с геморрагическим инсуль
том составили 0,11±0,22 ммоль/с. л., а с ишемическим—в 5,5 раза 
меньше—0,02+0,005 ммоль/с. л. Максимальная активность отмечалась 
при геморрагическом инсульте в первые часы-сутки после начала забо
левания, при ишемическом—на 2-3 сутки. Кроме того, показатели ак
тивности фермента зависели от тяжести инсульта (таблица). При 
очень тяжелом течении активность ГГТФ существенно возрастала. 
При нерезко выраженных общемозговых и локальных симптомах пора
жения ЦН'С активность фермента была ниже. При благоприятном те
чении заболевания уровень ГГТФ в СМЖ отчетливо снижался, в то 
время как у больных с прогрессирующим течением и летальным ис
ходом возрастал в 1,5-2 раза (0,29±0,1 ммоль/с.л.).
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При сравнении результатов исследования СМЖ с данными՛ пато- 
лого-анатомического вскрытия была установлена зависимость изме
нения активности ГГТФ от характера очаговых изменений в головном 
мозгу, размеров .и удаленности от ликворопроводящих путей. В боль
шинстве случаев ферментативная активность повышалась в первые 
часы-сутки вследствие структурных повреждений нервных образова
ний, возникших вблизи желудочков мозга и субарахноидальных про
странств. В 6 случаях глубинного расположения очагов повреждения 
активность фермента достигала среднестатистических показателей на 
2-3 сутки. В 4 случаях смешанного инсульта величина активности 
ГГТФ в СМЖ занимала промежуточное место между таковыми пока
зателями при ишемии и кровоизлиянии.

Механизм повышения активности ГГТФ в СМЖ у больных с ост
рыми нарушениями мозгового кровообращения пока еще не ясен. В 
патогенезе этого заболевания существенную роль имеют структурные 
повреждения вещества мозга, сопровождающиеся нарушением гемо- и 
ликвородинамики. Сдвиг в активности ГГТФ в СМЖ, по-видимому, 
обусловлен не только выходом фермента из функционально повреж
денных нервных клеток вследствие изменения их метаболизма, но и из 
нервных структур очага некроза вследствие нарушения мембранной 
проницаемости. Существенное значение имеет и нарушение функций 
ГЭВ при инсультах.

Данные проведенных исследований позволяют рекомендовать оп
ределение активности ГГТФ в СМЖ как дополнительный тест для диф
ференциальной диагностики геморрагического и ишемического инсультов, 
а также для прогнозирования исхода заболевания.

ACTIVITY OF GAMMA-GLUTAMYLTRANSFERASE (GGTF) IN 
CEREBROSPINAL FLUID OF PATIENTS WITH ACUTE 
DISTURBANCES OF CEREBRAL BLOOD CIRCULATION

*ZINCHENKO V. A.. j SYTINSKY I. A. |

P. F. Lesgaft Institute of Physical Education and S. M. Kirov 
Military Medical Academy*, Leningrad

The activity of GGTF (EC 2. 3. 2. 2.), that is detected in cerebral 
tissue but usually not present or present only to a slight extent in cere
brospinal fluid (CSF) of adults and children, was measured In CSF of 
144 patients with acute disturbances of cerebral blood circulation. GGTF 
activity in these patients appears to depend on the nature of the patho
logic process (whether ischemic or hemorrhagic) and on the acuteness 
and severity of the disease. Thus, GGTF activity in CSF of patients 
with hemorrhagic insults was 6-fold higher compared to patients with 
ischemic insults. Deterioration during the course of insults till the fatal 
termination is followed by a marked augmentation of the GGTF activity 
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in CSF (300,0 — 400,0 units—pmol p-nitroaniline/mln). GGTF activity 
in CSF may serve as an additional test for the differential diagnosis 
between ischemic and hemorrhagic insults and for the prognosis.
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ГОМОКАРНОЗИН: МЕТАБОЛИЗМ И ФУНКЦИИ

КРИЧЕВСКАЯ А. А., БОНДАРЕНКО Т. И., МАКЛЕЦОВА М. Г.

Кафедра биохимии Ростовского госуниверсистета им. М. А. Суслова

В обзоре представлены литературные и собственные данные авторов о струк
туре, свойствах, метаболизме и биологической роли нейроспецифического пептида 
гомокарнозина. Показано, что гомокарнозпп обладает некоторыми свойствами ней
ромедиатора и участвует в регуляции процессов торможения и возбуждения.

Аминокислотам с их широкой химической полифункциональностыо 
принадлежит особая роль в ЦНС позвоночных животных. В настоящее 
время большинством исследователей признано, что глутаминовая и 
аспарагиновая кислоты, а также ГАМК и глицин, наряду с производ
ными тирозина и триптофана—норадреналином, адреналином и серо
тонином, являются медиаторами нервной системы. В последние деся
тилетия установлено, что в организме присутствуют также специфиче
ские олигопептиды, большая часть которых образуется в структурах 
головного мозга и выполняет важнейшие регуляторные функции. В 
мозгу присутствует обширная группа специфических у-глутамиловых 
дипептидов, ацетил-аспартил-глутамат. В организме животных обна
ружены гистидинсодержащие дипептиды. Эта группа пептидов в мозгу 
представлена карнозином, ансернном, гомокарнозином, гомоансерином. 
Карнозин и ансерин присутствуют не только в мозгу, но в значительно 
больших количествах в скелетных мышцах млекопитающих и. птиц, 
однако отсутствуют в сердечной мышце.

Особый интерес представляет специфический для мозга гомокар
нозин. Функции его изучены еще недостаточно. Однако весь имею
щийся в литературе материал свидетельствует о его важнейшем значе
нии в формировании физиологических функций ЦНС.

Структура и свойства гомокарнозина

Гомокарнозин впервые был выделен из мозга быка в 1961 г. [1], 
и тогда же был осуществлен его химический синтез [2]. Позднее го
мокарнозин из бычьего мозга получили в кристаллическом виде. Его 
физико-химические характеристики — Оплавления, [а] 21°о , элемен
тарный состав совпали с таковыми синтетического препарата [3]. 
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В свойства гомокарнозина и его биологическую активность вносят 
вклад как имидазольное- кольцо остатка гистидина, так и ГАМК. В 
молекуле гомокарнозина возможно образование внутримолекулярных 
водородных связей за счет МН2-группы остатка ГАМК, карбоксила 
остатка гистидина и атомов азота имидазольного цикла. Вероятно, 
благодаря этому образуется изогнутая структура молекулы, что поз
воляет предположить существование рецепторов, способных специфи
чески связываться с гомокарнозином. Однако они не относятся к 
ГАМК-рецепторам или сходным с..ними структурам. Установлено, что 
несмотря на структурное сходство гомокарнозина с ГАМК, его срод
ство с ГАМК-рбцепторами составляет только 2% по сравнению с 
ГАМК [4]. Можно предположить, что высокая биологическая актив- < 
ность гомокарнозина в большей степени определяется уникальными 
свойствами имидазольного цикла остатка гистидина, которые так вы
пукло выявляются в активных центрах ферментов [5]. В то же время 
возможно и кооперативное действие двух частей дипептидной моле
кулы гомокарнозина. Для гистамина, например, доказано, что взаи
модействие с рецепторами осуществляется с участием концевой ами
ногруппы боковой цепи [6, 7].

Распределение гомокарнозина в отделах
■ _ головного мозга

Гомокарнозин обнаружен в мозгу млекопитающих, птиц, амфи
бий; в мозгу рыб его нет [8, 9]. Содержание гомокарнозина в голов
ном мозгу млекопитающих сильно варьирует: его количество в 
нмоль/г ткани составляет в мозгу кошек и собак до 5г в мозгу морских 
свинок—59, крыс—67, мышей—89, кроликов—179, обезьян—311. Наи
более высокое содержание гомокарнозина оказалось в мозгу человека, 
оно варьирует в разных структурах мозга от 240 до 1550 нмоль/г 
ткани [Ю].

Гомокарнозин неравномерно распределен в структурах мозга. В 
мозгу человека, по данным аутопсии, наибольшее его содержание в 
путамене, бледном шаре и коре затылочной области (900— 
1100 нмоль/г), меньше его содержание в мозолистом теле и хвостатом 
ядре [11]. а в 3У5чатом ядре в 6 раз выше, чем в хвостатом [10]. В 
коре больших полушарий головного мозга, гиппокампе и полосатом 
теле мозга морских свинок содержание гомокарнозина в 4 раза выше, 
чем в мозжечке [12]. у крыс в филогенетически более старых отделах 
мозга содержание гомокарнозина в 5 раз выше, чем в больших полу
шариях [13, 14]. У кроликов в стволовой части мозга концентрация 
гомокариозина выше, чем в больших полушариях [15].

По нашим данным, у взрослых кроликов в больших полушариях 
головного мозга содержится гомокарнозина (в нмоль/г) 266.2±9,9, в- 
среднем и промежуточном мозгу—351,0±16,4, в продолговатом моз
гу—253,9±14,9 и в мозжечке—353,8±24,1.
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Метаболизм гомокарнозина в мозгу

Субстратами синтеза гомокарнозина в мозгу служат гистидин и 
ГАМК. Содержание гистидина в мозгу взрослых животных составляет 
60—150 нмоль/г [12]. Основным источником этой аминокислоты в 
мозгу является гистидин крови, который используется в синтезе бел
ков и некоторых специфических соединений. Гистидин входит в состав 
не только гомокарнозина, но и других гистидипсодержащих пептидов— 
карнозина, ансерина и гомоаисерина [9]. Декарбоксилирование гисти
дина приводит к образованию гистамина [16].

