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НЕИРСХИГ^И/!
т. 4, № 4, 1985

| ЕВГЕНИЙ МИХАЙЛОВИЧ КРЕПС |

(1899—1985)

Советская и мировая наука понесла тяжелую утрату—скончался 
крупнейший биолог нашего времени, один из основателей эволюцион
ной физиологии и биохимии в нашей стране, всемирно известный ней
рохимик, академик Евгений Михайлович Крепе. Перестало биться 
сердце большого доброго человека, выдающегося ученого, подлинного 
естествоиспытателя-натуралиста, талантливого организатора науки. 
Он прожил долгую, активную жизнь и умер внезапно в разгаре кипу
чей деятельности.

Работа в лабораториях таких корифеев физиологии, как И. П. 
Павлов и Л. А. Орбели привлекла Евгения Михайловича Крепса к 
проблемам сравнительной и эволюционной физиологии и биохимии, 
которые стали предметом его научных исследований на протяжении 
всей жизни. Своими фундаментальными исследованиями он внес суще
ственный вклад в развитие сравнительной физиологии высшей нерв
ной деятельности.

Хорошо известны заслуги Евгения Михайловича в разработке кон
цепции о метаболических основах адаптационно-трофической функции 
нервной системы, что способствовало созданию биохимической канвы 
физиологических процессов. Широкую известность получили работы 
академика Е- М. Крепса и его школы по биохимической эволюции го
ловного мозга, по эволюции буферных систем, ферментов и дыхатель
ных пигментов крови. Всемирную известность и признание получили 
также результаты исследований Е. М. Крепса и его учеников по эво
люции липидов. Его недавно вышедшая монография «Липиды клеточ
ных мембран» является замечательным подарком нейробиологам мира. 
Блестящее сочетание физиологии и биохимии, подведение физико-хи
мической основы к сложнейшим физиологическим процессам—харак
терная черта учения Е. М- Крепса о липидах нервной системы.

Герой Социалистического труда, академик Е. Л4. Крепе до конца 
своей жизни обладал исключительной трудоспособностью. Совсем не
давно в нашем журнале, одним из самых активных членов редколле
гии которого являлся Е- М. Крепе, была опубликована большая статья 
֊о его славном 85-летнем юбилее, в которой отмечалось, что он встре
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чает эту дату в расцвете сил и высокой научной и общественной актив
ности. В ближайшее время выйдет в свет специальный номер журнала 
«Neurochemical Research», издаваемого в США, посвященного акаде
мику Е. Л1. Крепсу. По традиции этого журнала такие номера посвя
щаются при жизни ученым, обогатившим нейрохимию исследованиями 
первостепенной важности.

Большой вклад внес Е. М. К.репс в подготовку высококвалифици
рованных кадров биохимиков не только в Институте сравнительной 
физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова АН СССР, но и в других 
научных центрах страны. Можно надеяться, что многочисленные уче
ники академика Е. М- Крепса будут успешно продолжать развитие его 
идей по самым актуальным проблемам молекулярной нейрохимии и 
эволюции функций.

Наш народ потерял одного из своих замечательных сынов, боль
шого патриота родины, крупнейшего ученого-мыслителя и человека 
большого личного обаяния, жизненный путь которого является хоро
шим примером для воспитания грядущего поколения.

Его светлый образ навсегда сохранится в наших сердцах.

РЕДКОЛЛЕГИЯ
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(НЕИРОХИГ^ИХ
т. 4, № 4, 1985

УДК 612.822.1+612.815.1

действие 6-оксидофамина на гамк-рецепторы 
коры мозга крыс

ПАРФЕНОВА Е. В.

Институт экспериментальной медицины АМН СССР, Ленинград

Синаптические мембраны, выделенные из коры головного мозга крыс через 5 
суток после нптрацистернального введения 6-оксидофамппа (300 мкг), имеют пони
женную способность к К’а+ -независимому связыванию 3Н-ГАМК. Это обусловлено 
2—3-кратным снижением общего числа рецепторных участков и не связано с изме
нением активности эндогенных ингибиторов ГАМК-рецепторов. Функционирующие 
рецепторы проявляют повышенное сродство к лиганду. Полученные данные свиде
тельствуют о тесной взаимосвязи между ГАМК- и катехсламннергическвми систе
мами в коре головного мозга крыс.

6-оксидофамин (6-ОН-ДОФА), являясь природным неметаболизи- 
руемым аналогом дофамина, широко используется в нейроморфолог.и- 
ческпх и нейрохимических исследованиях как нейротоксин специфи
ческого действия («ложный медиатор»), вызывающий повреждения 
катехолампновой системы головного мозга [1]. Введение 6-ОН-ДОФА 
в желудочки мозга приводит к снижению содержания норадреналина 
и дофамина [2, 3], потере способности нервного волокна к возбужде
нию [4] и дегенеративным перестройкам терминалей катехоламинер- 
гических (КА-ергических) нейронов [5—7]. При этом содержание в 
мозгу других нейромедиаторов (АХ, ГАМК, глутамат) практически не 
изменяется [8]. Обнаруженные отклонения касаются как основных 
КА-ергических центров (черная субстанция, голубое пятно) и сопря
жённых с ними образований стрпопаллидарной системы, так и коры 
головного мозга [6, 7]. Известно, что в коре осуществляется контакт 
КА-ергической системы с системами иной медиаторной природы, в 
частности* тормозной ГАМК-ергической, что создаёт структурный ба
зис для межмедиаторных взаимодействий, с помощью которых инте
грируется деятельность ЦИС. Задачей нашего исследования было изу
чение изменений, возникающих в рецепторном звене ГАМК-ергиче
ской системы коры головного мозга крыс в результате селективного 
повреждения КА-ергической системы 6-ОН-ДОФА.
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Материалы и методы

Опыты проводили на крысах-самцах линии Wistar массой 180—200 г. Крысам 
под эфирным наркозом интрацнстернально вводили 300 мкг 6-ОН-ДОФА в 20 мкл 
физиологического раствора. Контрольным животным вводили по 20 мкл физиологп- 

- ческого раствора. В опытах использовали также интактных животных. Через 5 суток 
крыс декапптпровали. отделяли кору больших полушарий и замораживали её на 
1—2 суток при -18°.

Фракцию синаптических мембран из коры головного мозга получали с помощью 
дифференциального центрифугирования клеточного гомогената по методу Zukin и 
соавт. [9]. используя модификацию, предложенную Дамбиновой и Городинским [10]. 
Чистоту полученной фракции контролировали электропномикроскопическп. /Для фик
сации предварительно осажденных центрифугированием мембран использовали 
2,5%-ный глютаральдегид и 1%-ный раствор четырехокисп осмия. Проводку и за
ливку материала выполняли общепринятыми методами.

Полученные синаптические мембраны замораживали на 1—2 суток при -18°. 
После оттаивания их промывали 5—6 раз 50 мМ трис-цптратным буфером pH 7.4 с 
последующим осаждением при 45000g в течение 20 мин или же предварительно об
рабатывали' 0.05%-ным тритоном Х-100 в течение 30 мин при 37°.

Для определения Na +-независимого связывания ЗН-ГАМК 10—40 мкг (по 
белку) синаптических мембран инкубировали в течение 10 мни при 0—4° с 5— 
200 нМ ЗН-ГАМК (32 Ки/ммоль, Ленинград) в 1 мл трпс-цптратного бу
фера pH 7.4 [9, 11]. Неспецифическое связывание определяли при наличии в инку
бационной среде 1 мМ немеченой ГАМК («Fluka», Швейцария). В наших опытах 
оно составляло менее 30% от общего связывания метки. Специфическое связывание 
получали путем вычитания значений .неспецнфического связывания из величин об
щего связывания. Реакцию останавливали быстрой фильтрацией проб под вакуумом 
через целлюлозные фильтры с диаметром пор 0,42 мм («Synpor», ЧССР) [ill]. 
Осажденные на фильтрах синаптические мембраны промывали 10-кратным объёмом 
холодного буфера. После высушивания фильтры помещали в впалы, заливали сцин
тилляционной жидкостью (5 г РРО и 50 мг РОРОР в 1 л толуола) и измеряли ра
диоактивность на. счетчике Mark II («Nuclear Chicago». США).

Активность эндогенных ингибиторов ГАМК-рецепторов оценивали ио приросту 
Па + -иезависимого связывания ЗН-ГАМК после обработки синаптических мембран 

0,05%-ным тритоном Х-100 и способности цигибиторсодержащего экстракта, полу
ченного после осаждения заморожениых-оттаявшпх синаптических мембран, снижать 
Na+-независимое связывание ЗИ-ГАМК с обработанными 0,05%-ным тритоном Х-100 
синаптическими мембранами коры мозга интактных животных.

Содержание белка определяли по методу Lowry и соавт. после предварительного 
гидролиза синаптических мембран в NaOH [121-

Результаты и обсуждение
Электронномикроскопическое исследование фракции синаптиче

ских мембран из коры головного мозга крыс. Электронномпкроскотт- 
ческое исследование позволило показать, что полученный нами препа
рат представляет собой совокупность разрушенных осмотическим шо
ком мембранных структур. Выявляются области синаптических контак
тов и постсинаптические уплотнения. Некоторые структуры образуют 
замкнутые везикулы, заполненные пузырьками, по строению и разме
рам сходными с синаптическими. Вместе с тем часть синаптических пу
зырьков в результате осмотического шока высвобождается из мемб
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ранных везикул. Полученный препарат оказался практически пол
ностью лишен митохондриальных примесей, в поле зрения лишь изред
ка попадаются единичные .митохондрии. Это представляется принци
пиально важным, так как митохондрии содержат ГАМК-утилизирую- 
щие ферменты и согласно приводимым в литературе [13] и нашим 
неопубликованным данным, способны к связыванию 3Н-ГАМК, что 
искажает получаемые результаты -и затрудняет оценку ГАМК-рецеп
торов синаптических мембран.

1Уа + -независимое связывание 3Н-ГАМК. синаптическими мембра
нами коры мозга крыс через 5 суток после введения 6-ОН-ДОФА. 
1Ча + -независимое связывание 3Н-ГАМК с синаптическими мембрана
ми, которое идентично связыванию ГАМК с постсинаптическими рецеп
торными участками [9], может быть выявлено только после замора
живания-оттаивания мембран с последующими их промывками гипо
тоническим буфером [9, 14]. Такая обработка способствует вымыва
нию из мембранной фракции эндогенной ГАМК, конкурирующей с 
меченым лигандом за участки связывания [15, 16]. Кроме того, соглас
но полученным нами данным, при замораживании-оттаивании от си
наптических мембран отделяются Фолин-положительные соединения 
полипептидной природы с максимумом поглощения при 280 нм. Они 

снижают Ыа *-независимое связывание 3Н-ГАМК и поэтому могут быть 
отнесены к эндогенным ингибиторам, роль которых в функционирова
нии ГАМК-рецепторов интенсивно обсуждается [15, 17—19]. Ещё 
большего увеличения специфического связывания 3Н-ГАМК можно 'до
стичь с помощью обработки предварительно замороженных и оттаяв
ших мембран тритоном Х-100, который в концентрациях 0,01—0,1 % 
также способствует отделению о" мембран эндогенных ингибиторов 
ГАМК-рецепторов [15].

14а+ -независимое связывание 8Н-ГАМК изучалось как на много
кратно промытых гипотоническим буфером, так и на предварительно 
обработанных 0,05%-ным тритоном синаптических мембранах из коры 
мозга подопытных и контрольных крыс. Исследуемые пробы содержа
ли 100 нМ 3Н-ГАМК. Данные, представленные в табл. 1, свидетель
ствуют о том, что синаптические мембраны, выделенные из коры мозга 
подопытных крыс через 5 суток после введения им 6-ОН-ДОФА. имеют 
пониженную способность к рецепторному связыванию 3Н-ГАМК. Это 
наблюдается как на промытых буфером, так и на обработанных детер
гентом мембранах.

Кинетический анализ связывания 3Н-ГАМК при различных кон
центрациях меченого лиганда в среде инкубации, проведенный по ме
тоду Скэтчарда [20], показал, что синаптические мембраны, выделен
ные из коры мозга подопытных животных, имеют в 2—3 раза меньшее 
общее число участков связывания (Вма։.„) по сравнению с мембранами 
коры мозга контрольных животных (рис. 1, табл. 2)- Вместе с тем 
К(| у подопытных крыс в 1,5—4 раза ниже, чем у контрольных, что 
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свидетельствует о повышении сродства рецепторных участков к ли
ганду у подопытных животных (табл. 2).

Таблица 1
\а+ -независимое связывание 3Н-ГАМ-К синаптическими 
мембранами коры мозга крыс через 5 суток после интрацп- 
стернального введения 6-ОН-ДОФА (300 мкг на крысу)

Примечание. В скобках указано количество опытов. *р<0.05 по сравнению с 
контролем

Условия 
получения 

синаптичес
ких мембран

Специфическое ^^-независимое связывание 
3Н-ГАМК

контроль опыт

пмп/м^и/ 
мг белка

имп/мин/ 
мг белка

%
к контролю

Промывка 
буфером 

Обработка 
тритоном

10,300+2,500 
(5)

22,500+3,600
(7)

4.200+1,100*
(б) 

14,200+2,800*
(5)

40

60

Рис. 1. Графики Скэтчарда для связывания 3Н-ГАМК синаптическими 
мембранами коры мозга подопытных и контрольных крыс.н—промытые 
буфером мембраны; б—обработанные 0,05% тритоном Х-100 мембраны. 
1—мембраны из коры мозга подопытных крыс, 2—мембраны из коры 
мозга контрольных крыс. По осн абсцисс—связанная 3Н-ГАМК (пмоль/мг 
белка), по оси ординат—связанная 3Н-ГАМК/свободная ЗН-ГАМК 

(фмоль/мг белка/нМ)

Обнаруженное уменьшение числа ГАМК-связывающих участков в 
коре мозга подопытных животных может быть обусловлено как утратой 
рецепторов, так и, вероятно, изменением активности эндогенных инги
биторов. Эти вещества, согласно приводимым в литературе данным, 
участвуют в регуляции ГАМК-ергической синаптической передачи на 
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уровне постси’наптической мембраны, обратимо уменьшая число выео- 
кочувствительных ГАМК-рецепторов и изменяя их сродство к лиганд)7 
[15—18]. Для проверки этого предположения была проанализирована 
активность эндогенных ингибиторов ГАМК-рецепторов в коре мозга 
подопытных и контрольных крыс.