В мозгу ГАМК содержится в количестве около 3 мкмоль/г. Ос
новным ее источником в мозгу является реакция декарбоксилирова
ния глутамата. Эта реакция, а также метаболизм и функции ГАМК 
в мозгу достаточно хорошо изучены [14, 18]. В то же время разви
вается представление о том, что пул ГАМК для синтеза гомокарпо- 
зина в мозгу черпается из реакций превращения путресцина [19]. 
Таким образом он может быть связан и с превращением аргинина. 
В мозгу имеется активная аргиназа, которая превращает аргинин в 
орнитин и мочевину. Орнитин превращается в путресцин с участием 
орнитиндекарбоксилазы, активность которой лимитирует этот процесс. 
Установлено, что в сииаптосомах мозга меченый орнитин быстро пре
вращается в ГАМК. Интенсивность образования ее из орнитина выше, 
чем из глутамата [20]. Наличие этого пути образования ГАМК, нс 
связанного с декарбоксилированием глутамата, обнаружено также в 
сетчатке глаза, культуре клеток нейробластомы и глиомы и в печени 
[21—23]. Существует два пути синтеза ГАМК из путресцина (схема) 
[24]. Первый из них—окислительное дезаминирование путресцина до 
аминобутиральдегида с последующим окислением в ГАМК. Второй 
путь включает стадию ацетилирования путресцина с участием CoAsAc 
и образованием ацетилпутресцина. Далее ацетилпутресиип превра
щается в ацетил-ГАМК, которая затем деацетилируется. После вве
дения меченого иС-путресцина была обнаружена корреляция между 
убылью путресцина и образованием гомокарнозина в мозгу [20]. Об
разование ГАМК из путресцина в мозгу цыплят и крыс наиболее ак
тивно протекает на ранних стадиях онтогенеза, когда начинается фор
мирование синапсов [25]. Путресцин является существенным компо
нентом нервной ткани, так как с него начинается путь синтеза полиами: 
нов.

Синтез гомокарпозипа катализируется ферментом гомокарпозин- 
карпозиисиптетазой (КФ 6.3.2.11), которая впервые была выделена в 
1973 году из мозга крыс [26]. Этот фермент содержится в цитоплазме 
и наибольшей активностью обладает при pH 7,4. Для проявления 
его активности требуется присутствие Mg2 , ATP и NAD. ATP мо
жет быть заменена другими пуклсозидтрифосфатами. Замена NAD 
аналогами неэффективна, что предполагает его специфическую ката
литическую роль. Количество синтезированного гомокарпозипа и гидро
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лизованной ATP эквимолярно, тогда как в этой же реакции отноше
ние образованного гомокарнозина и использованного NAD соответ
ствует 1:6 [26]. Гомокарнозин-карнозинсинтетаза является ферментом, 
содержащим SH-группы, необходимые для проявления его активности 
[14]. Наиболее высокая активность фермента была обнаружена в пу- 
тамене, бледном ядре, черной субстанции, обонятельных луковицах 
и спинном мозгу.

До сих пор нет единого мнения о существовании отдельных спе
цифических ферментов синтеза гомокарнозина и карнозина в мозгу. 
Многочисленные' исследователи доказывают существование единой го- 
мокарнозин-карнозинсинтетазы, которая катализирует синтез обоих 
дипептидов [10. 14]. Это подтверждается включением 14.С-р-аланчна 
и ,4С-ГАМК в присутствии единого фермента и в карнозине, и в го- 
мокарнозиие. Высокое содержание го.мокарнозипа в мозгу по срав
нению с карнозином объясняют тем, что Кт гомркарнозин-карнозин- 
синтетазы мозга для ГАМК и fi-аланина равна 0,5 и 2,3 мМ, причем 
ГАМК является конкурентным ингибитором синтеза карнозина.

Распад гомокарнозина осуществляется гомокарпозиназой (КФ 3.4.
13.3). Этот фермент впервые был обнаружен в почках, изолирован 
и очищен Lenney и соавт. в 1977 г. [27]. Были обнаружены значи
тельные различия между гомокарпозиназой и карнозиназой почек 
свиньи, Гомоксрь'озпиаза отличается более широкой специфичностью, 
хорошей растворимостью в воде, термолабильностью, а также чувстви
тельностью к ионам металлов. Оба фермента имеют сходные значе
ния оптимума pH 7,3—8,3 и изоэлектрической точки 5,6—5,8. Гомо
карнозиназа из почек представляет собой одну полипептидную цепь 
с Мг 57 кД. С помощью ингибиторного анализа было показано от
сутствие SH-групп и серина в активном центре фермента. Фермент об
наружен также в матке, почках, печени и легких млекопитающих. В 
мозгу млекопитающих активность гомокарнозиназы относительно низ
кая. В мозгу человека ее активность в среднем в 1000 раз выше, чем 
в мозгу крыс [10]. По нашим данным [28], активность гомокарпози- 
иазы в отделах мозга крыс составляет в больших полушариях 
2,80+0,10, в среднем и промежуточном мозгу 3-06+0,07, в продолго
ватом мозгу 3,18 + 0,13, в мозжечке 5,97+0,24 нмоль/мг белка гомо- 
карнозина, расщепившегося за 30 мин. Такое распределение актив
ности гомокарнозиназы по отделам мозга соответствует распределе
нию субстрата этого фермента—гомокарнозина в соответствующих 
отделах мозга. Процесс гидролиза гомокарнозина идет более интен
сивно, чем синтез, что указывает на высокую интенсивность метабо
лизма го.мокарнозипа в мозгу. В почках активность составляет соот
ветственно 3,41+0,16 нмоль гомокарнозина/мг белка/30 мин [28]. 
Показано, что активность гомокарнозиназы связана с мембранными 
структурами [14]. Активность карнозиназы наиболее высока в мито
хондриях мозга крыс, в то время как гомокарнозиназная активность— 
в микросомах и синаптосомах.
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Биологическая роль гомокарнозина

Гомокарнозин является прежде всего пейроспсцифнчсским пепти- • 
.дом. Однако в низкой концентрации— 4—7 нмоль/г ткани он был 
выявлен также в печени кроликов, в моче и ликворе человека [8, 24, 
30]. Гомокариозин не обнаружен в сердце, легких, печени, кишечнике, 
почках, селезенке и мышцах других млекопитающих и плазме крови 
человека [29, 31]. Это же относится к распределению ферментов его 
метаболизма. Исключение составляют почки, в которых присутствует 
высокоактивная гомокарнозиназа, служащая для быстрого выведения 
гомокарнозииа из организма. Гомокарнозин хорошо проникает через 
ГЭБ [32].

В ликворе неврологически здоровых взрослых людей гомокарно
зин практически отсутствует. В ликворе детей гомокарнозин содержит
ся, причем его количество уменьшается с возрастом. По данным Van 
Sande и соавт. [33] у 5-летних детей ликвор содержит 3,7±1,9. в воз
расте от 5 до 15 лет— 2,8±1,3, от 15 до 64 лет—0,9±0,6 мкмоль гомо- 
карнозина/л. Это было подтверждено и другими исследователями [34, 

-35]. В то же время описано наследственное заболевание—гомскарно- 
зинозис, при котором в ликворе больных содержание гомокарнозииа 
в 20—40 раз выше, чем в ликворе здоровых людей. Обследована нор
вежская семья, в которой у матери, дочери и двух сыновей содер
жание гомокарнозина составляло соответственно 74,9; 49,6; 56,5 и 
57,2 мкмоль/л ликвора, тогда как у отца, другой дочери и двух сестер 
матери были только следы гомокарнозииа [34, 36—39].В головном 
мозгу больных содержание гомокарнозииа было также повышено, ак
тивность же гомокарнозпн-карнозпнсинтетазы не отличалась от актив
ности в мозгу неврологически здоровых людей. В то же время актив
ность гомокарнозиназы не обнаруживалась в мозгу больных гомокар- 
нозинозисом. Вероятно, нарушение метаболизма гомокарнозииа при 
гомокарнозинозисе связано с ингибированием его расщепления гомо- 
карнозиназой [38].

Резко повышается содержание гомокарнозина в мозгу и ликворе 
больных фенилпируватной олигофренией [33, 34], изменяется количе
ство гомокарнозина также у больных паркинсонизмом и хореей Ген
тингтона [35, 36, 40, 41]. Введение ингибиторов ГАМК-аминотрансфе- 
разы больным хореей Гентингтона значительно увеличивало содержа
ние гомокарнозина и ГАМК в ликворе, а также улучшало состояние 
больных [42, 43].

Нами установлены [44] существенные изменения уровня содержа
ния гомокарнозина в ликворе детей при гидроцефалии—содержание 
этого пептида у них оказалось увеличенным в 10—18 раз по сравне
нию с контролем. При эпилепсии различной этиологии количество го
мокарнозина в ликворе в 5 раз превышало норму, тогда как в крови 
определялись лишь следы этого соединения. У больных же эпилепсией 
с низким содержанием гомокарнозина в ликворе была обнаружена
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■очень высокая концентрация его в крови. При олигофрениях неизвест
ной этиологии содержание гомокарнозина в ликворе было снижено 
или не обнаруживалось. В то же время у больных микроцефалией с 
эпилептическими припадками найдено высокое содержание гомокарно- 
зина. При лейкодистрофии значительное количество гомокарнозина 
обнаружено в крови [45]. Вероятно, у детей с различными заболева
ниями ЦНС происходит нарушение метаболизма гомокарнозина в 

ткани мозга, о чем свидетельствует резкое увеличение его содержания 
35 ликворе.
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Рис. Схема синтеза ГАМК из путресцина и включение ее в состав 
гомокарнозина [24]

В 1-й месяц постнатальной х{пзни наблюдали постепенное повы
шение содержания гомокарнозина в развивающемся мозгу млекопи
тающих, что совпадало с последовательностью становления возбуди
мых и тормозных процессов в ЦНС. У новорожденных кроликов было 
обнаружено самое низкое содержание гомокарнозина в мозгу— 
63,2±1,9 нм/г зкани, а уже в 1-е сутки постнатальной жизни его со
держание увеличивалось на 48%. Значительное увеличение количества 
гомокарнозина наблюдали к 14-дневному возрасту, а՝ также в период 
с 21-го по 30-й день жизни—на 74 и 93% соответственно. К ЗО-.му дню 
концентрация гомокарнозина в мозгу составляла 155,4±5,4 нмоль/г 

^ткани, то есть увеличивалась на 146% по сравнению с новорожденны
ми [46]. В мозгу незрелорождающихся млекопитающих формирование 
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синапсов происходит в основном в 1-й месяц постнатальной жизни. 
Прежде всего образуются возбуждающие синапсы, а тормозящие 
появляются на более поздних стадиях развития [47]. Критическими в 
морфофункциональном созревании мозга кроликов являются 14- и 
30-й дни жизни. К 14-му дню жизни в мозгу кроликов и крыс значи
тельно возрастает количество синаптических пузырьков в терминалях и 
вблизи утолщений пресинаптической мембраны. Форма синаптических 
пузырьков трансформируется в типичную для взрослого организма. У 
грызунов к 44-му дню жизни происходит прозревание, и ультраструк
тура синапсов в коре больших полушарий становится сходной с тако
вой у половозрелых животных. Окончательного же развития структура 
синапсов достигает к 25—30-му дню жизни [48]. При этом содержание 
гомокарнозина достигает своего максимального значения только & 
мозгу взрослых кроликов [49]. Убедительным доказательством функ
циональной значимости гомокарнозина является одновременное повы
шение активности фермента его синтеза—гсмокарпозин-карнозинсин- 
тетазы [50]. В мозгу 30-дневных кроликов активность этого фермента 
возрастает в 12 раз по сравнению с 21-дневными, в 29 раз по сравне
нию с однодневными.

На метаболизм гомокарнозина в мозгу оказывает влияние измене
ние газовой среды в ходе индивидуального развития животных. Пока
зано, что при действии 0,425 МПа О2 в течение 60 мин имело место до
стоверное уменьшение на 45—85% содержания гомокарнозина в мозгу 
кроликов всех возрастных групп, за исключением новорожденных 
[46]. В основе снижения содержания гомокарнозина при действии ги
пербарической оксигенации (ГБО) лежит нарушение ферментативной 
регуляции его метаболизма, а именно ингибирование синтеза гомокар
нозина [50]. Характер этих изменений зависит от возраста животных. 
Развитие судорожной активности мозга при ГБО у 21 и 30-ти дневных, 
кроликов сопровождалось снижением содержания гомокарнозина в 
структурах мозга.

Установлена различная степень ранимости нейронов разных об
разований головного мозга и при его кислородном голодании [57],. 
особенно опасна гипоксия плода и новорожденного. По данным Фан
кони и соавт. [52], причиной смерти почти 50% новорожденных детей 
является гипоксия. У детей, оставшихся в живых, длительная гипоксия 
может вызвать тяжелые поражения головного мозга (мозговой дет
ский паралич, болезнь Литля, олигофрению, эпилепсию и др.) [53, 
54]. Глубокая гипоксия ребенка характеризуется резким угнетением 
функции коры больших полушарий со значительным снижением био
электрических потенциалов, нарушением процессов синтеза и распада 
нейромедиаторов. В пуповинной крови здоровых новорожденных детей 
и в венозной крови детей более старшего возраста (3 и 7 лет), а 
также в донорской крови взрослых людей гомокарнозин не обнару
жен. Было установлено, что в крови новорожденных детей, родив
шихся в состоянии асфиксии, содержание гомокарнозина составляло- 
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32,7±9,0 мкмоль/л крови. В пуповинной крови новорожденных детей, 
перенесших длительную внутриутробную гипоксию, но родившихся без 
асфиксии, содержание гомокарнозина оказалось выше в 3 раза, чем 
в группе новорожденных детей, родившихся в состоянии асфиксии, и 
составляло 100,5± 13 мкмоль/л крови. В крови детей, в первые 3—7 дней 
жизни перенесших как длительную внутриутробную гипоксию, так и 
родовую асфиксию, сохранялась повышенная концентрация гомокар
нозина. В крови детей 2—5 лет, перенесших гипоксию, содержание го- 
мокарнозина равнялось 104,7±27,2 мкмоль/л крови. Причем у детей, 
имевших функциональные нарушения со стороны ЦНС, в крови содер
жалось наибольшее количество гомокарнозина. Таким образом, зна
чительные изменения функционального состояния ЦНС сочетаются с 
высоким уровнем содержания гомокарнозина в крови. В то же время 
в ряде случаев повышенное содержание гомокарнозина было выявле
но в крови детей, не проявлявших на этапе ооследования четких из
менений в неврологическом статусе, что позволяет предположить ве
роятность появления у указанного контингента отклонений со стороны 
ЦНС «в последующем. Исследование содержания гомокарпозина в кро
ви тетей, перенесших перинатальную гипоксию, можно использовать 
с целью прогнозирования функционального состояния ЦНС ребенка в 
отдаленный период после рождения. Полученные данные могут сви
детельствовать о важной регуляторной роли гомокарнозина в разви
вающемся мозгу [55].

Экспериментальные условия, в которых животных подвергали дей
ствию гипоксической гипоксии (условно 9000 м над уровнем моря в 
•течение 60 мин), соответствуют клиническим. При этом установлено 
повышение содержания гомокарнозина в крови крыс на 80%. Одно
временно возрастало содержание гомокарнозина в среднем и промежу
точном мозгу и мозжечке на 40% [56].

Возбуждение мозга при развитии судорог, вызванных гипероксией 
(0,7 МПа Оо), сопровождается снижением содержания гомокарнозина 
в различных отделах мозга крыс па 53—70% особенно в структурах 
среднего мозга [57]. В основе снижения содержания гомокарнозина 
при действии ГБО лежит нарушение ферментативной регуляции его 
метаболизма: происходит ингибирование синтеза гомокарнозина и ак
тивация распада, причем ведущая роль в снижении содержания гомо- 
карнозпиа при ГБО принадлежит, по-видимому, активации гомокарно- 
зиназы. Введение препаратов гомокарпозина предотвращало наступ
ление судорог и способствовало повышению концентрации гомокарно
зина в мозгу и кров" крыс. Гомокарпозин в защитной дозе обладал 
антиоксидантными свойствами при реакциях перекисного окисления 

в условиях нормокси......... . действии ГБО [58].
Таким образом, между функциональным состоянием организма и со
держанием гомокарпозина существует взаимосвязь.

В настоящее время имеется несколько точек зрения о возможной 
физиологической роли гомокарпозина в ЦНС. Одна из них сводится к 
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предположению, что гомокарнозин является резервной формой ГАМК 
или гистидина [30]. С использованием меченого нС-гомокарнозипа 
показано, что он может быть предшественником гистамина в мозгу 
[32]. Предполагают, что в везикулах сипаптосом гомокарнозин, рас
щепляясь, может поддерживать определенный уровень ГАМК [30, 34]. 
Основанием для этого послужила высокая активность гомокарнозина- 
зы в синаптосомиой и микросомной фракциях ткани мозга [14], а 
также, по данным Sano, совпадающее региональное распределение го
мокарнозина и ГАМК [9]. Однако такая зависимость обнаружена не во 
всех структурах мозга. Было показано [10], что в путамене, черной 
субстанции и зубчатом ядре имеется одинаково высокое содержание 
гомокарнозина и ГАМК, а в пп. caudatus и accumbens при высокой 
концентрации ГАМК содержание гомокарнозина было низким. На от
сутствие зависимости в распределении гомокарнозина и ГАМК в раз
ных отделах мозга млекопитающих обращали внимание многие авто
ры [11 — 13, 18].

Корреляция между содержанием ГАМК и гомокарпозипом может 
определяться не только активностью ферментов синтеза и распада го
мокарнозина, но и влиянием гомокарпозина на активность ферментов 
метаболизма ГАМК. В опытах in vitro показано [59], что в синапто- 
сомной фракции мозга крыс гомокарнозин проявлял свойства некон
курентного ингибитора ГАМК-амишотрансферазы и глутаматдекарбо
ксилазы. Гомокарнозин влиял на поглощение ГАМК и глутамата си- 
наптосомпыми мембранами [59].

Другая точка зрения сводится к предположению о самостоятель
ной тормозной медиаторной или модуляторной функции гомокарнозина 
в мозгу [18, 60, 61]. Основанием для этого предположения послужили 
результаты опытов на животных, у которых введение гомокарпозина 
ингибировало судорожный приступ, вызванный электрическим током. 
Далее гомокарпозип был успешно применен при лечении детей, боль
ных эпилепсией, а также при лечении экспериментальной эпилепсии 
у животных [61, 62].

Гомокарнозин отвечает некоторым критериям, характерным для 
нейромедиаторов ЦНС: неравномерность в распределении в морфо- 
функниональных образованиях головного мозга, повышение содер
жания в эволюционном ряду вместе с усложнением ЦНС, в развиваю
щемся мозгу, высокая концентрация предшественников его синтеза в 
нервных окончаниях, быстрая утилизация в постсинаптических струк
турах. Показано [63] изменение концентрации гомокарпозина в дор
зальных ганглиях кошек и крыс при электрической стимуляции. В 
опытах in vitro получены экспериментальные данные о влиянии гомо
карнозина па активный транспорт Na+ и К + через мембрану [64] 
и на активность АХЭ [65]. Однако до сих пор не было установлено 
наличие специфических рецепторов гомокарпозина в клетках нервной 
ткани. Как уже было отмечено, гомокарнозин способен связываться с
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ГАМК-р.ецепторами, но его сродство к ним составляет только 2% по 
■сравнению с ГАМК [4].

Топографическое распределение гомокарнозина свидетельствует о 
■его приуроченности к нервным структурам, связанным с тормозными 
процессами в головном мозгу, и отличается от распределения ГАМК. 
Так, было найдено [10, 66] содержание гомокарнозина в сравнитель
но высоких концентрациях (900—1200 нмоль/г ткани) в красном ядре, 
•таламусе, гипоталамусе, бледном шаре, черной субстанции и мозжеч
ке головного мозга людей.

Особого внимания заслуживает метаболизм гомокарнозина в моз
жечке, в котором зарегистрировано наиболее высокое его содержание, 
а также наиболее высокая активность гомокарнозиназы по сравнению 
с другими отделами мозга крыс и кроликов. Содержание же ГАМК 
в мозжечке значительно ниже, чем в структурах, относящихся к сред
нему мозгу [18]. Многие авторы отмечали противоречие между низ- 
жим содержанием ГАМК в мозжечке и высоким содержанием тормоз
ных нейронов в этом отделе мозга [18]. Можно предположить, что го
мокарнозин является тормозным медиатором именно в этом отделе 
мозга.