Таблица 2'
Кинетические параметры Х’а +-независимого связывания ЗН-ГАМК си 
паптпческимц мембранами коры мозга крыс через 5 суток после иитра- 

цистернального введения 6-ОН-ДОФА (300 мкг на крысу)

У словия 
получения 

синаптических 
мембран

Специфическое 1\’а + -независимос связывание 3Н-ГАМ1<

контроль опыт

Kd (нМ) Вмакс 
(пмоль/мг) Kd (нМ) Вмакс 

(пмоль/мг)

Промывка 
буфером 

Обработка 
тритоном

100+10

40+5

0,70+0,10

1,25+0,2

22+5*

24+6*

0,28+0,04*

0,70+0.05*

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

Рис. 2. Изменение Na+ -независимого связыва
ния ЗН-ГАМК синаптическими мембранами коры 
мозга контрольных (а) и подопытных (б) крыс 
после их обработки 0,05%-ным тритоном Х-100. 
1—мембраны, промытые буфером. 2—мембраны,, 
обработанные тритоном Х-100. По осп ор
динат—специфическое связывание ЗН-ГАМК с 
мембранами (имп/мпп/мг белка), концентрация 

ЗН-ГАМК в среде инкубации равна 100 нМ

Активность эндогенных ингибиторов ГАМК-рецепторов в коре 
мозга крыс через 5 суток после введения 6-ОН-ДОФА. Обработка си
наптических мембран коры мозга 0,05%-ным тритоном Х-100 приводит 
к повышению уровня Ма+-независимого связывания 3Н-ГАМ1\ как у 
контрольных животных, так и у крыс, подвергшихся воздействию ней
ротоксина (рис. 2). Это указывает на присутствие эндогенных ингиби
торов в синаптических мембранах животных обоих групп. Следует от
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метить, что удаление ингибиторов обработкой мембран детергентом 
хотя и приводит к 3-кратному возрастанию рецепторного связывания 
3Н-ГАМК в коре мозга опытных животных, однако не поднимает его 
до уровня связывания с обработанными детергентом мембранами конт
рольных животных (рис. 2). Определение величины прироста связыва
ния 3Н-ГАМК после обработки мембран низкими концентрациями де
тергента в стандартных .условиях—косвенный метод оценки активности 
эндогенных ингибиторов, широко Используемый в литературе [21, 22].

Эндогенные ингибиторы могут быть отделены от синаптических 
мембран не только в результате их обработки детергентами, по и при 
замораживании-оттаивании разрушенных осмотическим шоком и про
мытых гипотоническими буферными растворами мембран. Надосадоч
ные жидкости, полученные после осаждения замороженных-оттаявших 
синаптических мембран коры больших полушарий подопытных и конт
рольных крыс, дозозависимым образом ингибируют связывание 
3Н-ГАМК с обработанными детергентом мембранами коры мозга ин
тактных крыс (рис. 3). Кривые ингибирования имеют характер насы-

Рис. 3. Влияние эндогенных ингибиторов 
,!3 коры .мозга подопытных п контроль
ных крыс на Ха +-независимое связывание 
ЗН-ГАМК синаптическими мембранами ко
ры мозга интактных животных. 1 инги
битор из коры мозга подопытных, 2 
контрольных, 3—интактных животных. По 
осн абсцисс— концентрация ингнбиторсо- 
держащего экстракта (мкг белка/мл инку
бационной среды).По оси ординат—специ
фическое связывание 3Н-ГАМК (%). концен
трация ЗН-ГАМК в среде инкубации равна 

100 нМ

щения. При этом содержащий ингибитор экстракт из коры мозга под
опытных крыс снижает специфическое связывание меченого лиганда 
не более чем на 50% (ИД50 = 5 мкг белка/мл), а такой же экстракт из 
коры мозга контрольных животных—на 85% (ИД5о= 1 мкг белка/мл), 
что совпадает с характеристиками ингибитора из коры мозга интакт
ных крыс. Таким образом, эндогенные ингибиторы из коры мозга под
опытных крыс имеют пониженную ингибирующую способность, что 
свидетельствует об относительно меньшем их содержании в синаптиче
ских мембранах.

Полученные в этом разделе работы данные позволяют утверж
дать, что наблюдаемое в коре мозга подопытных животных снижение 
числа ГАМК-связывающих участков не является следствием измене
ния активности эндогенных ингибиторов. Напротив, количество инги
биторов в коре мозга подопытных животных снижается. Это согла
суется с приводимыми в литературе данными о том, что эндогенные 
ингибиторы тесно сопряжены с ГАМК-рецепторами и, возможно, 
составляют с ними в функциональном отношении единое целое [18].
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Таким образом, через 5 суток после интрацистернального введе
ния 6-ОН-ДОФА в коре головного мозга крыс, наряду с выраженными 
дегенеративными изменениями терминалей КА-ергических нейронов и 
снижением уровня катехоламинов [7], наблюдаются значительные пе
рестройки в рецепторном звене ГАМК-ергической системы- Отмечено 
2—3-кратное снижение числа ГАМК-рецепторных участков, не связан
ное с увеличением активности эндогенных ингибиторов и, вероятно, 
обусловленное утратой более половины ГАМК-рецепторов под влия
нием нейротоксина. Функционирующие ГАМК-рецепторы ^проявляют 
повышенное сродство к медиатору, что можно рассматривать как ком
пенсаторное явление, обеспечивающее гиперчувствительность нейронов. 
Аналогичные изменения (снижение общего числа рецепторных участ
ков и увеличение их сродства к лиганду) были обнаружены в бензо
диазепиновых рецепторах коры головного мозга крыс после внутри
желудочкового введения нм 6-ОН-ДОФА [23]- Известно, что эти ре
цепторы функционально тесно взаимосвязаны с ГАМК-рецепторами и, 
возможно, составляют с ними единый комплекс [18]. Если считать 
твёрдо установленным факт строгой специфичности действия 6-ОН- 
ДОФА на КА-ергическую систему, то полученные в пашей работе дан
ные свидетельствуют о тесной структурно-функциональной связи меж
ду КА- и ГАМК-ергическимп системами в коре головного мозга крыс. 
Вместе с тем значительная выраженность обнаруженных нами измене
ний выдвигает вопрос о возможности непосредственного влияния 
6-ОН-ДОФА на ГАМК-рецепторы.

ACTION OF 6-HYDROXYDOPAMINE ON GABA-RECEPTORS IN’ 
RAT BRAIN CORTEX

PARFENOVA E. V.

Department of Morphology. Institute of Experimental Medicine, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Leningrad

Synaptic membranes isolated from rat brain cortex 5 days after 
intracysternal injection of 6-hydroxydopamine (30Э ug) exert a dec
reased ability for Na 1 -independent binding of H’-GABA. These changes 
are due to a 2—3 fold decrease in the total number of binding sites for 
3H-GABA* and have nothing to do with the change of activity of GABA 
endogenous inhibitors. Functioning GABA-receptors show an incre
ased affinity for the ligand. Data peresented point to a close interrela
tion between GABA-ergic and catecholaminergic systems in rat brain 
cortex.
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НЕ И ЕЕ]XX!XIИХ
т. 4, № 4, 1985

УДК 612.822.1

О ПРЕСИНАПТИЧЕСКОЙ РЕГУЛЯЦИИ ВЫСВОБОЖДЕНИЯ 
СЕРОТОНИНА В МЕЗОДИЭНЦЕФАЛЬНОЙ ОБЛАСТИ 

МОЗГА КРЫС

АРМЕНЯН а. Р„ АРАКЕЛЯН Л. И., ГАЛОЯН А. А.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Изучено влияние ГАМК, норадреналина и морфина на К-вызванное высво
бождение 3Н-серотоинна из синаптосом мезодиэнцефальной области мозга крыс. 
ГАМК (10—3 М) и норадреналин (10 -7— «О-5 М) не изменяют К +-вызванное 
Са2+ -зависимое высвобождение ЗН-серотоннна из синаптосом. Морфин (10՜4 
10-3 М) подавляет вызванное высвобождение ЗН-серотоннна из синаптосом, н этот 
эффект блокируется в присутствии налоксона (10—<М). Предполагается, что в ме
зодиэнцефальной области мозга отсутствует ГАМК- и норадренергическая регуляция 
высвобождения серотонина на уровне нервных окончаний, тогда как опиатные ней
роны участвуют в регуляции высвобождения серотонина, действуя непосредственно 
на серотонинергические нервные окончания.

Проблема взаимодействия нейромедиаторов в последние годы 
привлекает должное внимание исследователей, так как баланс между 
разными нейромедиаторными системами играет важную роль в ре
гуляции функции мозга.

Мезодиэнцефальная область мозга богата ГАМК-ергическими, нор
адренергическими и серотонинергическими нервными окончаниями. 
Возможно, что в этой области существует взаимодействие между упомя
нутыми системами на уровне нервных окончаний. Результаты наших 
исследований последних лет свидетельствуют о том, что в этой области 
мозга ГАМК регулирует высвобождение норадреналина [1—3].

Установлено, что ГАМК тормозит вызванное высвобождение как 
эндогенного, так и экзогенного серотонина из срезов мезодиэнцефаль
ной области [4, 5]. Однако эти данные еще не свидетельствуют о влия
нии ГАМК на уровне серотонинергических нервных окончаний. С целью 
выяснения этого вопроса мы изучали в данной работе влияние ГАМК 
па вызванное высвобождение 3Н-серотонипа из синаптосом мезодиэн
цефальной области-

Несомненный интерес представляет также изучение участия нора
дренергической системы и опиатных рецепторов, обнаруженных на
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катехоламнпергических [6, 7] и ГАМК-ергических [8] нервных, окон
чаниях, в регуляции высвобождения серотонина в мТГзодиэнцсфальной 
области мозга, что также стало предметом нашего исследования.

Материалы и методы

Спнаптосомы выделяли по методу I-Iajos [9] из мезодпэпнефальной области 
мозга крыс и инкубировали 10 мни в присутствии 5.10-8М 3Н-серотонпна. Затем 
I мл инкубированной суспензии переносили в суперфузиовпые камеры на миллппо- 
ровые мембранные фильтры (диаметр—0,6 мкм, тип ДА). Высвобождение 3H-cepo- 
тонпиа изучали су перфузионным методом Raiteri и соавт. [10]. Суперфузию прово
дили со скоростью 1 мл/мин. Радиоактивность суперфузпониой среды и синаптосом 
измеряли после добавления сцинтилляционной среды Брея на жидкостном сцин
тилляционном счетчике «Intertechnique SL-4221» (Франция). Степень высвобожде
ния (!) рассчитывали по отношению радиоактивности суперфузноннон среды к 
оставшейся радиоактивности синаптосом (распады в мин).

Использовали Кребс-бпкарбонатный буфер pH 7,2—7,4 с0 следующим составом 
(в мМ): NaCl—113; KCI—-1,75; КН2РО4—1,2; MgSO4—1,2; NaHCO3—25; СаС12— 
2,5; глюкоза—11,5. В буфер добавляли 0,12 мг/мл паргилина и 0,2 мг/мл аскор
биновой кислоты. В К + -обогащенной среде (40 мМ) изотоничность раствора дости
галась нзомолярным замещением NaCl на КС1. В Са2+ -свободную среду СаС12 не 
добавляли. Использовали 3Н-серотонин с величиной У. А. 15.9 Кн/м.М («Amersham». 
Англия), ГАМК («Serva», ФРГ), норадреналин и паргилип («Sigma», США), морфии 
(«Reanal», Венгрия).

Результаты и обсуждение

Влияние ГАМК на К+ -вызванное Са2 +-зависимое высвобожде
ние 2Н-серотонина из синаптосом мезодиэнцефальной области мозга. 
После предварительной инкубации синаптосом в присутствии ^-се
ротонина на 12-ой мин суперфузии с исходным буфером к ним добав
ляли К+ -обогащенную среду, что стимулировало высвобождение 
3Н-серотопина на 130%. Когда к синаптосомам совместно с К * добав
ляли ГАМК (Ю՜3 М), вызванное высвобождение 3Н-серотопина не из
менялось (рис. 1,а).

Известно, что вызванное' деполяризацией высвобождение медиа
торов зависит от Са2 *■, что хорошо согласуется с результатами наших 
исследований, показавших подавление К+ -вызванного высвобождения 
3Н-серотонипа в Са2 +-свободной среде (рис. ],б). Нами показано, 
что в бескальциевой среде подавленное высвобождение ^-норадрена
лина (вызванное К + и протовератрином) частично восстанавливалось 
при добавлении ГАМК [2, 3]. Этот факт можно объяснить выбросом 
Са2 + из его внутриклеточных запасов под действием ГАМК. Однако, 
как видно из рис. 1,6, ингибированное высвобождение 3Н-серотонипа 
в Са2 + -свободной среде в присутствии ГАМК не подвергается изме
нениям.