Наши экспериментальные материалы также подтверждают тор
мозную нейромедиаторную функцию гомокарнозина в мозгу. Нами 
было исследовано два противоположных по функциональному состоя
нию мозга воздействия: судорожная фаза кислородной интоксикации 
и депрессивное состояние ЦНС. вызванное действием гипоксической 
гипоксии. В судорожную стадию кислородной интоксикации содержа
ние гомокариозина снижалось во всех отделах мозга крыс и кроликов 
[56, 57]; в предсудорожную же стадию кислородной интоксикации со
держание гомокарнозина не изменялось. Таким образом, отсутствие 
возбуждения ЦНС сопровождалось «нормальным» уровнем содержа
ния гомокарнозина, а развитие судорог—резким снижением его кон
центрации в мозгу. Итак, можно полагать, что приведенные данные до
пускают участие гомокарнозина в регуляции тормозных и возбудимых 
процессов в мозгу и свидетельствуют о том, что этот дипептид может 
принимать участие в формировании и осуществлении высших функ
ций головного мозга.

HOMOCARNOSINE. METABOLISM AND FUNCTION

KRICHEVSKAJA A. A.. BONDARENKO T. I., MAKLETZOVA M. G. 
Chair of Biochemistry, State University. Rostov on-Don

The review deals with literature and personal data concerning 
structure, properties, metabolism and biological role of neuropeptide ho- 
mocarnoslne. The homocarnosine’s properties as possible neurotransmitter 
4tnd its role in the regulation of inhibition and'stimulation processes are 
•discussed.
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Захват аденозина нервными окончаниями
И ЕГО РЕГУЛЯЦИЯ

РОМАНЕНКО А. В.

Институт биохимии им. А. В. Палладииа АН УССР, Киев

Обобщены современные представления о механизмах захвата аденозина нерв
ными окончаниями. Рассмотрены способы регуляции активного захвата нуклеозида 
вепроактнввыми Приведены некоторые характеристики переносчика
нуклеозидов. Обсуждена роль захвата аденозина в регуляции синаптической передачи.

Аденозин и его производные как нейроактивные соединения ста
ли предметом широкого интереса исследователей лишь в последние 
два десятилетия. Толчком к этому послужило предположение о медиа
торной или модуляторной род,, АТР „ аденозина в вегетативной 
НС [1, 2]. Установлено, что АТР „ли адеиозиисодержащие нуклеотиды 
могут имитировать действие медиатора нехолинергической, неадренер
гической природы в гладких мышцах, а адснозин-учас'твовать в ре
гуляции высвобождения медиаторов из нервных окончаний [1-4].

В последние юды обнаружено депрессорное влияние аденозина и 
его производных на синаптическую передачу в ЦНС, в частности в 
гиппокампе, коре головного мозга, хвостатом ядре, таламусе, верхнем 
двухолмии, обонятельной луковице, мозжечке, спинном мозгу [5—9]. 
Это согласуется с данными фармакологических исследований, соглас
но которым введение аденозина и некоторых его производных оказы
вает на животных седативное, аитиконвульсантное действие, подавляет 
спонтанную двигательную активность. Снотворное, противосудорож
ное влияние аденозина подтверждается данными электроэнцефало
графических исследований [10—-12].

Аденозин или его производные высвобождаются из нервных окон
чаний в ответ па электрическую стимуляцию или действие деполяри
зующих агентов [13 16]. Вследствие этого внеклеточная концентра
ция аденозина, очевидно, может достигать значительной величины и 
составлять 5 100 мкМ [17]. Важным фактором в регуляции уровня 
внеклеточного аденозина и родственных соединений является наличие 
в синаптической области ферментных систем обмена аденозина и его 
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производных, а также эффективное функционирование ^механизмов об
ратного захвата нуклеозида нервными окончаниями. Анализ этого воп
роса и является задачей данного обзора.

В мозгу животных обнаруживаются в основном фосфорилиро
ванные производные аденозина. По данным ряда исследователей, со
держание АТР в мозгу крысы составляет в нмоль/г сырой массы тка
ни 1500—3000, ADP—243—560, АМР—39—46, сАМР—1,6—2,3, аде
нозина —0,5—1,9 [18—23]. Наиболее высокий уровень АТР обнаружен 
в таламусе, гипоталамусе, гиппокампе, мозжечке и стволе мозга 
[23, 24].

Существует несколько возможных путей образования аденозина 
в мозгу, в частности из б'-АМР, в реакциях, катализируемых б'-нуклео- 
тидазой, щелочной или кислой фосфатазой, из 2'-АМР в присутствии 
2 -нуклеотидазы, однако физиологическое значение имеет только пер
вая реакция [25—27]. Образовавшийся аденозин в аденозинкиназ
ной реакции может превращаться в б'-АМР [25, 27—29], в аденозип- 
.дезаминазной—в инозин [25, 27], а пуриниуклеозидфосфорилазной—в 
аденин [30]. Последняя из приведенных реакций ле имеет существен
ного значения для регуляции уровня аденозина, что же касается пер
вых двух, то они, наряду с аденозинкиназной реакцией, играют клю
чевую роль в регуляции содержания нуклеозида. Учитывая эти факты, 
коротко охарактеризуем локализацию и некоторые свойства соответ
ствующих ферментов.

Данные кинетических исследований показали, что в мозгу крысы 
и мыши К б'-нуклеотидазы для АМР составляет в мкМ соответствен
но 245 и 139, адеиозиндезаминазы для аденозина—34 и 16, аденозин- 
киназы для аденозина—1,5 и 0,7 [25]. Более низкое значение К m для 
аденозина в аденозинкиназной реакции обнаруживается при очистке 
фермента из мозга крысы в 3900 раз ’[29]. Установлено, что аденозин- 
киназа, представляющая собой мономер с Мг около 40 кД, имеет для 
аденозина Кгп, равную 0,2 мкМ. Максимальную активность фермент 
проявляет в присутствии 0,5 мкМ нуклеозида, а при более высоких 
концентрациях субстрата в среде инкубации она снижается.

Аденозинкиназа и аденозиндезаминаза локализованы в основном 
в цитоплазматической фракции [27], однако не исключено, что адено- 
зиндезаминаза может функционировать также и как эктофермент [1]. 
Что же касается б'-нуклеотидазы, то результаты биохимических, цито
химических и иммунологических исследований свидетельству։от в поль
зу локализации фермента в мембранах в синаптической области [31, 
32]. Допускается, что б'-нуклеотидаза может участвовать в гидролизе 
не только внеклеточного, но и внутриклеточного АМР [27].

При инкубации срезов неокортекса морской свинки в буфере, со
держащем [14С]аденин, обнаружено значительное количество ра
диоактивной метки в синаптосомах, полученных из срезов, причем она 
находится в основном в структуре адениннуклеотидов [33]. Эти дан
ные согласуются с имеющимися в литературе сведениями о высоком 
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уровне адениннуклеотидов в синаптосомах, где АТР обнаружена в ко
личестве 7,36, АОР—3,12, АМР-—6,42 нмоль/мг белка [34].

Проведенные исследования показали, что инкубация синаптосом 
мозга с [|;С] аденозином или [НС] аденином, взятых в концентрации 
0,5—1,0 мкМ, сопровождается включением указанных соединений в 
еинаптосомы, а скорость этого процесса для первого из них в 4 раза 
выше, чем для второго. 78—88% включившегося [ИС] аденозина на
ходится в виде 5'-[нС] адениннуклеотидов (ATP, ADP, АМР), причем 
на долю АТР приходится около 50% включившейся радиоактивной 
метки, 7—18% [НС] обнаруживается в аденозине и незначительное 
количество—в аденине, инозине, гипоксантине и сАМР. [’■’С] аденин 
в синаптосомах менее активно превращается в адениппуклеотиды и 
образовавшиеся адениппуклеотиды составляют 54—78% включивше
гося предшественника [13, 14]. Эти результаты согласуются с дан
ными о том, что в срезах головного мозга аденозин фосфорилируется 
быстрее, чем аденин [35].

Как уже отмечалось выше, фосфорилирование аденозина осуще
ствляется'в адснозинкиназной реакции. Предполагается, что аденозин- 

тпеиозина срезами мозга путем фосфорили- кипаза облегчает захват аденозина ч'_  1 г 1
.никпрозида [28]. Эта гипотеза базируется в пования включившегося нуклеозида г з 1 -
IV а сходстве величин К._ фермента для адс- первую очередь на данных °«0Д [25, 27> & 36] к того>

нозина и процесса заХМ™ Н^„етается я присутствии 1,0 мМ З'-деок- 
аденозипкиназпая актив, < , . ан031,да и аденин-9-0-О-арабино-
сиаденозина, Р80 „ 47%, а включение [-С] аде-
фурапозида СООТВС_^Т е услОвиях уменьшается па 56, 56 и 51%.
ночнн*1 в свезы мозга в этих ?

Несмотря на привлекательность приведенной гипотезы, некоторые 
экспериментальные данные с нею не согласуются. В частности, инги- 

туберцидин лишь незначительно уменьшаетбитор аденозинкиназы
аденозина как срезами коры головного мозга, так и препара֊ 

всем исследователям удается обнаружить вы-захват
-тмн синаптосом. Не
сокий процент превращения [^С]аденозина, включившегося в синап- 
тосомы в адениппуклеотиды [36].

Ппи обсуждении процессов обмена аденозина и его производных 
в ПНС особого внимания заслуживает вопрос о механизме захвата 
в цпо оси Хотя исследования в указанном направле-аденозина синаптосомами. »аденозине! <֊ трир11ИС последних лет, накопленные данные поз-
нии ведутся лишь в теченнд> .. ֊ мрое в общих чертах, охарактеризовать механизм воляют, по «ранней ^1ЫВМИ 0К011Ча„„Ями.
захвата аденозин< захвата аденозина синаптосомами мозга:Обнаружено 2 механик.1 ? ռ первом случае насыщение наступает в тече-быстрыи и медленный, о
н1։е 1 ......... шкубаиип, во втором-30 мин [36-39]. Медленный зах
ват аденозина синаптосомами частично ингибируется 2,4-динитрофе- 
по-юм Это свидетельствует о том, что наряду с активным захватом 
нуклеозида возможен диффузионный компонент. Предполагается, что 
захват аденозина происходит благодаря активному транспорту при 
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концентрации нуклеозида в среде ниже 10 мкМ, а при более высоких 
концентрациях—за счет облегченной диффузии. Медленный активный 
захват аденозина синаптосомами включает два компонента: один с 
Кт =1 мкМ, а другой с Кт = 5 мкМ.

Система активного захвата аденозина обнаружена и в холинерги
ческих синаптосомах, выделенных из электрического органа рыб 
Torpedo marmorata [16, 32, 40, 41]. Она, по-видимому, подобна мед
ленному захвату нуклеозида, описанному в синаптосомах мозга. К ,,, 
захвата аденозина в холинергических синаптосомах составляет 1— 
3 мкМ, а V—около 30 пмоль/мин/мг белка.

Холинергические синаптосомы могут захватывать не только адено
зин, но в меньшей степени и некоторые другие родственные соедине
ния. В частности, захват аденозина происходит в 10 раз эффективнее 
захвата аденина. В незначительной степени захватываются синаптосо
мами инозин и гипоксантин. АТР для того, чтобы включиться в си
наптосомы, должна быть дефосфорилирована до аденозина. Дефосфо- 
рилированис может осуществляться экто-АТРазой и экто-б'-нуклеоти- 
дазой, обнаруженных на нервных окончаниях в электрическом оога- 
ле [32,42].

Захват аденозина холинергическими синаптосомами замедляется 
при уменьшении температуры инкубационной среды, коэффициент 
температурной активации Qio рассматриваемого процесса составляет 
1,8. Захват нуклеозида угнетается в присутствии ингибитора активно
го транспорта иодоацетамида. Конкурентным ингибитором транспорта 
аденозина в синаптосомы являются туберцидин, 2'-деоксиаденозин, 
для которого К| составляет 91 мкМ [16]. Более эффективно захват 
аденозина холинергическими синаптосомами блокируется дипирида
молом, являющимся неконкурентным ингибитором захвата, при этом 
К, составляет 40 нМ [40].

В регуляции захвата аденозина синаптосомами участвуют неорга
нические ионы. Захват аденозина холинергическими синаптосомами 
из электрического органа снижается при увеличении впутрисипапто- 
сомного уровня Са2+, вызываемого увеличением внеклеточной кон
центрации кальния, калиевой деполяризацией, ингибированием Na1, 
Са2+-обмена или ионофором А23187 [41]. Рассматриваемый меха
низм захвата аденозина может играть существенную роль в регуля
ции высвобождения медиатора при ритмическом раздражении нерва, 
когда в нервных окончаниях значительно повышается уровень каль
ция. В этом случае благодаря увеличению концентрации аденозина в 
синаптической щели должно усиливаться его ингибиторное влияние 
на высвобождение медиатора.

Описанная выше система захвата аденозина нервными оконча
ниями наряду с высокоаффинной системой захвата холина обеспечи
вает поступление в нервные окончания предшественников медиатора 
и комедиатора, что՝ создает предпосылки для эффективного функцио
нирования синаптической передачи. Отметим, что К,п захвата холина
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олизка к Кзахвата аденозина и составляет около 2 мкМ, а V за
хвата холина—величина того же порядка, что и V захвата аденозина 
[42, 43].

Наряду с системой медленного захвата аденозина в синаптосомах 
мозга имеет место и быстрый захват нуклеозида, характеризуемый 
Кт =°>9 'Ч<М .И У=5,26 пмоль/мг белка/30 с. Этот механизм обеспечи
вает линейный во времени захват аденозина в течение 30 с из среды 
инкубации, содержащей 1 мкМ нуклеозида. Быстрый захват аденози
на зависит от pH среды и максимален при pH 8. Он увеличивается 
пропорционально росту температуры среды до 50°. Дальнейшее на
гревание препаратов еннаптосом ведет к уменьшению захвата нуклео
зида. Коэффициент температурной активации р10 рассматриваемого 
процесса равен 1,77. Быстрый захват аденозина зависит от ионного 
состава среды. Он снижается в присутствии 2 мМ Г\'аС1 и 0,1 мМ ЭГТА 
[36, 39].

Система быстрого захвата аденозина синаптосомами мозга не 
является специфичной по отношению к аденозину. Другие нуклеози
ды, в частности цитидин, инозин, гуанозин, уридин и тимидин, яв
ляются конкурентными ингибиторами захвата аденозина. Все приво
димые ниже данные по ингибированию быстрого захвата аденозина 
различными соединениями получены в опытах при инкубации еннап
тосом в присутствии 1 мкМ меченого аденозина, поэтому концентра
ция аденозина в инкубационной среде далее не указывается.

Величина К’ захвата синаптосомами [44]аденозина аденозином 
составляет 1 мкМ, а для других нуклеозидов опа равна 300—400 мкМ, 
что свидетельствует о предпочтительности аденозина как субстрата 
для переносчика. Модификация пуринового кольца аденозина во вто
ром положении несколько снижает способность молекулы конкуриро
вать [3Н]аденозином за систему захвата. Например, К։ захвата 
[3Н]аденозина 2-азидоаденозином составляет 30 мкМ, 2-фторадено- 
зином—'-43 мкМ. З'П-метокснфенпладенозином—23 мкМ. Для нитро
бензилтиогуанозина и ннтробензилтиоинозина указанные величины 
равны соответственно 25 и 30 мкМ. Нуклеотиды не являются субстра
том для переносчика и могут включаться в сннаптосомы только после 
дефосфорилпрования до нуклеозидов [39], что согласуется с данными 
по изучению захвата аденозина холинергическими нервными оконча
ниями [16, 32, 40].

Во взаимодействии нуклеозида с молекулой переносчика вовле
каются, видимо, БН-группы последнего. Установлено, что п-хлормер- 
курибензоат и И-этилмалеимид являются конкурентными ингибитора
ми захвата аденозина синаптосомами [39].

Определенные возможности для выделения и изучения молекулы 
переносчика открывает использование [3Н]ннтробензилтиоинозина как 
его лиганда. Выше уже отмечалось, что это соединение конкури
рует с аденозином за систему захвата. Недавно установлено, что 
[3Н]нитробензплтиоинозин специфически и необратимо связывается 
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с мембранами мозга, причем преимущественно с синаптическими мемб
ранами. Выявлена гомогенная популяция лиганд связывающих участ
ков с К и. равной 0,15 нМ и максимальной величиной связывания- 
130 фмоль/мг белка. Связывание [3Н] нитробензилтиоинозина чув
ствительно к действию протеолитических ферментов. Ингибиторами 
связывания этого соединения с переносчиком являются нитробензил- 
тиоинозин, иитробензилтногуанозип, а также дипиридамол и гсксобен- 
дин. Величины их К, равны соответственно 1,0, 2,1, 840 и 880 нМ [44].. 
Ультрафиолетовое облучение в течение 2—5 мин приводит к необрати
мому связыванию [3Н]нитробензилтиоинозина с переносчиком нуклео
зидов, локализованным в ^синаптических мембранах, что позволяет 
использовать указанное соединение в -качестве фотоаффпнного зонда 
[45].

Нитробензилтиоинозин и №-(п-азидобензил)-аденозин, также яв
ляющийся фотоаффинным зондом, ингибируют активный транспорт 
нуклеозидов и в эритроцитах человека. Эти соединения специфически 
связываются с соответствующим переносчиком нуклеозидов с К,,, рав
ными соответственно 0,3—1.0 и 13.4 нМ. Их использование в качестве 
фртоаффинных зондов позволило установить, что они связываются с 
полипептидом, имеющим Мг 120 кД и представляющим собой либо 
весь переносчик нуклеозидов в эритроцитах, либо его часть [46].

К числу эффективных блокаторов захвата аденозина как срезами 
мозга, так и препаратами синаптосом относится ряд соединений, при
надлежащих к группе коронарных вазодиляторов. Среди них выделя
ются дипиридамол, его производные КЕ 244-В5, КЕ 642-В5, ИЕ 86-ВВ 
и гексобенднн, лидофлазин, дилазеп [47—49]. Отметим, что если ве
личина К| быстрого захвата [3Н] аденозина сипаптосомами мозга 
аденозином составляет 1 мкМ, то для дипиридамола—0,92 [49]. Инги
бирование захвата аденозина на 20% (Ю20) наблюдается в присут
ствии других коронарных вазодиляторов, взятых в концентрации 
1—40 нМ, а на 50% (1С5о)—270—1200 нМ [48].

Имеется ещё одна большая группа соединений, ингибирующих 
захват аденозина срезами мозга и препаратами синаптосом. Она 
включает ряд лигандов бензодиазепиновых рецепторов. Наиболее эф
фективным среди .бензодиазепинов в этом плане является клоназепам, 
для которого 1С20 составляет 5 нМ [48, 49]. Предполагается, что эф
фективность бензодиазепинов может быть обусловлена их взаимодей
ствием не с нуклеозидсвязывающим участком переносчика, а с дру
гими структурами [44].

Отметим, что коронарные вазодиляторы конкурентно ингибируют 
связывание [3Н] диазепама с синаптическими мембранами, причем 
обнаружена зависимость между К, захвата аденозина коронарными 
вазодиляторами и К։ 'связывания диазепама [49]. Дипиридамол ин
гибирует связывание с синаптическими мембранами не только [3Н] 
диазепама, но и других лигандов бензодиазепиновых рецепторов, в 
частности агониста [3Н] (-{-)-3-метилклоназепама и антагониста 
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[ Н]Ро15-1788, причем во всех трех случаях величина К близка к: 
200 нМ [50].