Таким образом, ГАМК не действует па вызванное высвобождение 
серотонина из нервных окончаний в мезодиэнцефальной области. Со
поставляя эти данные с результатами наших ранних исследований, 
показавшими подавление вызванного высвобождения 3Н-серотонина 
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из гипоталамических и мезодиэнцефальпых срезов [4, 5] под дейст
вием ГАМК- можно предположить, что в этой области ГАМК-ергиче- 
ская регуляция высвобождения серотонина не осуществляется на уров
не нервных окончаний. Вероятно, что полученный нами эффект ГАМК, 
на высвобождение серотонина в срезах является результатом опосре
дованного действия через короткие интернейроны, а также влияния 
ГАМК на высвобождение серотонина пз глии.

и 6—в отсутствие Са2 Ь. По осп абсцисс—время суперфузии в мин; по 
оси ординат—степень высвобождения 3Н-серотоннна (Г); 1—контроль, 
2—10—з М ГАМК. Средние данные 7—10 опытов. Стандартные отклоне

ния не более 10%

Влияние норадреналина на К՜՝ -вызванное высвобождение 3/1-се
ротонина из синаптосом мезодиэнцефальной области мозга. При изу
чении влияния норадреналина на К4՜-вызванное высвобождение 3Н-се- 
ротонпна из синаптосом в суперфузпонную среду вместе с К + добав
ляли норадреналин в концентрациях 10՜' — 10՜5 М. Результаты ис
следований показали, что используемые концентрации норадреналина 
не изменяли К +-вызванное высвобождение 3Н-серотопина (рис. 2). 
Как видно пз данных, представленных на рис. 2, в присутствии нор
адреналина в концентрации 10 ~5 М наблюдается тенденция подавления 
вызванного высвобождения 3Н-серотопина, однако этот эффект стати
стически не достоверен- В присутствии норадреналина в концентрации 
10՜՞ М степень высвобождения 3Н-ссротонина не изменяется, по время 
воздействия К увеличивается (рис. 2).

Известно, что серотонинергические нервные окончания мезодиэп- 
цефальной области возникают из ядер шва, на которых заканчпвают- 
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ся нервные окончания норадренергических нейронов из голубого пятна.. 
Показано, что этими норадренергическими окончаниями модифици
руется активность серотонинергических нейронов [11, 12]. Frankhuyzen, 
Mulder [13] показали, что норадреналин (3-10~f—3-10՜6 М) подав
ляет К + -вызванное высвобождение 3Н-серотонина из срезов гиппо-

Рис. 2. Влияние норадренали
на на К-(--вызванное высво
бождение 3И-серотопипа из 
синап тосом мезодиэнцефаль- 
ной области мозга крыс. 1— 
контроль; 2—10-’ М норадре
налин; 3—10-с М норадрена
лин; 7—10—5 М норадреналин. 
Средние данные 5—7 опытов • 
Стандартные отклонения не 
более 10%, Обозначения те 

же, что и на рис. 1.

кампа, и этот эффект ингибируется феитоламипом. Аналогичные ре
зультаты были получены в предварительных опытах на синаптосомах 
гиппокампа, и на основании этих результатов сделано предположение, 
что в этой области норадреналин регулирует высвобождение серотони-

Рнс. 3. Влияние морфина на К + -вызванное высвобождение ЗН-серото- 
нина из синантосом мезодиэнцефальной области мозга крыс: а—в от

сутствие и б—в присутствии налоксона (10 -4М) (заштрихованная 
область); 1—контроль; 2—10 —4 И морфин; 3—10-3М морфин. Средние 
данные 8—11 опытов. Стандартные отклонения не более 10%. Обозна

чения те же, что на рис. 1

на через а-рецепторы,- локализованные на серотонинергических нерв
ных окончаниях. Исходя из результатов настоящих исследований, мож
но предположить, что в мезодиэнцефальной области отсутствует ре- 
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гуляния высвобождения серотонина норадреналином на уровне нерв
ных окончаний.

Влияние морфина на К * -вызванное высвобождение 3Н-серотони- 
на из синаптосом мезодиэнцефальной области мозга. После инкуба
ции синаптосом с 3Н-серотонином на 12-ой мин суперфузии в среду 
вместе с К+ добавляли морфин в концентрациях 10՜4 и 10՜3 М. 
Используемые нами концентрации морфина значительно подавляли 
К+ -вызванное высвобождение 3Н-серотопина из синаптосом (рис. 3, а).
В следующей серии опытов изучали влияние морфина па К + -вызван
ное высвобождение 3Н-серотопина после предварительной суперфузии 
синаптосом с антагонистом опиатных рецепторов—налоксоном (IO՜՜՛1 М).. 
Выяснилось, что налоксон не влияет па спонтанное высвобождение 
’Н-серотопина из синаптосом, но в его присутствии тормозящий эф
фект морфина подвергается реверсии (рис. 3,6).

На основании полученных результатов можно предположить, что 
в мезодиэнцефальной области мозга опиатные нейроны участвуют в 
регуляции высвобождения серотонина, действуя непосредственно на 
серотонинергические нервные окончания через специфические опиат
ные рецепторы.

PRESYNAPT1C REGULATION OF SEROTONIN RELEASE IN RAT 
BRAIN MESODIENCEPHALIC REGION

ARMENIAN A. R.. ARAKELIAN L. N., GALOYAN A. A.
Institute of Biochemistry. Academy of Sciences of the Arm. SSR, Yerevan

Effects of GABA, noradrenaline and morphine on the К'"-evoked 
release of 3H-serotonin from synaptosomes of rat brain mesodiencephalic 
region was studied. GABA (IO՜3 И) and noradrenaline (10՜’ —10՜5 M) 
exerted no effect on the evoked release of 3H-serotonin, whereas this 
process waslinhlbited by morphine (10-'—10 3 M). The effect of morphine 
was antagonized by naloxone (10՜' M). These results make it possible 
to suggest thejabsence of GABA- and noradrenergic regulation of sero
tonin release at the nerve endings level and involvement of opiate neu
rons in this process in rat brain mesodiencephalic region.
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К СВЕДЕНИЮ АВТОРОВ!

Научно-технический совет Минвуза СССР сообщает, что Прика
зом Минвуза СССР от 13. II. 84 г. № 742 утверждены Правила прове
дения работ с использованием экспериментальных животных.

Аналогичные Правила действуют в учреждениях систем Академии 
наук СССР, Министерства здравоохранения СССР, Министерства сель
ского хозяйства СССР-

Правила преследуют цель:
— повысить качество научных и других видов работ с животными 
— обеспечит!, принципы гуманного обращения с животными.

Сообщаем, что в представляемых для публикации статьях авто
ры должны указывать вид и количество используемых животных, при
менявшиеся методы обезболивания и эвтаназии.

Редколлегия не будет принимать к публикации статьи, в которых 
не указываются эти данные.
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НЕИРОХИГ1ИЛ
т. 4, № 4, 1985

УДК 577.352.54+610.211.

ВЛИЯНИЕ КЕТАМИНА НА ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ 
СИНАПТОСОМ МОЗГА КРЫС

МЕРЕЖИНСКАЯ II. В.. ОКУНЬ И. М„ РАКОВИЧ А. А., ЛЫСКОВА Т. И.. 
АКСЕНЦЕВ С. Л., ОРЛОВ С. Н., КОНЕВ С. В.

Институт фотобиологии АН БССР, Минск

Общий анестетик кетамин (1 мМ) тормозит индуцированное Са2 + выделение 
АХ из сннаитосом мозга без их деполяризации, действуя подобно блокатору каль
циевых каналов верапамилу. Подавляется также выделение медиатора, индуциро
ванное вератрино-м, открывающим натриевые каналы. Судя по распределению прони
кающего катиона 3Н-тетрафепилфосфония, кетамин в той же концентрации предот
вращает тетродотокслнчувствнтельнуго деполяризацию сннаитосом, вызванную вера
трином, по не 50 мМ КС1. Сделан вывод о действии кетамина на натриевые и каль
циевые каналы нервных окончаний. В дозах свыше 2 мМ анестетик полностью де
поляризует сииаптоеомы. На основании сравнительного анализа ингибирования ке
тамином и уабаином .\а *, К+ -АТРазы сннаитосом предполагается, что эффект вы
соких концентраций кетамина объясняется неспсцифическам нарушением ионной 
проницаемости пресинаитпческой мембраны.

Согласно существующим представлениям, общая анестезия, то 
есть потеря сознания и болевой чувствительности, возникает вслед
ствие подавления центральных синапсов [1, 2]. Блокада синаптиче
ской передачи может быть достигнута за счет прекращения распро
странения потенциала действия в нервном окончании, торможения 
выделения нейромедиатора пли нарушения процессов обратного его 
захвата, а также инактивации постсинаптического рецептора.

Кетамин—один из наиболее распространенных в клинике общих 
анестетиков—вызывает так называемую диссоциативную анестезию (при 
этом один участки мозга возбуждаются, а другие угнетаются), воздей
ствуя на таламо-кортикальпые проводящие пути, лимбические струк
туры и задние рога спинного мозга [3]. Однако молекулярный меха
низм действия этого анестетика остается невыясненным. Из известных 
нейрохимических эффектов можно назвать угнетение нейронального 
захвата серотонина и норадреналина, изменение содержания в крови 
биогенных аминов и некоторых гормонов [3].

В настоящей работе на основании измерения выделения АХ и мем
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бранного потенциала показано, что кетамин в концентрациях до 1 мМ 
блокирует потенциалзависимые натриевые и кальциевые каналы си
наптосом мозга крыс, не изменяя потенциал покоя. При более высо
ких концентрациях анестетик вызывает стойкую деполяризацию нерв
ных окончаний, по-видимому, вследствие нарушения селективной ион
ной проницаемости мембран синаптосом.

Материалы и методы

Синаптосомы из мозга белых крыс (150—200 г) получали по Hajos [4]. Сус
пензию синаптосом в 0,8 М сахарозе медленно разбавляли (20-мпиутное уравнове
шивание) равным объёмом охлаждённой на льду среды, содержащей (в мМ): 
NaCl—145; КС1—5; MgCI2—1,4; NaH2PO4—2,0; глюкоза—10; трлс-HEPES буфер— 
20; pH 7,4; (среда «А»),

Силаптосомы осаждали центрифугированием при 20000g в течение 6 мин, и оса
док ресуспеидировали в той же среде или в дистиллированной воде для измерения 
активности Na+, К+ -АТРазы.

Выделение 3Н-меченых продуктов из синаптосом, нагруженных ^Н-холином, 
проводили по модифицированному методу Blaustein [5]. Синаптосомы (0,5—0,6 мг 
-белка/мл) проинкубировали в течение 5 мин при 37°, затем вводили 3Н-֊холпнхлорид 
до конечной концентрации 1 нМ и инкубацию продолжали еще 30 мин, в течение 
которых происходил захват меченого холина и синтез из него АХ [6]. Аликвоты по 
0,7 мл (с радиоактивностью 55 нКп) разливали по пробиркам, в которые добавляли 
по 0,1 мл среды «А» с 20 мМ Са2+ или без него; по.0,1 мл 10 мМ раствора кетамина 
в этой же среде и после 5-м,»нут.ной инкубации в суспензию вводили по 0,1 мл вера
трина (1 мг/мл) или КС1 (500 мМ). Еще через 5 мни образцы быстро фильтровали 
под вакуумом через фильтры GF/F («Whatman», Англия) и трижды промывали 7 мл 
холодной инкубационной среды.

Величину выделения 3Н»меченых продуктов из синаптосом определяли по сни
жению активности осадков на фильтрах в присутствии вератрина пли КС1. В настоя
щей работе химическую природу этих продуктов не идентифицировали. Известно, 
однако, что в сходных экспериментальных условиях около 60% захваченного холина 
превращается в АХ [7], а 85% радиоактивности, освобождаемой при деполяризации, 
принадлежит меченому АХ и лишь 15%—неметаболизированному холину [8]. Учи
тывая это, нндущфованное деполяризацией выделение 3Н-продуктов из синаптосом 
интерпретировали как выделение АХ.

Для измерения мембранного потенциала синаптосом применяли меченый проии- 
•кающий липофильный катион [3Н] тетрафенилфосфонпй ([3Н]ТФФ+). 0,85 мл сус
пензии синаптосом (0,5—0,6 мг белка/мл) проинкубировали в течение 5 мин при 37°, 
затем вводили 0,05 мл раствора [3Н]ТФФ + в среде до конечной концентрации 
0,4 нМ (50 нКи). Равновесное распределение катиона достигалось менее чем за 
3 мин. Все тестируемые соединения добавляли через 5 мин выдерживания с 
[3Н]ТФФ+, и после дополнительных 5 мин инкубации количество [3Н]ТФФ+ в си- 
наптосомах определяли по радиоактивности осадка на фильтрах GF/F после вакуум
ной фильтрации.

Использованный нами подход для расчета потенциала, в отличие от предлагавше
гося ранее [9], позволяет корректно оценить его величину на внешней мембране си
наптосом с учетом вкладов со стороны митохондрий и синаптических пузырьков.