Ингибиторами связывания [3Н] диазепама с синаптическими, 
мембранами являются триазолопиридазин и зопиклон. Эти же соеди
нения ингибируют захват аденозина синаптосомами, причем величины՛ 
1С50 и К,, для первого и второго случаев близки [48, 51, 52]. Помимо- 
триазолопиридазина и зопиклоиа, ряд других соединений, относящих
ся к классу небензодиазепиновых анксиолитических и седативных 
средств может ингибировать захват аденозина синаптосомами.

Некоторые из эффектов, вызываемых введением в организм нейро
лептиков, в частности их анксиолитическое и седативное действие,, 
также, видимо, могут быть связаны с ингибированием захвата адено
зина. Производные фенотиазина, тиоксантена, бутирофенона, дифенил- 
бутилпиперадина, дибензодиазепина и сульфа моилбензамида снижают 
захват нуклеозида синаптосомами мозга. Наиболее эффективными в- 
этом плане являются трифтазин, спиронеридол и сульприд, имеющие- 
IС20 около 1 нМ и 1С50 около 1 .мкМ [48]. С данными об ингибирую
щем действии нейролептиков на захват аденозина синаптосомами сог
ласуются сведения о снижении содержания АТР во фракции синапто- 
сом мозга крыс, выделенной после внутривенного введения животным 
трифтазина [53].

Недавно установлено, что нейролептики в концентрации 1 мкМ. 
связываются с кальмодулином. Показано, что соединения указанного, 
класса могут, в частности, ингибировать стимулирующее действие 
кальмодулина на сОМР-фосфодиэстеразу хвостатого ядра мозга кры
сы и Са2 *■ , М«։+-АТРазу эритроцитов крысы [54]. Сопоставление эф
фективности отдельных нейролептиков как регуляторов действия каль
модулина с их эффективностью в качестве блокаторов захвата адено
зина синаптосомами обнаруживает корреляцию. Это дает основание 
допускать, что захват аденозина синаптосомами мозга может регули
роваться кальмодулином.

В литературе имеются сведения о возможности ингибирования зах
вата аденозина целым рядом нейроактивных агентов, в частности ан
тиконвульсантами, антидепрессантами, метил-ксантинами, простаглан
динами, стероидами, нестероидными противовоспалительными средст
вами [48, 55]. Эффективность этих веществ в целом ниже, чем у рас
смотренных рапсе соединении.

По данным электрофизиологических исследований вещества, инги
бирующие захват аденозина нервными окончаниями, потенцируют 
действие нуклеозида- угнетают спонтанную электрическую активность 
нейронов и амплитуду вызванных постсинаптических потенциалов. 
Наиболее детально в этом плане изучено действие дипиридамола, гек- 
собепдина, папаверина, 2-гидрокси-5-нитробензилтиогуанозина и диа
зепама [6, 11]. Указаннпые соединения оказывают депрессорное влия
ние на исследуемые нейроны не только при понофоретической апплика
ции, но и при внутривенном введении, что согласуется с возможностью՛ 
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пх применения в медицинской практике. Угнетение ингибиторами зах
вата аденозина нейрональной активности свидетельствует, что меха
низм захвата нуклеозида нервными окончаниями эффективно функцио
нирует в физиологических условиях и является важным фактором в 
регуляции синаптической передачи.

, Захват аденозина нервными окончаниями, с одной стороны, пре
рывает его действие на мембранные структуры, локализованные в си
наптической области, а с другой—обеспечивает поступление нуклеози
да внутрь нервных окончаний, где тот может повторно включаться в 
синаптические везикулы. Достигнутые уже успехи в изучении механиз
ма захвата аденозина нервными окончаниями и его регуляции биоло
гически активными соединениями раскрывают возможности для целе
направленного воздействия на этот процесс фармакологическими аген
тами. Вместе с тем в настоящее время выяснены ещё не все детали 
механизма захвата аденозина нервными окончаниями. В этой связи 
представляется перспективным использование фотоаффпнных лигандов 
молекулы переносчика нуклеозидов для выделения молекулы перенос
чика и изучения её организации.

ADENOSINE UPTAKE BY NERVE ENDINGS AND ITS 
REGULATION

ROMANENKO A. V.
A. V. Palladin Institute of Biochemistry. Ukrainian SSR 

Academy of Science, Kiev

The paper deals with modern ideas on mechanisms of adenosine 
uptake. The paths of regulation of active uptake of adenosine by neuroac- 
"tlve drugs are discussed. The role of adenosine uptake in the regulation 
•of synaptic transmission is discussed.
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НЕИРОХИЕ1ИХ

т. 4, № 3, 1985

РЕЦЕНЗИИ

А. А, БОЛДЫРЕВ. «Биологические мембраны и транспорт ионов» М 
Изд-во МГУ, 1985.

Биохимия и биофизика мембран (или мембранологня) является «горячей 
точкой» биологии. Это касается различных аспектов нейрохимии, переживающей 
•сейчас своеобразный Ренессанс в связи с успехами в изучении медиаторов нейро- 
пептидов и нейроспецифических белков, интегральных белков нейрональных мембран 
рецепторов, ионных каналов и насосов. Проблемам нейрохимии уделяется большее 
внимание в программе вузов. Все больше научных учреждений и молотых специа
листов вовлекаются в теоретическую и медицинскую нейрохимию. Исходя из этого 
понятен интерес в обобщающих трудах, учебных пособиях по нейрохимии в целом 
и по ее отдельным аспектам в частности. Издательство Московского университета 
выпустило в 1985 г. учебное пособие Болдырева А. А. на тему «Биологические мемб
раны и транспорт ионов». Книга по мембраиологии выходит далеко за рамки ву
зовского учебного пособия, она может быть полезной как для начинающих специалистов, так и для «умудренных опытом» нейрохимиков, что обусловлено высоким п Х 
фессионализмом автора пособия и изложением современных и новых нередко слож
ных, методов исследования, широтой „ глубиной рассматриваемых фактов и пред
ставлений и в то же время лаконичностью и обобщающей характеристикой тех пи. •иных аспектов мембраиологии. тех пли

Книга состоит из 7 глав. В 1-й главе _
о динамическом состоянии мембран (липидный' р рассмотрены 0 щис представления 
интегральные и периферические белки трудная ' РаЗЛ'"'"ЫХ Ме“бРаН 
характеристика гидрофобных сил, мош,^ ^"33 °РГа"ЯЗаЦ1'Я Л"пндного бисл°я֊ 
липидов в липопротеидных комплексах чсим етпвч г г.... Р°ЛЬ ануЛЯр"“х
жидкокристаллическое состояние мембран поХж" еть « ₽а''’ В

1 1 подвижность белков и липидов в мемб-
ранах, фазовые переходы, в том числе и геивп»»,.,, , . е генерализованные структурные перестройки мембран). Обстоятельно изложена поль »«п»р™р Л 1

, „„ роль холестерина как регулятора фазовогосостояния бислоя, плотности упаковки ЛИПиалп 1 ' И Vлшшдов. Однако в данном разделе автор уделяет 
мало внимания роли гликолипидов (цереброзидов и ганглиозидов), гликопротеидов 
фосфатидил,,,,озитидов в межклеточном узнавании, в рецепции Св*-, медиаторов 
и гормонов. нем анализируется уникальная структура плазматических мембран_
содержание на внешней стороне так называемого гликокаликса и на внутренней 
поверхности эктоплазмы, представления о которой важны для понимания функцио- 
яирования клеточных мембран, „о они кратки и неполны. Гликокаликс-это стой 
разветвленных олигосахаридных цепей, богатых, анионными группами, входящих в 
состав гликолипидов, гликопротеидов и кислых мукополисахаридов. Этот слой про
стирается сравнительно далеко во внеклеточную среду н как своеобразные антенны 
отличает «своих среди чужих и чужих среди своих». Эктоплазма֊это динамический 
слои (шириной ДО 50-100 нм) тесно переплетающихся элементов цитоскелета_
микротрубочек, промежуточных филаментов и активных мпкрофиламентов Экто
плазма регулирует эластичность֊, ундуляцпю мембран, кластеризацию рецепторов 
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и других белков в мембране, а также их интернализацию, процессы эндо- и экзоци- 
тоза. Кстати, последние процессы являются основой для рецнклизации (восстанов
ления) мембран, о чем можно было упомянуть при рассмотрении скорости обмена 
мембранных компонентов. При обсуждении роли фосфолипаз полезно было бы 
обсудить цикл арахидоновой кислоты и его значение в синтезе простагландинов.

Во 2-й главе, важной в методическом отношении, детально изложены прин
ципиальные возможности использования флуоресцентных и спиновых зондов при 
исследовании фазовых переходов в мембране, измерении микровязкостп и гидро
фобного объема мембраны, флпп-флопа и латеральной диффузии липидов, враща
тельной подвижности белков в бнслое, межбелковых взаимодействий, использования 
метода «молекулярной мишени» для оценки молекулярной массы ферментов в мемб
ране без их очистки. Обстоятельно описаны характеристика и принципы испо-ьзо- 
вВпия в мембранологпп детергентов. Здесь также указывается как работать с фер
ментными мембранными препаратами, с буферными растворами. Справедливо под
черкивается высокая информативность исследованной температурной зависимости 
свойств мембранных структур. Описываются возможности и ограничения кинетиче
ского анализа мембранных ферментов.

3-я глава посвящена рецепторам и ионным каналам, где рассмотрены особенности 
взаимодействия лигандов и рецепторов. В качестве примеров описаны свойства и 
функции опиатных рецепторов мозга, Н֊холпнорецепторов, рецепторов гормонов, 
опосредующих свое действие на клетки-мишени через систему сАМР. Опять-таки 
скупо рассмотрены электрически и химически возбудимые поп.селективные к.т а.чы. 
В последнем случае полезно было обсудить обмен фосфатидилинозитолов в регуля
ции химически возбудимых каналов, открывающихся при взаимодействии лигшф.ов 
и рецепторов, роль фосфатидной кислоты как потенциального Са2 + -ионофора. Не 
рассмотрены пути химической модификации ионных каналов системой сАМР и 
кальмодулина, роль взаимопревращений фосфолипидов (реакции метилирования и 
деметилирования) при лигапд-рецепторпом взаимодействии. Полезно также упомянуть 
о новой динамической (стохастической) модели ионных каналов, суть которой со
стоит в том, что они формируются путем олигомеризации и кластеризации в ходе 
проведения нервного импульса. В этой главе читатель находит представления об՛ 
ионофорах (в том числе и о новых краун-эфпрах) и каналообразователях (например, 
аламетнцине).