Внутреннее содержимое синаптосом состоит из трех основных компартментов: 
цитоплазмы (с объемом V, =87,5—93,5%), митохондрий (V2 = 5—11,5%) и внутри- 
■синаптосомных пузырьков (V3=l,5%) [10]. Трансмембранные потенциалы на плаз
матической, митохондриальной и пузырьковой мембранах обозначим, соответственно, 
Ер Е2 и Е3. При добавлении к сннаптосомам проникающего катиона, например 
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*РН]ТФФ +, он распределяется между ком парт мента мн в соответствии с их транс
мембранными потенциалами [II]:

Св/С|| = exp ) •

тдеСвиС„—концентрация катиона внутри и снаружи компартмекта соответственно; 
Е—потенциал на мембране, ограничивающей данный компартмент; F—число Фара
дея; R—универсальная газовая постоянная и Т—температура по абсолютной шкале.

Содержание [3Н]ТФ<1: + з каждом из компартментов в состоянии равновесия 
равно:

ш։ = V։C0 exp (— E։F/RT ) (I)
m3 = V3 Co exp [ — ( E։+E3 ) F/RT ] (2)
m3 = V3Coexp[-(E։4-E3)F/RT], (3)

где Co—концентрация [3Н]ТФФ + во внешней среде; m=V.C— количество 
[3Н]ТФФ+, находящегося в данном компартменте; индексы 1, 2 и 3 относятся, соот
ветственно, к цитоплазме, митохондриям и внутрисннаптосомным пузырькам. Следо
вательно, суммарное количество [3Н]ТФФ + — (M = m1+m2+m3) (4)

В условиях деполяризации синаптосом, например вератридином, открывающим на
триевые каналы [12, 13], Е| становится равным кулю й количество внутрнсииапто- 
•сомного [ЗЦ]ТФФ + будет определяться уравнением:

M' = C0[V։+V,exp(-E,F/RT) + V3exp(E3F/RT)]. (5)
Разделив уравнение (4) на (5), получим:

М/ЛГ = ехр( EjF/RT), (6)
или

Е։ = — RT/F • In (М/М'). (7).

Таким образом, для вычисления потенциала необходимо лишь, найти отношение ко
личеств внутрисипаптосомного [3Н]ТФФ+ без н в присутствии деполяризующих 
Концентраций вератридина и не требуется определения объемов цитоплазматического, 
митохондриального и пузырькового матриксов.

Активность Na + ,К+ -АТРазы измеряли в синаптосомах (после их ниюосмотнче- 
ского шока в воде) по освобождению Р։ [14]. Инкубационная среда в конечном 
объеме 2 мл содержала разрушенные синаптосомы (100 мкг бслка/мл), MgCl2 
(3 мМ), трйс-HCI буфер (30 мМ, pH 7,55), NaCI (100 мМ), КС1 (20 мМ). После 
преинкубацтш ирн 37° (10 мин) реакцию начинали добавлением 0.5 мл АТР до 
конечной его концентрации 3 мМ. Через 20 мин реакцию останавливали смешиванием 
суспензии с 1 мл 20%-ного раствора трихлоруксуспон кислоты. Скорость гидролиза 
АТР получали вычитанием из суммарной активности АТРазы активности в присут
ствии 2.10~>М уабаина.

Для определения радиоактивности фильтры высушивали на воздухе при 70° и 
помещали в сцинтилляционную жидкость РРО+РОРОР (6 г/л и 0,075 г/л соответ
ственно) в толуоле. Радиоактивность определяли на сцинтилляционном счетчике 
«Mark III», используя 10-ю программу для счета гетерогенных систем.

Белок определяли ио Lowry и соавт. [15], используя в качестве стандарта бычий 
сывороточный альбумин.

Препараты. В работе использовали тетродотокснн («SankyoCo», Япония); ве>ра- 
трии, действующим началом которого является вератриднн («Sigma», США); 
13Н]холннхлорпд (78 Ки/моль) и [3Н]тетрафенилфосфония бромид (24 Ки/ммоль) 
(«Amersham», Англия); кетамин гидрохлорид («Ketalar, Parke-Davis», Англия); 
ATP.Na2 («вон», Англия); уабаин («Sigma». США); бычий сывороточный альбумин 
(«Sigma», США); соли отечественного производства, квалификации ос. ч.
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Результаты и обсуждение _

В табл. 1 представлены основные характеристики системы виде֊ 
ления АХ из синаптосом. Деполяризация синаптосом вератрином, от
крывающим натриевые каналы, или 50 мМ КС1, снижающим калиевый 
равновесный потенциал, вызывает выделение АХ, усиливающееся в- 
присутствии 2 мМ Са2+. Этот эффект особенно выражен при калиевой 
деполяризации. Из данных таблицы следует, что инкубация в присут
ствии одного лишь кальция (без деполяризации вератрином или КС1) 
также приводит к частичному спонтанному выделению АХ. Подобное 
действие кальция наблюдалось ранее в отношении выделения эндоген
ного норадреналина из синаптосом [5]. Рациональное объяснение зак
лючается, по-видимому, в том, что какая-то часть Са2 *■ -каналов в си- 
наптосомах остается открытой и пропускает кальций без деполяриза-

Таблица I
Влияние кетамина на выделение ацетилхолина (АХ) из синаптосом мозга крыс, виз-֊ 

ванное вератриновой и калиевой деполяризацией

Деполяризующее 
воздействие

Добавки Радиоактивность образцов, имп/мин

Са2+
(2 мМ)

Кетамин 
(1 мМ)

Содержание 
"* Н- меченых 
соединений в 

сииаптосомах

Выделение радио
активных соеди

нений

2579-1-68
_ 2101 т-33 478+76*

- + 2428+60
+ 2218-1-34 210+69*

Вератрин** _ 1913+23 696+72
(100 мкг/мл) _ + 2335-Ь48 93+77

+ 1369+30 732+45
+ + ' 2119+16 99+38

КС1‘* 2111-1-30 468+74
(50 иМ) + 1949+54

1239+21
479+81
872+39

+ 1800+38 418+51

Примечание. Представлены средние значения из, 5 измерений. * Выделение АХ. 
без деполяризации рассчитывали как разность между содержанием 3Н-мечеиых 
соединений в сииаптосомах без кальция и после его добавления. ** Выделение АХ 
в опытах с деполяризацией определяли по разности содержания зН-меченых соеди
нений в сииаптосомах без и в присутствии деполяризующих агентов с соответствую
щими добавками.

ции, или существует фракция деполяризованных синаптосом с откры
тыми кальциевыми каналами. Действительно’, как было показано нами 
ранее [16], М§2+, конкурирующий с Са2+, и блокатор кальциевых 
каналов верапамил, но не блокатор натриевых каналов тетродотоксинг 
уменьшают'спонтанное выделение АХ, обусловленное только кальцием- 
На существование в сииаптосомах определенной доли открытых кана
лов указывают и прямые данные по входу 45Са2 *• [5, 16].
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Как видно из табл. 1, кетамин в концентрации 1 мМ примерно на 
50% снижает выделение АХ, обусловленное Са2+ без деполяризации. 
Тормозящее влияние кетамин оказывает и на Са2 +-зависимое выделе
ние АХ при деполяризации синаптосом вератрином или КС1. Подавле
ние Са2 *• -зависимой секреции .можно объяснить блокадой кетамином 
кальциевых каналов п/или ингибированием Са2 +-зависимого экзоцн- 
тоза синаптических пузырьков, содержащих медиатор. Здесь следует 
обратить внимание на тот факт, что кетамин снижает Са2+-зависи
мое выделение АХ в _недеполяризующих условиях с той же эффектив
ностью (~50%), что и верапамил [16].' Наблюдающееся сходство в 
эффективности блокады Са2т-зависимого выделения АХ верапамилом 
и кетамином указывает на кальциевый канал как наиболее вероятную 
мишень для кетамина в системе Са2 +-зависимого выброса АХ.

Выделение медиатора при деполяризации, вератрином или КС1 
наблюдалось в наших опытах и без экзогенного Са2+ (табл. 1). Воз
можными причинами этого Са2 + -независимого выделения могут быть: 
а) наличие в популяции синаптосом замкнутых мембранных пузырь
ков, транспортирующих медиатор и имеющих мембранный потенциал, 
но лишенных аппарата Са2 +-зависимого экзоцитоза [17]; б) сущест
вование в выделенных нервных ,окончаниях двух пулов АХ, причем 
высвобождение медиатора из одного пула (связанного, возможно пу
зырькового) зависит, а из второго (свободного, цитоплазматическо
го)—не зависит от экзогенного Са2+ [18]; в) несмотря на отсутствие 
Са2+ в инкубационной среде, секреция АХ осуществляется по Са? + -за
висимому пути, но. за счет освобождения Са2 + из внутрисинаптосом- 
ного депо при деполяризации [19]. В этой связи важно подчеркнуть, 
что Са2 + -независимое выделение АХ, индуцированное Деполяризацией 
вератрином, но не КС1, блокируется тетродотоксином [16]. Иными 
словами, процесс выделения медиатора при деполяризации вератри
ном целиком инициируется открытием натриевых каналов. Таким обра
зом, по выделению АХ в условиях специфической (вератрин) и неспе- 
Цифической (КС1) деполяризации можно оценивать состояние (откры
тое или закрытое) натриевых каналов в синаптосомной -мембране. 
Из представленных в табл. 1 данных следует, что кетамин в концентра
ции 1 мМ существенно тормозит выделение медиатора, вызванное ве
ратрином в бескальциевой среде, не затрагивая выделение, обусловлен
ное калиевой деполяризацией. Такое избирательное ингибирование 
свидетельствует о влиянии кетамина на натриевые каналы синаптосом- 
■Цых мембран- Этот вывод был подтвержден при измерении потенциа
ла на наружной мембране синаптосом; Контрольные значения мем
бранного потенциала, составлявшие в наших условиях 30—40 мВ (ми- 
НУС внутри), находятся в соответствии с данными .других авторов, 
использовавших [3Н]ТФФ + [20]. Как видно из рис. 1, кетамин в кон
центрации ниже 1—2 мМ не изменяет мембранный потенциал синап
тосом и эффективно предотвращает деполяризующий эффект вера
трина (С05=0,5—1 мМ). В противоположность вератриновой, калие-
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вая деполяризация не чувствительна к кетамину,-который в этом отно
шении оказался сходным с тетродотоксииом, полностью устранявшим 
только вератриновую деполяризацию [16]. Следовательно, имеется 
четкая корреляция между результатами, полученными по тесту выде
ления АХ и измерению мембранного потенциала. Такое соответствие 
между ответами на кетамин у натриевых каналов холинергических си- 
наптосом (тестируемых по вератрининдуцированному выделению АХ), 
II всей популяции сииаптосом (анализируемых по вератрининдуциро
ванному снижению потенциала) позволяет говорить о сходной чувстви
тельности каналов к анестетику вне зависимости от типа (медиаторной 
«принадлежности») нервного окончания.

Рис. 1. Зависимость величины потенциала на плазматической мембране 
сииаптосом от концентрации кетамина. Условия инкубации (37°): 1 —
5 мин с [3Н]ТФФ 1՜ (0, 4 пМ), затем 10 мин с кетамином; 2—одновре

менно с [3Н]ТФФ + вводился тетродотоксин (1.10՜՜7 М); 3—через 5 мин 
после добавления кетамина введен вератрин (100 мкг/мл) с последую
щей инкубацией в течение 5 мин. По оси абсцисс—концентрация кетами

на, мМ; по оси ординат—величина потенциала (-ДЕ, мВ)
Рис. 2. Влияние кетамина на активность Ыа +, К+-АТРазы осмотиче
ски разрушенных сииаптосом (1) и содержание [3Н]ТФФ + в интактных 
синаптосомах, предварительно деполяризованных вератрином (2). По 
осп абсцисс—концентрация кетамина, мМ; по осп ординат слева—актив
ность АТРазы (мкмоль Р;/мг белка/ч); по оси ординат оправа—содер

жание [3Н]ТФФ* (в имп/мин• 10֊3)>

Концентрации кетамина выше 2 мМ вызывают резкую и полную- 
деполяризацию сииаптосом. При интерпретации снижения мембранно
го потенциала следует рассмотреть несколько альтернативных меха
низмов: 1) специфическое и стойкое открытие натриевых каналов (по 
аналогии с действием вератрина); 2) ингибирование натриевого насо
са (Na+, К+ -АТРазы) мембран за счет прямого взаимодействия с 
ним или вследствие исчерпания запасов эндогенного АТР из-за разоб
щения окислительного фосфорилирования во внутрнсинаптосомных 
митохондриях; 3) нарушение ионного баланса в синаптосомах в ре
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зультате повышения неспецифической проницаемости для ионов. Пер
вое легко исключается тем фактом, что тетродотокспп не способен пре
дотвращать деполяризующее влияние больших концентраций кетами
на (рис. 1). В пользу второго механизма свидетельствуют, на первый 
взгляд, два обстоятельства—а) кетамин действительно снижает содер
жание [3Н]ТФФ + в синаптосомах, наружные мембраны которых пред
варительно деполяризованы вератрином, что указывает на падение 
мембранного митохондриального потенциала и, как возможое след
ствие, разобщение окислительного фосфорилирования; б) при тех же 
концентрациях кетамин ингибирует №+, К+-АТРазу спнаптосом, 
•подвергнутых осмотическому шоку (рис. 2). Однако, как следует 
из табл. 2, специфический ингибитор Иа+։ К + -АТРазы уабаин 
(5-10 -4М) снижает потенциал на плазматической мембране синапто- 
сом лишь на 20%. В то же время кетамин (10 мМ) полностью деполя
ризует синаптическую мембрану, но активность Па+, К+-АТРазы при 
этом уменьшается не более чем на 50%. Отсюда следует, что мощное 
деполяризующее действие высоких концентраций кетамина нельзя це
ликом объяснить лишь выключением натриевого насоса. Значительный 
вклад в этот эффект вносит, по-видимому, неспецифическое изменение 
проницаемости для К'а1՝ и К+ за счет структурной модификации 
мембран.

Таблица 2

Примечание, Время инкубации спнаптосом с добавками—10 мин

Влияние кетамина и уабаина на потенциал 
\та+, К+-АТРазу синаптических

покоя спнаптосом и. 
мембран

Добавки Е, мВ На*, К + -АТРаза.
(мкмоль Р։ /мг белка/ч)

Кетамин (10 мМ)
Уабаин (0,5 мМ)

-35,2+1,5 
0

֊29,8+3,0

20.5+0,4
9,5+0,3 

0

Таким образом, кетамин в концентрациях до 1 мМ блокирует по
тенциалзависимые натриевые и кальциевые каналы спнаптосом и не 
■изменяет потенциал покоя. Важнейшим функциональным следствием 
■подобных эффектов может быть торможение секреции нейромедиато
ров, то есть блокада синаптической передачи. При более высоких, ско
рее всего токсических, концентрациях кетамина потенциал покоя па
дает вследствие нарушения селективности ионной проницаемости мем
браны.
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EFFECT OF KETAMINE THE FUNCTIONAL-STATE OF RAT 
BRAIN SYNAPTOSOMES

MEREZHINSKAYA fl. V., OKOON I. M . RAKOVICH A. A. LYSKOVA T. I., 
AKSENTSEV S. I., ORLOV S. N., KONEV S. V.

Institute of Photobiology, Acad. Set. Belorussian SSR, Minsk

Ca’+—induced release of acetylcholine from rat brain synaptosomes- 
measured in the absence of depolarizing agents is depressed by general 
anesthetic ketamin (1 mM), this action being similar to that of Ca2+-chan- 
nei blocker verapamil. Ca2+-independent transmitter release induced by՜ 
veratrine—mediated opening of Na+-channels was also inhibited. Judged 
by the distribution of /’Н/ tetraphenyl-phosponium ketamine, prevents- 
the tetrodotoxin-sensitive depolarization evoked by veratrine but not 
by 59 mM KCL Conclusion was made about ketamine influence on 
Na+ -and Ca2+-channels of nerve endings. At doses above 2 mM the- 
anesthetic caused complete depolarization of synaptosomes. Comparative 
analysis of synaptosomal Na+,K+-ATPase inhibition by ketamine dnd 
ouabaine shows that ketamine at high doses perturbs the presynaptic 
membrane nonspecifically damaging its ion permeability.
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УДК 577.352.354.46:577.113.3

О ПРИРОДЕ УЧАСТКОВ СИНАПТИЧЕСКИХ МЕМБРАН КОРЫ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА, СВЯЗЫВАЮЩИХ

НИКОТИНАМИДАДЕНИНДИНУКЛЕОТИД

КУЧМЕРОВСКАЯ т. М„ ПАРХОМЕЦ П. К.. ЧИЧКОВСКАЯ Г. В., 
ХАЛМУРАДОВ А Г., РОЖАНСКАЯ О. П.

Институт биохимия* им. А. В. ПаЛладина АН УССР, Киев

Изучали природу участков синаптических мембран коры головного мозга крыс, 
•специфически связывающих NAD 4*. Использование ряда методических приемов 
Цпротеолитическая, липолитическая, нейраминидазная, температурная обработка си
наптических мембран, химическая, модификация белковой структуры) позволило уста
новить, что рецепторные участки, локализованные на синаптических мембранах, свя
зывающие NAD 4-, представляют собой протеолмшгды, окруженные олнгосахлриднок 
частью ганглиозидоз. В процессе связывания NAD 4- участвуют свободные SH-группы 
рецепторных участков синаптических мембран.

Ранее нами было показано, что синтезирующийся^ клетках мозга 
из ограниченно проникающих через ГЭБ никотиновой кислоты и нико
тинамида [1] никотинамидаденнндинуклеотид (NAD + ), являющийся 

■естественным компонентом синаптосом коры [2], специфически связы
вается синаптическими мембранами. Связывание NAD как насыщае
мый и обратимый процесс осуществляется двумя рецепторными участ
ками синаптических мембран, характеризующимися согласно данным 

■ графика Скэтчарда высоким и низким сродством к лиганду [3],
Целью настоящего исследования-было изучение некоторых вопро

сов, связанных с природой рецептора NAD+, локализованного в си
наптической мембране коры головного мозга крыс.

Материалы и методы

Синаптические мембраны получали из коры головного мозга крыс-самцов массой 
150—180 г по методу Abita и соавт. [4], а их чистоту и нативность контролировали 
электронномикроскопически и по активности ферментов—маркеров субклеточных орга- 
нелл (лактатдегидрогеназы, сукцннатдегидрогеназы, глюкозо-6-фосфатазы, кислой 
Фосфатазы, Na +, К+ -АТРазы).

Во всех экспериментах по связыванию в качестве меченого лиганда использовали 
«нкотинамид [U — И С]адет։ндииуклеотвд («Amersham», Англия) с удельной радио- 

-актчгвностыо 269 мКи/ммоль. Состав инкубационной среды, условия инкубации, а 
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также приемы расчета общего, неспецифического и специфического связывания, 
NAD+ синаптическими мембранами были такими, как и в предыдущей нашей ра
боте [3].

При обработке синаптических мембран трипсином («Spofa», ЧССР), химотрипси
ном той же фирмы и ирон азов («Serva», ФРГ), пробы подвергали преннкубашш на 
протяжении 1 ч при 37°, добавляя в среду по 100 мкг протеолитического фермента 
па 1 мл инкубационной среды.

В исследованиях были также использованы фосфолипаза А2, выделенная из яда- 
пчелы (10-7 М), с—из Bacillus cereus (180 мкг на 1 мг белка) и D—из Streptomyces 
cinnamoneus (270 мкг на 1 мг белка). В этих случаях преинкубацшо синаптических 
мембран в присутствии фосфолипаз проводили в течение 30 мин при 37°.

- При обработке синаптических мембран нейраминидазой («Wortington», США) 
пробы проинкубировали на протяжении 20 мин при 37°, добавляя в инкубационную 
среду 50 мкг фер-мснта на 1 мг белка мембран.

Исследования по химической модификации рецептора NAD +, локализованного- 
на синаптической мембране коры головного мозга крыс проводили с помощью ди- 
тиотреитола (преинкубация 1 мг мембранного белка в присутствии 3 мг дитиотреи- 
тола на протяжении 30 мин) и иодацетамида (преинкубация в те же сроки, с добав
лением 2 мг препарата в расчете на 1 мг белка мембран).

Результаты и обсуждение

Как видно из рис- 1, специфическое связывание никотина
мид [14С]аденинднну.клеотида ([l4C]NAD+ ) синаптическими мембра
нами пропорционально концентрации мембранного белка, вносимого в. 
среду инкубации. Кроме того, процесс этот является температурозави
симым (рис. 2). Связывание, достигая плато при 24°, снижается после- 
450 и полностью прекращается при использовании прокипяченных проб-

Рис. 1. Зависимость связывания [1-։С]МАО -■ синаптическими мембранами 
от концентрации белка. По оси абсцисс—белок, мкг; по оси ординат—свя

занный [><С]МАВ+ , имл. 103/мин
Рис. 2. Температурный оптимум связывания [|4С]МАП+ сипаптическимн
-мембранами. По оси абсцисс—температура, по оси ординат—связан

ный [14С]1МАО +, имп. 103/мин/мг белка

Приведенные данные свидетельствуют о Том, что связывающие- 
КАО+ участки синаптической мембраны коры головного мозга крыс 
имеют белковую природу. В последующих экспериментах синаптиче- 
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скпе мембраны предварительно подвергали действию протеолитических 
ферментов (трипсина, проназы, химотрипсина) и, инкубируя далее в 
присутствии [14С] NAD +, измеряли интенсивность специфического՝ 
связывания радиоактивного лиганда с мембраной. Как видно из табл.,, 
обработка синаптических мембран тремя различными представителями 
протеолитических ферментов, различающихся по характеру своего дей
ствия, вызывает примерно в одинаковой степени снижение способности 
их связывать ,[I4C]NAD Так, трипсин, химотрипсин и проназа вы
зывают снижение эффективности связывания [I4C]NAD + соответ
ственно на 80, 75 и 70%. Эти результаты позволяют сделать важный 
вывод о том, что тю своей природе связывающий NAD + компонент 
синаптической мембраны действительно является белком, локализо
ванным, вероятно, на внешней поверхности синаптических мембран, 
поскольку обработка мембран протеолитическими ферментами приво
дит, как известно, к гидролизу только поверхностных белков [5].

В литературе накоплено достаточно сведений о том, что рецепторы 
многих гормонов, нейромедиаторов, нейропептидов по своей природе 
являются сложными, генетически детерминированными макромоле
кулами, состоящими из комплексов белков с липидами и углеводами 
[6]. Если считать, что рецептор NAD4՜ является белком действительно 

синаптической мембраны, можно допустить наличие в его составе и. 
липидов. Обычно подобную вероятность проверяют, используя в боль
шинстве весьма специфичные методы ферментативного гидролиза ли
пидов мембран.

Результаты наших исследований указывают на то, что специфиче
ское связывание [I4C]NAD+ синаптическими мембранами после их 
предварительной обработки фосфолипазой Аг, отщепляющей- жнрно- 
кислотные остатки в р-положенни фосфолипидов, снижается^ на 61% 
(табл.). Фосфолипаза D, отщепляющая азотистое основание от поляр
ной головки фосфолипида, также уменьшает специфическое связывание- 
NAD + на 60%. Отрицательное действие фосфолипазы D на лиганд- 
рецегйорное взаимодействие можно объяснить тем, что специфические 
места связывания находятся, вероятно, на поверхности липидного» 
бислоя и заякорены в мембране с помощью связи с полярной головкой 
Фосфолипида. С нарушением полярности фосфолипидной головки фос
фолипазой D изменяется пространственная конформация участков уз
навания рецепторов, что и отражается в наблюдаемом нами уменьше
нии связывания NAD + мембранами. Если это суждение справедливо, 
тогда отщепление полярной головки (то есть азотистого основания и 
°статка фосфорной кислоты) с помощью фосфолипазы С должно еще 
в большей степени уменьшать связывание NAD+. Действительно, как 
ВЬ1яснилось из проведенных исследований, после обработки фосфоли
пазой С синаптических мембран, специфическое связывание NAD * си
наптическими мембранами снижается на 89%. Интересен тот факт, 
что несмотря на различия в механизме расщепления фосфолипидов- 
мембран фосфолипазами Аг, С и D, все они, как следует из таблицы, 
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приводят к торможению специфического связывание радиолиганда, 
•что свидетельствует о важной роли фосфолипидов в поддержании 
структуры активного центра рецептора ■ЧАО՜1՝ или же его доступности 

.для лиганда.
Таблица

Влияние ферментативной и химической модификации рецепторных участ
ков синаптических мембран на специфическое связывание [ЧС]ЫАО+, 

имп/мнн на 1 мг белка (п=7)

Воздействие

Специфическое связывание 
[։4С| КАО+

контроль опыт % изме
нения

Протеолитические ферменты
1895+132Трипсин 385+31* —80

Химотрипсин 472+40* —75
Проназа 

.Липолитические ферменты - 573+54* —70
Фосфолипаза Л, 2030+185 790+46* -61

•О я 812+64* -60
,, .. - с я 210+20* -89
Нейраминидаза

Алкилирование 8Н-групп
- 3948+205’ +95

Иодацетамнд
Восстановление 3-5-связсн

2865+201 632+51* ֊78

Дитпотрентол

* р<0,05

2175+187* —24

Существенная роль липидного микроокружения в функциониро
вании рецепторов показана на примере связывания ряда гормонов. 
.Так, обработка жировых клеток и мембран печени фосфолипазами 
А2 и С приводила к 3—6-кратному увеличению связывания инсулина, 
что позволило выявить новые связывающие места [7], в то время как 
для фолликулостимулирующего гормона и для тиреолибернна наблю
дали уменьшение связывания после обработки фосфолипазами [8^. Все 
это позволило предположить, что липиды входят в состав рецептора 
КАО՝'՛, а их полярная часть способствует рецепции [|4С]ЫАО+.

Нельзя исключить роль углеводов мембран в рецепции [14С]ЫА1) + 
специфическим рецептором. Согласно современным взглядам, нейра
минидаза—фермент, отщепляющий сиаловые кислоты от полисиало
ганглиозидов, а также . расщепляющий ганглиозиды, находящиеся в 
комплексе с белками мембран, является наиболее специфическим фер
ментом для идентификации углеводов [9]. В наших исследованиях, при 
обработке синаптических мембран нейраминидазой было обнаружено 
значительное увеличение (на 95%) их способности связывать 
[14С]№АО+ (таблица).

Приведенные выше результаты не позволяют однозначно ответить 
на вопрос, являются ли углеводы компонентами рецептора [14С]ПАВ+. 
Однако с известной долей осторожности можно предположить, что 
олитосахаридная часть ганглиозидов, находящаяся на внешней сторо
не постсинаптических мембран и ориентированная в синаптическую 
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щель, «маскирует» рецепторные участки, связывающие [l4C]NAD+, 
поскольку удаление сиаловых кислот с помощью нейраминидазы повы
шает доступность к ним [14C]NAD1՜.