В 4-й главе рассмотрены общие механизмы диффузии, пассивного и активного 
транспорта веществ через биологические мембраны. Наиболее трудным в этом раз
деле является вопрос о протонной и анионной АТРазах. Эта проблема сейчас ин
тенсивно разрабатывается и, естественно, некоторые факты, приведенные в учебном 
пособии, имеют противоречивый характер. В последнее время протонная АТРаза- 
немитохондрнального происхождения успешно исследуется в секреторных гранулах, 
лизосомах, одетых везикулах, аппарате Гольджи. Например, функционирование 
Н + -насоса в хромаффинных гранулах надпочечников сопряжено с активным 
М§֊ + -АТР-пндуцируемым захватом катехоламинов в гранулы из цитоплазмы.

В 5—7-й главах подробно и обстоятельно изложены свойства и функции 
Иа + . К+- и С։2- -насоса мембран различных клеток, в том числе и мозга. В этих 
главах рассмотрены современные представления о сопряжении гидролитических и 
транспортных процессов, ионофорных пептидных участках отдельных фрагментов 
молекул транспортных АТРаз, олигомерной организации \а *, К+ - и Са2՜*՜ -АТРаз.

Пособие прекрасно и обильно иллюстрировано схемами, рисунками, сделанные 
замечания, по всей вероятности, отражают меру увлечений самого рецензента, ибо 
трудно объять необъятное. Нужнб отдать должное высокому профессионализму 
автора, который подарил нам, читателям (нс только студентам, не только молодым, 
• о и зрелым спец՛..злистам), хорошее современное учебное пособие, которое будет 
пслСа'ЧЫ-м и для нейрохИ'М'Иков. В заключение целесообразно рекомендовать издатель
ству «Высшая школа» переиздать это пособие в расширенном и дополненном варианте.

ГЛЕБОВ Р. Н.
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НЕИРОХИМИЛ
т. 4, № 3, 1985-

РЕФЕРАТЫ СТАТЕЙ, НАПРАВЛЕННЫХ НА 
ДЕПОНИРОВАНИЕ В ВИНИТИ

УДК 612.822.Г

ВЛИЯНИЕ 6-ГИДР0КСИД0ФАМИНА НА СОДЕРЖАНИЕ 
НОРАДРЕНАЛИНА В ГОЛОВНОМ МОЗГУ КРЫС

ТУРОВСКИИ в. с.

Установлено, что введение нейротоксина 6-гидроксидофамина 
(6-ОН-ДА) вызывает избирательное повреждение структуры и функ
ции лейронов катехоламинергической природы. Так как нейроны нор
адренергической и дофаминергической природы находятся в стволовых 
структурах головного мозга, а их аксональные терминали в составе- 
разных восходящих пучков простираются в неокортекс, гиппокамп, 
стриатум, то представлялось логичным пспользовдть֊֊нзбнрательный 
токсин для катехоламинергических нейронов и проследить в динамике- 
его воздействие на содержание норадреналина (НА) в неокортексе.

6-ОН-ДА (300 мкг на крысу) растворяли в физиологическом 
растворе и вводили интравентрикулярно билатерально в объеме 
20 мкл. Через 3, 5, 22 Дня после операции крыс браЛи в опыт. Иссле
довали кору больших полушарий и целый головной мозг. Содержание 
НА определяли флуориметрическим способом и выражали в нг/г 
сырой массы ткани.

Результаты экспериментов показали, что у интактных крыс со
держание НА в ткани целого мозга на 44,7% выше, чем в коре боль
ших полушарий.

Исследование содержания НА в ткани коры головного мозга в 
динамике интравентрикулярного введения 300 мкг 6-ОН-ДА на жи
вотное выявило, что оно уменьшается через 2, 5 и 22 суток в 2,6, 2,2 
и 2,0 раза соответственно.

Количество НА при воздействии такой же дозы нейротоксина 
снижалось в ткани целого мозга через 2 суток—в 6,5 раза, спустя 
5 суток—в 2,8 раза, после 22 суток—в 2,9 раза по сравнению с контро
лем.

На основании проведенных экспериментов установлено, что ин
травентрикулярное введение специфического нейротоксина—6-ОН-ДА 
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избирательно повреждает катехоламинергичсские структуры головного 
мозга крыс.

. Таким образом, при изменении содержания НА в ткани коры 
больших полушарий и целого головного мозга после интравентри
кулярного введения 6-ОН-ДА на 2-е сутки отмечается наибольшее паде
ние содержания НА в обоих исследованных образцах ткани головного 
мозга. На 5-е сутки после экспозиции животных с нейротоксином ко
личество НА также значительно снижено по сравнению с контролем. 
Через 22 суток после воздействия 6-ОН-ДА содержание НА снижено в 
ткани целого мозга больше, чем в коре больших полушарий. Это сви
детельствует о более выраженном повреждении нейротоксином глу
боких норадренергических структур мозга.

•4 с., ил. 2, бпблпогр. 14 .
НИИ гигиены труда и профзаболеваний ։
.М3 РСФСР, Ленинград Поступила II. Ill 1985

Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ 2.08.85. № 5797—85

УДК 577.158

О ДЕЙСТВИИ ЭНКЕФАЛИНОВ НА МОНОАМИНОКСИДАЗУ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА

КАМЫШАНСКАЯ Н. С.. МОСКВИТИНА Т. А., ПОЗДНЕЕ В. Ф., ГОРКИН В. 3.

В настоящее время известно, что некоторые биологически актив
ные пептиды изменяют функции головного мозга, воздействуя, в част
ности, на метаболизм биогенных аминов. Ключевыми ферментами 
катаболизма биогенных аминов являются моиоаминоксидазы (МАО).

Изучали влияние различных концентраций Met- и Leu-энкефали- 
иов на дезаминирование серотонина (5-ОТ), 2-фепилэтиламнна (ФЭА) 
и тирамина (ТМ) митохондриальной МАО мозга быка и человека 
Ткань мозга быка исследовали через 1 ч после забоя, а .человека—че
рез 9, 28, 57 ч после смерти у мужчин в возрасте 58, 73 и 82 лет. Об 
активности МАО судили по количеству аммиака, освобождаемого при 
инкубации исследуемого биологического материала с одним из субстра
тов при оптимальных условиях.

Leu-энкефалин (1 —100 м-кМ) вызывал незначительное (от 9 до 
20%) торможение окислительного дезаминирования 5-ОТ (но не ФЭА 
и ТМ), катализируемого-митохондриальной МАО мозга быка. Эффект 
был статистически достоверным, но мог быть обусловлен неспецифи- 
■ческим влиянием относительно высоких концентраций пептидов на 
биомембраны.

В опытах с митохондриальными мембранами из стволовой части
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избирательно повреждает катехоламинергичсские структуры головного 
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больших полушарий и целого головного мозга после интравентри
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Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ 2.08.85. № 5797—85
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О ДЕЙСТВИИ ЭНКЕФАЛИНОВ НА МОНОАМИНОКСИДАЗУ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА

КАМЫШАНСКАЯ Н. С.. МОСКВИТИНА Т. А., ПОЗДНЕЕ В. Ф., ГОРКИН В. 3.

В настоящее время известно, что некоторые биологически актив
ные пептиды изменяют функции головного мозга, воздействуя, в част
ности, на метаболизм биогенных аминов. Ключевыми ферментами 
катаболизма биогенных аминов являются моиоаминоксидазы (МАО).

Изучали влияние различных концентраций Met- и Leu-энкефали- 
иов на дезаминирование серотонина (5-ОТ), 2-фепилэтиламнна (ФЭА) 
и тирамина (ТМ) митохондриальной МАО мозга быка и человека 
Ткань мозга быка исследовали через 1 ч после забоя, а .человека—че
рез 9, 28, 57 ч после смерти у мужчин в возрасте 58, 73 и 82 лет. Об 
активности МАО судили по количеству аммиака, освобождаемого при 
инкубации исследуемого биологического материала с одним из субстра
тов при оптимальных условиях.

Leu-энкефалин (1 —100 м-кМ) вызывал незначительное (от 9 до 
20%) торможение окислительного дезаминирования 5-ОТ (но не ФЭА 
и ТМ), катализируемого-митохондриальной МАО мозга быка. Эффект 
был статистически достоверным, но мог быть обусловлен неспецифи- 
■ческим влиянием относительно высоких концентраций пептидов на 
биомембраны.

В опытах с митохондриальными мембранами из стволовой части 
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мозга человека было показано, что Met-энкефалин (0,01 мкМ) и 
Leu-энкефалин (I мк.М) вызывают небольшое (19,5 и 14% соответст
венно), но статистически достоверное ингибирование дезаминирования 
ФЭА, но не 5-ОТ. Причем увеличение или уменьшение концентраций 
этих пептидов приводило к исчезновению этого эффекта.

Предположение о том, что эффект был небольшим вследствие раз- 
рушения Met- и Leu-энкефалинов пептидазами, присутствующими в 
митохондриальных мембранах (было исследовано действие 4-членного 
аналога энкефалинов, не разрушаемого пептидазами, а также введение 
в систему мощного ингибитора пептидаз—антибиотика бацитрацина) 
не подтвердилось. Не усиливало этот эффект и исключение Na+, иг
рающего важную роль в регуляции взаимодействия морфинорецепто- 
ров с лигандами.

Таким образом, в условиях, способствующих наиболее эффектив
ному взаимодействию, Met- и Leu-энкефалины вызывали лишь неболь
шое, но статистически достоверное торможение активности МАО мозга 
быка и человека.

6 с., пл. 2. библиогр. 23.
Институт биологической и медицинской
химии АМН СССР, Москва Поступила 7. I 1985

Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ 2.08.85. № 5796 -85

УДК 577.151.64—612.015.1

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ АКТИВНОСТИ
I МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ МАО ГОЛОВНОГО МОЗГА 

НОРКИ и крысы

МАЛОВ А. М„ ХОВАНСКИХ А. Е„ АНТИПОВ А. Д.