Для более полного изучения их природы мы .провели анализ струк
туры активных участков рецептора NAD + с помощью метода химиче
ской модификации [10]- При обработке мембран дитиотрентолом— 
агентом, избирательно восстанавливающим дисульфидные связи бел
ков, специфическое связывание радиоактивного лиганда тормозится 
всего лишь на 24%, в то время как иодацетамид, алкилирующий 
SH-группы белков, оказывает более выраженное действие на рецеп
цию NAD+, вызывая торможение связывания на 78% (таблица).

На основании вышеизложенных данных (таблица) можно предпо
ложить, что свободные ЗН-группй молекулы рецепторного белка си- • 
наптических мембран играют важную роль в процессе образования 
комплекса с NAD+.

Таким образом, полученные в настоящей работе данные свиде
тельствуют о том, что рецепторные участки синаптических мембран 
коры головного мозга крыс, связывающие NAD+, представляют собой 
протеолипиды, окруженные олигосахаридной частью ганглиозидов, 
В структуру которых входят SH-группы, взаимодействующие с 
[UC],NAD+.

nature ое nad—binding sites in brain cortex synaptic.
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НОВЫЕ КНИГИ

Redulation of Transmitter Function: Basic and Clinical Aspects 
•(ed. by E. S. Vizi and K. Magyar), Elsevier Science Publishers, Atn- 
terdam —New York, 1984.

Сборник составлен по материалам 5-й конференции Европейского нейрохимиче
ского общества (Будапешт, 21—26 августа 1984 г.). В нем широко представлены ней
рохимические 'Исследования при таких заболеваниях нервной системы, как болезнь 
Альцмейера, паркинсонизм, шизофрения и рассеянный склероз. Большинство статей 
посвящено вопросам изучения процессов высвобождения нейротрансмиттеро-в и мо
дуляции, взаимодействия нейротрансмиттеров с рецепторами, влияния нейротоксинов 
на систему нейропередатчиков и иммуноцитохимию их специфических маркеров при 
указанных патологиях. Обсуждается широкий диапазон нейротрансмиттеров и ней
ромодуляторов от ацетилхолина до недавно обнаруженных нейропептидов.

Книга представляет интерес для нейрохимиков, нейрофармакологов и клиницистов, 
интересующихся нейрохимическими основами нейрологических и психиатрических за

болеваний.
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РАСТВОРИМАЯ ФОСФАТЗАВИСИМАЯ ГЛУТАМИНАЗА МОЗГА КРЫС И РОЛЬ РАЗЛИЧНЫХ МОДУЛЯТОРОВ В РЕГУЛЯЦИИ ЕЕ АКТИВНОСТИ
БЕДЖАНЯН к. Д„ БАДАЛЯН Л. Л.. ОГАНЕСЯН В. С.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Установлено, что среди .множества испытанных соединений единственным эффек
тивным активатором растворимой фосфатза виси мой глутаминазы (ФЗГ) мозга являет
ся фосфат. Стимулирующий эффект малеата (МТ), цитрата (ЦТ)) и 3, 5'. 5-тршйодо- 
Ь-тиронииа (Т3) составляет соответственно 5. 4 и 1.3% от эффекта фосфата. Действие ти
роксина (Т։) выражено еще слабее. Сукцинат (СТ), д-кетоглутарат (КГ). Х-ацетил-Е-ас- 
партат (ААК) и Е-аОпартат (АК), а также 3,5-дпйодо-Е-тиронин (Т2) и З.З'.б-трийо- 
ДОтиреоуксусиая кислота (Т3УК) практически не стимулируют активность раствори
мого фермента. Однако в присутствии тиреоидных соединений (ТС) действие фосфата 
и других модуляторов значительно усиливается. Наиболее эффективным в этом от
ношении является. Т3. В его присутствии эффект низких концентраций фосфата уси
ливается более чем в 10 раз, а остальных модуляторов—в несколько десятков раз. 
Т4> в отличие от других ТС, в этих условиях оказался совершенно не эффективным. 
При совместном применении фосфата с ЦЕ СТ, КГ. ААК и АК также наблюдается 
усиление их действия, но ие более, чем в 3 раза. Однако л։обые_другие сочетания 
испытанных модуляторов без участия фосфата или ТС не приводят к повышению 
активности растворимой глутаминазы. Полученные данные показывают, что раство
римая глутаминаза мозга по своим регуляторным свойствам во многом принци
пиально отличается от её мембраносвязанной формы.Сравнительно недавно работами английских исследователей было показано, что в митохондриальной фракции мозга свиньи, наряду е Мембраносвязанной глутаминазой, содержится и легко экстрагируемая растворимая форма фермента [!]• Имея одинаковую субклеточную локализацию, они отличаются некоторыми регуляторными и кинетическими свойствами. Мембраносвязанная глутаминаза более чувствительна к низким концентрациям фосфата, чем растворимая и, если активирование фосфатом растворимой глутаминазы связано с её агрегацией. то мембраносвязанная глутаминаза не подчиняется этой закономерности. Показаны значительные отличия и в кинетике ингибиро- пания глутаматом [2—4].Следует отметить, что тиреоидные гормоны (ТГ), являясь эффективными аллостерическими активаторами ФЗГ, занимают особое место в регуляции активности её мембраносвязанной формы митохон
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дриальной фракции мозга и почек [5—9]. Вместе о_этим установлено, что в митохондриях коркового слоя почек крыс также содержится растворимая глутаминаза и регуляция её активности ТГ во многом принципиально отличается от таковой мембраносвязанной формы фермента [10—12]. Однако роль ТГ, а также их возможных взаимоотношений с другими модуляторами в процессе регуляции активности растворимой глутаминазы мозга нс изучена. Целью данной работы было изучение этого вопроса.
Материалы и методы

Митохондриальную фракцию, выделенную нз коры мозга беспородных крыс 
массой 150—200 г по ранее описанной методике [13], промывали в ледяной биди- 
стнллпрованиой воде и центрифугировали при 17000g в течение 20 мин. Полученный 
осадок суспендировали в воде, затем подвергали 6-кратному замораживанию-разморажи
ванию и оставляли в замороженном состоянии в течение 20 ч при -20°. На следующий день 
размороженную митохондриальную фракцию центрифугировали 2 раза при 20000g: 
сначала в течение 40 мин, затем брали супернатант и центрифугировали ещё 20 мни. 
Полученную таким путем прозрачную, слегка оппалесцирующую надосадочную жид
кость использовали в качестве источника растворимой глутаминазы.

Инкубационная смесь в объеме 1,5 мл содержала 0,4 мл ферментного препара
та (0,4—0,55 мг белка); 0,5 мл 0.2 М трис-HCl буфера pH 8,0; 20 мМ L-глутами- 
иа и, в зависимости от поставленной задачи, различные активаторы в следующих 
концентрациях: фосфат—6,25, 12,5 и 25 мМ, ЦТ, МТ, СТ, КГ, ААК и АК—по 
50 мМ. Растворы этих соединений доводили NaOH до соответствующего pH. Кон
центрации ТС—Т4 («Reanal», Венгрия), Т3 («Koch-Light», Англия), Т2 («Sigma», 
США), Т3УК («Sigma», США) в опытах варьировали от 0,0125 до 0,1 мМ. Гормо
нальные препараты растворяли добавлением 0,01 и. NaOH (pH 10). Реакционную 
смесь инкубировали 30 мин при 37° и постоянном встряхивании. Реакцию останав
ливали добавлением 0,3 мл 10%-ной трихлоруксусной кислоты. О глутаминазной 
активности судили по количеству образовавшегося аммиака, который определяли 
микродиффузионным методом [14]. Количество белка в пробах определяли по ме
тоду Lowry и соавт. [15].

Результаты и обсуждениеНеобходимо отметить, что полученная нами растворимая глутаминаза мозга обладает чрезвычайно низкой каталитической активностью, которая в отсутствие эффекторов не поддается определению. В связи с этим в первой серии опытов изучали влияние различных соединений на активность растворимой глутаминазы при различном pH среды. Среди испытанных модуляторов единственным эффективным активатором этой глутаминазы является фосфат (рис. 1). Максимальное повышение активности фермента в присутствии фосфата происходит при pH 8,5. Стимулирующее действие ЦТ и МТ на растворимую глутаминазу составляет примерно 4—5% от эффекта фосфата, а СТ, КГ, ААК и АК, Т2 и Т3УК практически не стимулируют активность фермента. Эффект Т3 составляет немногим более 1 % от эффекта фосфата. Ещё меньше выражено действие Т^ В связи с лриведенными данными интересно отметить, что ТГ и другие соединения являются эффективными активаторами мембраносвязанной глутаминазы мозга [7, 16].380



В следующей серии опытов изучали влияние фосфата на активность растворимой глутаминазы мозга в присутствии ТС, учитывая то обстоятельство, что их совместное применение значительно стимулирует активность мембраносвязанной формы фермента [8].
Рис. 1. Влияние различных эффекторов на 
активность растворимоП глутаминазы моз
га крыс в зависимости от pH срады. 1— 
активность фермента в прифтстапи 
Т3(0,1 мМ); 2—МТ; ЦТ (50 мМ); 3— 
Р( (25 мМ). По оси абсцисс—значение pH 
среды; по оси ординат—активность фер
мента, мкмоль 1\'Н3/мг белка. п = 8—10

Как показывают данные, представленные на рис- 2, все испытанные ТС 'Потенцируют стимулирующее действие фосфата. Однако потенцирование происходит в различной степени и зависит как от природы применяемого гормона, так и от концентрации фосфата. При одновременном применении 25 мМ фосфата с высокими концентрациями Тз и Т3УК происходит примерно 6-кратное усиление действия фосфата, а в аналогичных опытах с Т4 и Т2 эффект фосфата усиливается соответственно в 3 и 2,5 раза. Во всех случаях предельное повышение активности фермента наступает при концентрации ТС, равной 0,05 мМ. Повышение концентраций Т3, Т3УК, Т2 и Т4 до 0,1 мМ не приводит к заметным изменениям уровня активности фермента. Однако при уменьшении концентрации фосфата, .потенцирование его действия в случае применения Т3 сильно возрастает. Так, эффект 12,5 и 6,25 мМ фосфата Усиливается соответственно в 12—17 раз, между тем как в опытах с ТзУК и Т2 стимулирующее действие этих же концентраций фосфата усиливается всего лишь в 3—4 раза. При применении низких концентраций фосфата .потенцирование его эффекта в присутствии Т4 полностью исчезает. В этой связи необходимо отметить, что и Т4, и Т3 прнмернооди- наково потенцируют стимулирующее действие фосфата на мембраносвязанную глутаминазу митохондрий и синаптосом мозга, а повышение активности фермента в этом случае происходит не более, чем в 3 раза. Иначе проявляется и действие Т3УК на активность этих форм фермента [8]. Если с повышением концентрации Т3УК активность мембраносвязанной глутаминазы митохондрий, стимулируемая фосфатом, резко падает, а эффект потенцирования полностью исчезает, то активность растворимой глутаминазы в этих же условиях несколько возрастает.
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Далее исследовали влияние ЦТ, МТ, СТ, КГ, ААК и_АК на активность растворимой глутаминазы мозга в присутствии различных ТС. Начальные точки на кривых, представленных на рис. 3, показывают, что при pH 8,0 СТ, ААК, АК и КГ (50 мМ), также как и ТС, добавленные в отдельности, почти не активируют растворимую глутаминазу. Несмотря на это, при одновременном добавлении указанных модуляторов с Т3 и его производными активность фермента сильно возрастает. Как видно, степень активирования фермента зависит не только от при-

Рис. 2. Действие фосфата на активность растворимой глутаминазы мозга 
крыс в присутствии различных тиреоидных соединений (ТС) (pH 8,0). 
а—активность фермента в присутствии Т3; б—Т3УК; в—Т2; г—Т4-/—ТС; 
2—ТС+6,25 мМ Р,; 3—ТС+12,5 мМ Р։; 1—ТС+25 мМ Р։. По оси 
абсцисс—концентрация тиреоидных соединений; по оси ординат—актив

ность фермента, мкмоль ЫН3/мг белка, п=10—12.роды ТС, но и от характера применяемого модулятора. Так, в присутствии Т3, Т3УК и Т2 глутаминазная активность, стимулируемая МТ и ЦТ, повышается значительно сильнее, чем в случае применения СТ, ААК, АК и КГ, а наиболее эффективным среди гормональных препаратов, также как и в опытах с фосфатом, является Т3. В его присутствии эффект МТ и ЦТ и остальных модуляторов возрастает в несколько десятков раз. Их действие в присутствии Т3УК выражено сильнее, чем при сочетанном применении с Т2. .Однако, как выяснилось, из всех испытанных ТС исключение в этом отношении составляют только Т4. При любых сочетаниях Т4 с указанными модуляторами не происходит сколько-нибудь заметного повышения активности глутаминазы- Этот факт заслуживает внимания в связи с тем, что Т4 и Т3 в одинаковой степени усиливают эффект указанных соединений на мембраносвязанную глутаминазу мозга, а её активность в этом случае повышается не более чем в 3—4 раза (неопубликованные данные). Кроме того, было показано, что в присутствии ТС действие ЦТ и МТ на мембраносвязанную глутаминазу потенцируется не сильнее, чем действие СТ, КГ, ААК и АК.382



Таким образом, можно прийти к заключению, что по своим регуляторным свойствам растворимая глутаминаза во многом принципиально отличается от её мембраносвязанной формы, и это отличие, в основном .обусловлено особенностями действия ТС.
Ы)

•!* Рис. 3. Действие цитрата, малеата, сукцината, аспартата, ацетиласпар- 
тата п кетоглутарата на активность растворимой глутаминазы мозга 
крыс в присутствии различных тиреоидных * соединеин (ТС) (pH 8,0). 
п—активность-фермента в присутствии Т3: б—Т3УК; в—Т2; г—Т4-1—ТС;