В работе изложены результаты сравнительно-биохимического изу
чения активности митохондриальной МАО в полушариях головного 
мозга, межуточном мозгу, мозжечке, заднем и среднем мозгу. В опытах 
были использованы крысы (Rattus rattiis)—4-месячные самки и норки 
(Mustela vison) полугодовалые самцы и самки (нещенпвшиеся I и 
двухгодовалые самки из маточного стада. Активность МАО определя
ли семикарбазоновым методом по продуктам реакции окислительного 
дезаминирования субстратов—серотонина, тирамина и бензиламина.

В результате проведенного исследования обнаружено, что мозг 
норки обладает очень низкой по сравнению с мозгом крысы серотонин
дезаминазной активностью, то есть МАО типа А представлена в голов
ном мозгу норки в значительно меньшей степени, чем у крысы. В то 
же время бензиламиндезаминазная активность мозга норок достоверно 
выше, чем бензиламнндезаминазная активность мозга крыс соответст- 

ЗИ



мозга человека было показано, что Met-энкефалин (0,01 мкМ) и 
Leu-энкефалин (I мк.М) вызывают небольшое (19,5 и 14% соответст
венно), но статистически достоверное ингибирование дезаминирования 
ФЭА, но не 5-ОТ. Причем увеличение или уменьшение концентраций 
этих пептидов приводило к исчезновению этого эффекта.

Предположение о том, что эффект был небольшим вследствие раз- 
рушения Met- и Leu-энкефалинов пептидазами, присутствующими в 
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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ АКТИВНОСТИ
I МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ МАО ГОЛОВНОГО МОЗГА 

НОРКИ и крысы

МАЛОВ А. М„ ХОВАНСКИХ А. Е„ АНТИПОВ А. Д.

В работе изложены результаты сравнительно-биохимического изу
чения активности митохондриальной МАО в полушариях головного 
мозга, межуточном мозгу, мозжечке, заднем и среднем мозгу. В опытах 
были использованы крысы (Rattus rattiis)—4-месячные самки и норки 
(Mustela vison) полугодовалые самцы и самки (нещенпвшиеся I и 
двухгодовалые самки из маточного стада. Активность МАО определя
ли семикарбазоновым методом по продуктам реакции окислительного 
дезаминирования субстратов—серотонина, тирамина и бензиламина.

В результате проведенного исследования обнаружено, что мозг 
норки обладает очень низкой по сравнению с мозгом крысы серотонин
дезаминазной активностью, то есть МАО типа А представлена в голов
ном мозгу норки в значительно меньшей степени, чем у крысы. В то 
же время бензиламиндезаминазная активность мозга норок достоверно 
выше, чем бензиламнндезаминазная активность мозга крыс соответст- 
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вующего возраста и пола, что свидетельствует о большей активности 
МАО типа Б в мозг}' норок по сравнению с мозгом крыс.

Активность МАО и у крыс и у норок минимальна в полушариях 
головного мозга и максимальна в межуточном мозгу. Установлено, что 
с возрастом в полушариях мозга, межуточном мозгу и мозжечке норок 
тпраминдезампназная и бензиламиндезаминазная активности уменьша
ются, тогда как в заднем и среднем увеличиваются.

Распределение тпраминдезаминазной активности в головном мозгу 
полугодовалых самцов близко к таковой у полугодовалых самок, тогда 
как распределение бснзиламиназной активности у этих самцов имеет 
сходство с распределением подобной активности у двухгодовалых са
мок.

7 с., пл. 4, бпблиогр. 22.
Институт эволюционной физиологии и биохимии
АН СССР им. И. М. Сеченова, Ленинград Поступила 12. VI 1985-
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нейромедиаторные аминокислоты в регуляции
ИММУННЫХ РЕАКЦИИ У БОЛЬНЫХ ШИЗОФРЕНИЕЙ

АЛИЕВ Н. А.

У 20 больных острой и 30—хронической шизофренией исследовано 
влияние нейромедиаторных аминокислот (аспартат, глицин, ГАМК, 
глутамат, таурин) на интенсивность иммунных реакций (определение 
Т-, В-лимфоцнтов, иммуноглобулинов А, М, О). Результаты сопостав
лены с данными, полученными при обследовании 20 здоровых лиц. 
Установлено, что у больных'острой шизофренией уровень содержания 
возбуждающих нейромедиаторных аминокислот и иммунных реакций 
повышен, а ГАМК и таурина—понижен. При хронической шизофре
нии, наряду с понижением концентрации возбуждающих нейромедиа
торных аминокислот и интенсивности иммунных реакций, установлено 
повышение содержания тормозящих нейромедиаторных аминокислот.

В результате лечения активаторами глутаматергнческой (глутами
новая кислота, 2 г в день в течение 30 дней) и ГАМК-ергической (кон- 
вулскс, по 750 мг на протяжении 21 дня) систем установлено их разно
направленное действие на исследуемые иммунологические показатели. 
Выявлено, что стимуляции глутаматергнческой системы способствует 
увеличению интенсивности иммунных реакций, а активация ГАМК-ер- 
гичеокой системы подавляет иммунный ответ.

Выдвигаемое предположение о существовании регуляторного вли-
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янпя нейромедиаторных аминокислот на иммунную систему организма 
больных шизофренией носит гипотетический характер и нуждается в 
дополнительных клинико-экспериментальных исследованиях. Оконча
тельное решение этой проблемы даст возможность коррегпровать об
наруженные у больных шизофренией иммунологические нарушения с 
помощью психофармакологических препаратов.

4 с., ил. 2, бпблиогр. 6
Психиатрическая больница № 3
Минздрава АзССР, Баку Поступила 5. V 1985
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КИНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ИЗОФЕРМЕНТОВ 
КРЕАТ И Н КИ Н АЗ Ы МОЗ ГА

ХВАТОВА Е. М„ СЕМЕНОВА Т. С., САВЕЛЬЕВА С. И., 
ШУМАТОВА Е. Н„ ОБРАЗЦОВА И. Г.

Изучали кинетические свойства и величину У. А. митохондриально
го и цитоплазматического (ВВ) изоферментов мозговой ткани.

Распределение У. А. креатиикиназы (КК) в субклеточных фрак
циях нервной клетки исследовано методом электрофореза на ацетат- 
целлюлозе. Кинетические исследования выполнены ща митохондриаль
ной креатпнкпназе, экстрагированной с мембран 0,02 М фосфатным 
буфером, и растворимой в ВВ изофор.ме цитозоля.

В работе изучена возможность скорости образования креатина от 
концентрации Mg2+-ADP и креатинофосфата (КФ). Зависимость на
чальной скорости реакции от концентрации одного из субстратов опре
деляли на фоне постоянной высокой концентрации второго субстрата.

Определение скорости реакции проводили по креатину методом 
Еппог, Morrison [18]. Начальную скорость реакции использовали для 
расчета кинетических констант—кажущейся Кт. и„ 11 коэффициен
та q.

Показано, что 35% общей активности КК сосредоточено в мито
хондриях мозговой ткани, а 67% клеточной активности локализовано 
в цитозоле в виде ВВ изоформы.

Кинетическими исследованиями установлен гиперболический ха
рактер зависимости скорости реакции для обоих изоферментов при из
меняющихся концентрациях Mg2+ -ADP.

По отношеню к КФ у митохондриального изофермента выявлены 
отклонения от кинетики Мнхаэлиса-Ментен с изменением коэффициен
тов кооперативности (n„, q) до величин меньше единицы. Расчет ки-
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нетических констант показал сродство митохондриального и ВВ изо
ферментов мозговой ткани к КФ (Кт—2,0 и 1,2 мМ) и к М§21 -АВР՜ 
(Кга —0,77 и 0,45 .мМ) соответственно, что подтверждается литератур
ными данными. ВВ изофермент КК мозга мало отличим от ВВ изофер
мента других тканей. Митохондриальная КК мозга, напротив, отли
чается от таковой сердечной мышцы.

Установленные отклонения от нормальной . кинетики Михаэлиса- 
Ментен в поведении митохондриального фермента при взаимодействии, 
с гуанидиновыми субстратами могут быть связаны с межсубъединич
ным взаимодействием в молекуле изучаемого фермента или с наличием 
в мозгу нескольких форм митохондриального фермента (ХУеуегз, 1981).

5 с., ил. 4, библиогр. 25
Кафедра биохимии Мединститута, Горький Поступила 25. IV 1985-
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ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

I. В журнале публикуются статьи, содержащие ранее не опубликованные резуль
таты экспериментальных исследований по биохимии нервной системы, обзоры по важ
нейшим вопросам современной нейрохимии, рецензии на новые издания и актуаль
ная научная хроника. Объем рукописи (включая резюме, список литературы и иллю
страции) не должен превышать 15 с., напечатанных на машинке через 2 интервала. 
Объем обзоров не более 20 с., кратких сообщений, рецензий и хроники 4 с., а писем в 
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2. Перед каждой статьей, кроме кратких сообщений, должно быть напечатано 
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ды. результаты и обсуждение, литература. Иногда более целесообразным являются 
разделы—резулыаш исследований и обсуждение результатов. В кратких сообщениях 
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(УДК).

3. Список литературы оставляется в порядке цитирования. Все ссылки печатают
ся на машинке на языке орчитала через 1,5 интервала. В тексте ссылки даются в 
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вом номере нашего журнала, приводится список наиболее часто употребляемых со
кращенных обозначений, разрешаемых применять без специальной расшифровки. Ис
пользуемые авторами другие сокращенные слова при первом упоминании даются пол
ностью и в скобках в сокращенном виде. Фамилии иностранных авторов даются на 
языке оригинала.

6. Редакция имеет право сокращать и исправлять текст статьи, не изменяя ее 
основного содержания.

7. Редакция высылает автору второй экземпляр отредактированной рукописи для 
ознакомления и доработки. В случае возврата статьи для исправления датой поступ
ления ее в редакцию считается день поступления исправленного текста.

8. Корректуру авторам редакция ие высылает.
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