< 2— ТС+АК (50 мМ); 3—ТС+ААК (50 мМ); 4—ТС+КГ (50 мМ); 5—
ТС+СТ (50 мМ); Тб—ТС+ЦТ (60 мМ); 7—ТС+МТ (50 мМ). По оси 
абсцисс—концентрация тиреоидных соединений, мМ; по оси ординат— ■

активность фермента, мкмоль МНз/мг белка, п = 10—12.Из полученных данных становится ясно, что потенцирующий эффект гормона находится в зависимости от количества атомов йода в ег° молекуле. Для проявления максимального эффекта гормона необходимо наличие трех атомов йода и целостности аланинового радикала 8 Молекуле тиронина. В то же время при увеличении на атом йода г°РМон (Т4) утрачивает потенцирующую способность, а с уменьшением На атом йода (Та) эффективность ТС сильно падает.Итак, выяснилось, что из двух гормонов щитовидной железы толь-Т3 активно действует на растворимую глутаминазу мозга. Специфичность эффекта Тз интересна, так как в органах-мишенях регуляция оменных процессов обычно протекает с участием как Т<, так и Т3.Работами ряда исследователей было установлено, что фосфат иливает стимулирующее действие других модуляторов на активность- лУта.миназы .мозга [17—19]. Потенцирующее действие фосфата прояв-Тся и в опытах с мембраносвязанной глутаминазой митохондрий е„опУбликованнЬ1е данные). Исследования, .проведенные с растворимой глутаминазой мозга (рис. 4), показали, что при сочетанном при.ме- 1 1111 фосфата с другими модуляторами их эффект возрастает от ■ Д° 3 раз, а степень повышения активности фермента при низких концентрациях фосфата выражена несколько сильнее, чем при высо383



ких. Здесь важно отметить, что при сочетанном применении ЦТ с МТ, СТ, КГ, АДК или АК, а также при любых других сочетаниях этих соединений не происходит сколько-нибудь заметного повышения активности фермента.Таким образом, можно прийти к выводу, что в процессе регуляции активности растворимой глутаминазы мозга среди всех испытанных эффекторов особое место занимают фосфат и Т3. Вместе с этим можно отметить, что фосфат, хотя и является самым эффективным активатором фермента, однако в координировании действия других модуляторов более важная роль принадлежит Т3.

Рис. 4. Действие цитрата, сукцината, аспартата, ацетиласпартата и ке
тоглутарата па активность растворимой глутаминазы мозга в присут
ствии фосфата (pH 8,0). а—активность фермента в отсутствие фосфа
та; б—в присутствии 6,25 мМ Р։; в—12,5 мМ Р։ ; г—25 мМ Р( 1—Р । 
2—Р,+КГ (50 мМ); 3—Р)+ АК (50 мМ); 4—Р։+СТ (50 мМ); 5— 
Р;+ААК (50 мМ). По оси ординат—активность фермента, мкмоль 

ЬШ3/мг белка, п = 10—12.В регуляции активности глутаминазы участвует и ряд других гормонов. Дпэтилстпльбестрол оказывает двоякое действие на активность глутаминазы мозга: в зависимости от применяемого активатора в одном случае ингибирует, в другом—усиливает их эффект [20]. Глутаминаза митохондриальной фракции печени стимулируется глюкагоном, вазопрессином, норадреналином и ангиотензином-11- Среди них наиболее эффективным является глюкагон, в присутствии которого активность фермента повышается в 2,5 раза [21]- Однако ТГ являются специфическими активаторами глутаминазы и занимают ключевое положение в процессе регуляции активности этого фермента [5—10, 16].Известно, что ФЗГ мозга и почек, имея субъединичную структуру и благодаря способности ассоциировать и диссоциировать в буферных системах, может существовать в различных взаимопревращающихся молекулярных формах [22, 23]. Установлено, что фосфат и борат способствуют быстрой кооперации субъединиц и приводят к образованию дцмера, а в случае совместного их применения—полимера, которые являются более активными формами фермента [24—26]. Можно допустить, что в наших опытах в присутствии фосфата повышение актив384



ности глутаминазы происходит вследствие его димеризации, но при этом, по-видимому, не наблюдается полного завершения этого процесса, а в случае совместного добавления фосфата с Т3 либо завершается процесс димеризации, либо фермент приобретает совершенно новую конформацию, переходя в высокоактивное олигомерное или полимерное состояние. Отсутствие заметного повышения активности фермента в присутствии Т3 или других эффекторов, добавленных в отдельности, можно объяснить тем, что эти соединения сами по себе не вызывают каких-либо изменений в четвертичной структуре фермента, а при их совместном применении повышение активности глутаминазы происходит, вероятно, вследствие образования ассоциатов из мономерных форм фермента-В настоящее время, по-видимому, трудно сказать какие молекулярное формы глутаминазы функционируют в клетках организма, происходит ли их взаимопревращение и чем это обусловлено. Надо полагать, что растворимая глутаминаза—это та часть мембраносвязанной формы фермента, которая, будучи не прочно связанной со структурными элементами митохондрий мозга, с переходом в раствор превращается в иную молекулярную форму, приобретая прн этом другие регуляторные свойства. В то же время оставшийся в осадке фермент прочно связан и перевести его в раствор не удаётся. Наряду с этим было показано, что многократное повторное замораживание и размораживание осадка гомогенатов почек крыс приводило к высвобождению все новых и новых порций растворимой глутаминазы с присущими ей Регуляторными свойствами [12]. На основании этих данных можно предположить, что растворимая и мембраносвязанная формы глутаминазы почек—это взапмопревращающиеся молекулярные формы, и в связанном состоянии фермент имеет одну олигомерную структуру, а в свободном—другую. Возможно, именно этим обусловлено различие их Регуляторных свойств.Надо отметить, что растворимая и мембраносвязанная глутаминазы как мозга, так и почек обладают идентичными регуляторными свойствами Г5 8-10, 12] и, можно думать, что прочная связь мозговой глутаминазы с мембранами митохондрий обусловлена спецификой белкового и липидного окружения фермента. Конечно, трудно сказать, может ли функционировать в клетке растворимая глутаминаза как таковая „ каковы механизмы регуляции её высвобождения и связывания. ОДнако из вышеизложенного следует, что в регуляции активности глутаминазы помимо многочисленных низкомолекулярных соединений Физиологической природы, очевидно, немаловажную роль играют липиды и белки внутренней мембраны митохондри
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PHOSPATE-DEPENDENT SOLUBLE GLUTAMiNASE'FROM RAT 
BRAIN ROLE OF DIFFERENT AGENTS IN THE MODULATION OF 

ITS ACTIVITY

BEDJANYAN K. D.. BADALYAN L. L., OGANESYAN V. C.

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

Phosphate turned to be the sole effective activator of soluble 
phosphate-dependent glutaminase (PDG) from brain tissue. Stimulating 
effect of maleate (MT), citrate (CT) and 3,3'5-triiodo-L-tyronine (T3) 
comprises 5,0,3,0 and 1,3% of phosphate effect, respectively. Succinate 
(ST), a-ketoglutarate (a-KG), N-acetylL-aspartate (N-AA)i L- asparta- 
te-(A), 3,5-diiod-L-tyronine (T„) and 3,3'5 trliodacetic acid (T,AA) exert no 
effect on PDG. Thyroid compounds (TC), except for T4 potentiate 
the effect of phosphate and other modulators: T, proved to be the most 
effective one, potentiating the effect of low concentration of phosphate 
10-fold, that of other TC-several tens-fold. Joint addition of phosphate 
and C I, ST, a-KG, N-AA or A ehhances the effect not more 
than 3-fold.
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ванию, очистке и биохимической характеристике белков клеточной поверхности. 
Том 1: Мембраны, детергенты и солюбилизация рецепторов, 238 с., 1984 г.
Том 2: Процедуры очистки рецепторов, 184 с., 1984 г.
Том 3: Молекулярные и химические характеристики рецепторов мембран, 306 с., 1984 г.

387



НЕИРЯХ1/1Г''1ИЛ
т. 4, № 4, 1985

УДК 577.322

ВОДА В АКТИВНОМ ЦЕНТРЕ НЕЙРОКУПРЕИНА

ГАСПАРОВ В. С., НАЛБАНДЯН Р. М.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Методом протонной релаксации показано, что в активном центре нейрокупреина 
содержится одна молекула воды, координированная к меди. Расстояние между ато- 
мо.м меди и протонами воды составляет 0.3 нм. Время жизни молекулы воды в 
первой координационной сфере составляет 10—7 с. Показано, что основной вклад в 
парамагнитную релаксацию вносит вращательное броуновское движение макромо
лекулы белка.

Нейрокупреин—крайне кислый медьсодержащий белок, получен
ный из мозга, имеет Мг 10 кД и содержит 1 атом меди [1]. Он спосо
бен связывать и вступать в окислительно-восстановительные реакции с 
катехоламинами [2], которые возможны благодаря наличию меди в 
белке. Медь нейрокупреина принадлежит к так называемому второму 
типу, который, в частности, характеризуется доступностью к раствори
телю (воде). В связи с этим для изучения особенностей связывания 
воды в активном центре нейрокупреина целесообразно использовать 
метод протонной магнитной релаксации. Нейрокупреин, содержащий 
единственный атом меди, является особенно удобным объектом для 
таких исследований. В данной работе приведены результаты изучения 
нейрокуиреина этим методом.

Материалы и методы
Нейрокупреип из мозга крупного рогатого скота был получен по метолу 

•Gasparov и соавт. [2], а апонецрокуирепи—по методу Sliaroyan и соавт. [1]. Вос
становление белка проводили литионитом натрия, удаляя избыток восстановителя 
гель-фильтрацией через сефадекс G-25 (сверхтонкий) .Во всех описанных экспери
ментах белок (5.10~4М) был растворен в 0,2 ДО ацетатном буфере, pH 6,0. Изменения 
pH этого раствора достигали добавлением 0.1 в. ЦС1 иди NaOH.

Время спии-решеточной (Т։) и егшн-спииовой (TQ) релаксаций измеряли па 
импульсном ЯМР-спектрометре фирмы «Brucker» BKR-322S. Т։—при помощи стан
дартной импульсной последовательности: 180°-т-90°. а Т2֊-методом Карра-Парсслла- 
Мейбума-Гплла [3]. Погрешность измерения Т, и Т2 не превышала ± 5%.

Как известно, экспериментально измеряемые величины Т, и Т2 для водных ра
створов белков, содержащих парамагнитный металл, и число молекул воды, связан
ных с этим металлом, находятся в зависимости друг от друга согласно уравнению 
Луза-Мейбума [4]. '
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(p.n Tip) -։ = ------- Я—---- . (i = 1,2 )
"m I in։

где (Tjp)՜1 представляет парамагнитный вклад связанного с белком металла в 
скорость протонной релаксации воды, рт —отношение молярной концентрации свя
занного парамагнитного иона к концентрации воды, Т։ m л Т, га—время продольной 
и поперечной релаксации протонов воды в первой координационной сфере металла, 
<1—число молекул воды, связанных с металлом, тп,—время жизни молекул воды в 
первой координационной сфере.

Время релаксации Т1п, и Т2 ,п для первой координационной сферы ионов меди 
может быть найдено из уравнений Соломона-Бломбергепа [5, 6] в упрошенной для 
макромолекул форме:

где —ядсриое гиромагнитное отношение, р—магнетон Бора, т—расстояние
между ионом металла и протоном связанной с металлом воды, (0 Ларморова 
прецессия ядра, хс~вРемя корреляции, характеризующее днноль-днполыюе взаимо
действие между спинами электрона и ядра, определяемое как сумма:

тс = тц 4՜ т։ 4՜՝ Ут ’

где хи—вращательное время корреляции связанного парамагнитного центра ха— 
время сннп-решеточпой релаксации электрона.

Результаты и обсуждение

В табл. 1 приведены значения Т, _ ’• и Т2“։ растворов нейрокуп
реина в окисленной, восстановленной и апо-форме. Резкое увеличение 
(в 5—б раз) времен протонной релаксации окисленного белка по срав
нению с восстановленной и апо-формой непосредственно указывает на 
наличие координированной к меди воды.

Таблица I
Скорости протонной релаксации (с—։), водных 
растворов нейрокулренна в 0,2 М ацетатном бу
фере. pH 6,4 три Т=300°К на частоте 20 МГц

Препарат Тд-Мс֊1) Ъ-։ (с-’)

11сйрокупрсин 
окисленный 2,02 2,38

Нейрокупреин
восстановленный 0,38 0.39

Апобелок 0,37 0,38
0 ,2 М ацетатный 

буфер 0,26

На рис. 1 представлены температурные зависимости 
ванных парамагнитных вкладов раствора нейрокупреина, 

нормалпзо- 
измеренных
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на частотах 20 и 38,4 МГц. Как видно, температурные-Коэффициенты 
имеют отрицательный знак. С другой стороны, уменьшается с уве
личением температуры. Поэтому можно заключить, что для данной обла
сти температур и частот выполняется условие быстрого химического обме
на, то есть "т^Т!т. Следовательно, в упрощенном виде можно считать:

Пр 1!т

Рассчитанная величина при 300°К и 20 МГц оказалась равной 
3,6-10-9 с и близка к тк =4,2-10՜9 с, полученной из гидродинами
ческого уравнения Стокса-Эйнштейна. Это свидетельствует о том, что 
основной вклад в парамагнитную релаксацию вносит вращательное 
броуновское движение всей макромолекулы.

Рис. 1. Температурные зависимости нормализованных парамагнитных 
вкладов скоростей протонной релаксации воды нейрокупреина при 
pH 6,0. (—ф—)—зависимость для ^/РП11 ։,, при 20 МГц, (— О—)—зави
симость для ։/р.пТ)|, "Р" 38,4 МГц, (—□—)— зависимость для Гр։пТ2р 

при 38,4 МГр, (—■—)—зависимость для 1/ртТ։р при 20 МГц.
Рис. 2. Парамагнитные вклады в скорости протонной релаксации воды в 
водных растворах нейрокупреина в зависимости от pH -при 20 МГц и 

300 К. (—ф—)—данные для Г'РшКр՛ (—О—)—данные для 1/ргпТЛ՛.

рН-завнсимости парамагнитных вкладов приведены на рис. 2. Как 
и оптические и ЭПР-спектры, изменения парамагнитных вкладов в за
висимости от pH были полностью обратимы в диапазоне pH 4—10. 
Полученные зависимости имеют характер кривых титрования с точкой 
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перегиба вблизи от pH 7,0, что указывает на депротонирование воды, 
являющейся лигандом.

Определенный интерес представляет сравнение свойств воды, коор
динированной к меди нейрокупреина и суперокспддисмутазы. Хорошо 
известно, что водный лиганд, координированный к меди в экваториаль
ном положении, заметно отличается ио свойствам от аксиально коорди
нированной воды. Так, экваториальный водный лиганд замещается 
сравнительно легче, чем аксиальный. Водный лиганд меди нейрокуп
реина имеет большее сходство с аксиальным. Как видно из табл. 2, в 
которой сравниваются основные параметры воды нейрокупреина и су- 
пероксиддисмутазы [7], вода в нейрокупреине находится на расстоянии 
0,3 им от атома меди и имеет время жизни -гш=10՜7 с. Эти данные 
показывают также, что в первой координационной сфере меди в нейро
купреине содержится только одна молекула воды.

Таблица 2.
Параметры воды, координированной к меди в 

нейрокупреине и суперокснддисмутазе

Величина IIейрокупреин
Суперокснддисмутаза [7]

Аксиальный 
лиганд

Экваториаль
ный лиганд

~т(с) 
Г(ПП1)

q
(с)

I0-’
0.3
1

4,3-10-’ 
(при 20 МГц)

1 .6-10֊’ 
0,34
1

2,7-10-» 
(при 60 МГц)

1,0.10-։ 
0,27

1
2

2,7-10֊’
(при 60 МГц)

Наличие молекулы воды в медьсодержащем участке нейрокупре
ина объясняет ранее обнаруженную сильную зависимость формы сиг
нала ЭПР меди от pH [1] и указывает, что реакции замещения в ак
тивном центре белка идут именно через этот водный лиганд.

Мы выражаем признательность Гангардту М- Г. (МГУ) за измере
ния, проведенные на частоте 38,4 МГц.

WATER IN THE ACTIVE SITE OF NEUROCtfPRElN

GASPAROV V. S„ NALBANDYAN R. M.
Institute 0^ Biochemistry, Academy of Sciences, Armenian SSR , Yerevan

Proton relaxation method has been used to detect a water mole
cule coordinated to copper in the active centre of neurocuprein. The 
distance between copper and protons of water was evaluated to be 0,3 
nm. The life—time of water in the first coordination sphere is IO՜7 sec. 
Brownian motion of the protein macromolecule is the main contributor 
to paramagnetic relaxation.
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метаболическая АКТИВНОСТЬ ФОСФОЛИПИДОВ 
В НЕЙРОНАХ' И НЕЙРОГЛИИ

ФЛЕРОВ М, А.

Физиологический институт им. А. А. Ухтомского Ленинградского 
госуннверситета нм. А. А. Жданова--?

Исследовали метаболическую активность отдельных фракций фосфолипидов и 
различные сроки после введения ацетата-2։-։С и (метил-ЗН)холина. Установлено, что 
в течение изученных сроков радиоактивной экспозиции наибольшая интенсивность 
включения радиоактивного углерода как в нейронах, так и в нейроглии наблюдается 
во фракциях фосфатидных кислот и фосфоинозитидов. При введении (метил-ЗН).хо- 
лина радиоактивность зарегистрирована в 3-х фосфолипидных фракциях: лпзофос- 
фатидилхолпне, фосфатииплхолпне и сфингомиелине. Показано, что независимо от 
вводимого предшественника уровень радиоактивности отдельных фракций фосфолипи
дов выше в нейронах по сравнению с нейроглией, что, по-види.мому. связано с на
личием в нейронах и нейроглии различных генетически обусловленных систем био
си нтеза фосфолипидов.

Изучение биохимических механизмов функциональной деятельно
сти нейронов и их метаболической взаимосвязи с нейроглией является 
одним из актуальных направлений современной нейрохимии- Как из
вестно, экспериментальные данные, полученные на гомогенатах мозго
вой ткани, позволяют охарактеризовать метаболические процессы в 
наиболее общем виде без учета своеобразия и специфики отдельных 
клеточных популяций ЦНС, а ведь именно нервная ткань отличается 
крайне выраженной гетерогенностью клеточного состава. Несмотря на 
то, что нейроны и нейроглия значительно различаются как по морфоло
гическим признакам, так и по выполняемым функциям, они образуют 
единую метаболическую систему, идея о существовании которой впер
вые была выдвинута в классических работах Hyden [1—3].

Значительный прогресс в развитии функциональной нейрохимии 
был достигнут благодаря разработке метода препаративного получе
ния клеточных фракций головного мозга, обогащенных нейронами и 
нейроглией [4—9]. Особое место в исследовании химического состава 
и метаболизма нейроглии занимают фосфолипиды. Е. М. Крепе писал: 
«Без непременного участия сложных липидов—фосфолипидов, протео- 
лппидов, стеролов не осуществляется почти ни один биологический про
цесс» [10]- Важнейшими из перечисленных липидов являются фосфоли
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пиды, составляющие около 70% всех липидов головного мозга. Они 
являются не только постоянными структурными компонентами клеточ
ных .мембран, но и принимают непосредственное участие в регуляции 
тонко сбалансированных биохимических реакций [И]. В то же время 
имеющиеся в.литературе данные об участии фосфолипидов в функцио
нировании системы нейрон—нейроглия немногочисленны, что во мно
гом связано с методическими трудностями препаративного выделения 
фракций, обогащенных нейронами и нейроглией.

- Целью настоящей работы явилось исследование метаболической 
активности отдельных фракций фосфолипидов в нейронах и нейроглии, 
выделенных из коры головного мозга.

Материалы и методы

Опыты ставили на белых крысах-самцах массой 120—<150 г. В качестве радио
активных предшественников биосинтеза фосфолипидов использовали аиетат-2ЫС 
(вводили подкожно из расчета 30 мкКи/100 г веса животного) и (метил-3Н)холин 
(вводили интракраниально в дозе 5 мкКи). Время радиоактивной экспозиции было 
равно 60, 120, 180 мин.

По прошествии времени радиоактивной экспозиции крыс декзиитировали, бы
стро извлекали и отмывали от крови мозг охлажденным физиологическим раство
ром. Кору больших полушарий помещали на охлажденные стеклянные пластинки, 
тщательно измельчали, суспендировали в растворе поливпнилпирролидоиа и выделяли 
фракции, обогащенные нейронами и нейроглией, по методу Sellinger и соавт. [9] 
в нашей модификации, позволявшей выделять значительно больше клеточного мате
риала. Подробно этапы предпринятой нами модификации описаны ранее [12]. От
дельные фракции фосфолипидов нейронов и нейроглии получали методом двумерной 
хроматографии в тонком слое силикагеля КСК [13]. Пятна, соответствующие фрак
циям фосфолипидов, после проявления в парах йода переносили с хроматограмм в. 
впалы для подсчета радиоактивности. Идентификацию отдельных фракции фосфоли
пидов проводили с помощью ИК-спектроскопип. Для этого пятна, соответствующие 
фракциям фосфолипидов нейронов и нейроглии, соскабливали в пробирку с притер
той пробкой и осуществляли 3-кратную элюцию с помощью системы растворителей 
хлороформ : метанол: 7 и. NH3 (120:70:10), Элюаты выпаривали па ротационном, 
испарителе и после растворения в 10 мкл сероуглерода переносили в мпкрокюветы. 
Применение микротехники обусловлено тем, что выделенного из нейронов количества 
фосфолипидов (особенно минорных фракций) недостаточно для снятия ИК-спектров 
в обычных кюветах. Спектры снимали на инфракрасном спектрофотометре UR-20, 
Ввиду идентичносж спектров нейрональных и нейроглиальных фосфолипидов на 
рисунке представлены ИК-опектры отдельных фракций фосфолипидов, выделенных 
из нейронов коры головного мозга. Для всех фракций фосфолипидов, как нейро
нов, так и нейроглии характерно наличие сильной полосы поглощения в области 
1250—'1215 см՜1, связанной с колебаниями группы Р=О я в области 1100— 
1050 см -■* (Р—О—С). Это две главные полосы, которые отличают фосфолипиды от 
других ЛИ1Ш.ДОВ. Глицерофосфолипиды имеют сильную полосу поглощения 1750— 

1740 см-։, связанную с колебаниями сложиоэфирпон группировки. В ИК-спекпре 
сфингомиелинов были обнаружены полосы 1640 ц 1550 см —1 (амид 1 и 2), связан
ные с Колебаниями групп СО—Х:Н. Присутствие холиновых группировок обнаружи
вается по полосе средней интенсивности 970 см-1 .характерной для фракций лизо- 
фоефатидилхолннов (ЛФХ), сфингомиелинов (СФМ) и фосфатпдилхолинов (ФХ). 
Благодаря этой полосе отличают холинсодержащие фосфолипиды от этаноламинсо
держащих. Так, в ИК-спектре фосфатпдилэтаноламина (ФЭ) имеется одиночная по
лоса 1080 см—’, а для холинсодержащих фосфолипидов характерен дуплет 1090,
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1070 ом— ։. Следует отметить, что в ИК-игтектрах ФЭ нейроглия в йтличхе ֊от ФЭ 
нейронов полоса 1650 ом-’, характерная для плазмологенов, имеет большую интен
сивность. Этот факт, по-видимому, свидетельствует об относительном обогащении ФЭ 
нейроглии по сравнению с нейрональными. После снятия спектра определяли количе
ственное содержание отдельных фракций фосфолипидов в мнкрокювете. Данные 
представлены в табл. I. Таким образом, количества отдельных фракций ФЛ для

19 1? 15 И it 9 t9 t? 1} IS tt 9

Рис. ИК—спектры отдельных ффак
ции фосфолипидов нейронов, а—ли- 
зофосфатидилхолины, б — сфингомие
лины, в—фосфатидилсерины, г—фос- 
фатиди л холины, д—фосфоинозитиды, 
е—фосфатидилэтаноламины, ж—фос

фатидные кислоты

И К-спектроскопии колебались в пределах от 6,2 до 29,2 мкг, давая удовлетворитель
ные спектры, сравнимые с ИК-спектрами фосфолипидов, получаемых в обычных кю
ветах [14], в которых для анализа необходимо значительно большее количество ве
щества. Это несомненно существенно расширяет границы применения ИК-спектроско- 
пии в нейрохимических исследованиях.

Результаты и обсуждение

В табл. 2 приведены данные по включению радиоактивного угле
рода С14 в отдельные фракции фосфолипидов нейронов в различные 
сроки после введения ацетата-214С. Величина У. А. представлена в 
импульсах в 1 мин на 1 мг углерода (имп/мин-мг «С»), Из представ
ленных данных видно, что через 60 мин после введения ацетата-214С 
наибольшей У. А. обладает ФК, а наименьшей—СФМ. Довольно вы
соким уровнем метаболизма характеризуются фракции ЛФХ и ФИ. 
Через 120 мин после введения ацетата֊214С происходит увеличение 
У. А. отдельных фракций фосфолипидов: У. А. ФИ увеличивается по 
сравнению с 60-й мин после введения радиоактивного предшественни
ка в среднем в 7 раз, а У. А. фоафатидилсерина (ФС) и СФМ.—в 4 
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раза. У. А. остальных фракций также увеличивается, но не столь зна
чительно. Через 180 мин после введения ацетата-2иС хоть и происхо
дит увеличение У. А., но по сравнению с 2-часовой радиоактивной 

Таблица 1
' Содержание отдельных фракций фосфолипидов нейронов и 

нейроглии в микрокювете (мкг).

Фракции фосфолипидов Нейроны Нейрогли։

Лизофосфатидилхолин 7,4 7,9
Сфингомиелин 12,4 9.6
Фосфатидил серин 18,5 20,8
Фосфатиднлхолин 17,8 27,8
Фосфатидилэтаноламин 18,5 29,2
Фосфатид илинозит 13,0 18,7
Фосфатидная кислота 6,2 15,2

экспозицией оно не столь значительно, как переход от G0 до 120 мин. 
Наибольшей У. Л., как и через 120 мин, обладают фракции ФИ и ФК, 
наименьшей—СВМ и ФЭ. Увеличение У. А. ФИ и ФК в этот период 
по сравнению с 2-часов’ой радиоактивной экспозицией колеблется в 
пределах- 1,5—2 раза.

Таблица 2 
Удельная активность отдельных фракций фосфолипидов нейронов в раз

личные сроки после введения ацетата-2НС (имп/мин. мг «С»)

Фракция фосфолипидов
Время радиоактивной экспозиции (мин)

60 120 180

Лпзофосфатидплхолин 1060+221 3560+1215 9139+2367
Сфингомиелин 
Фосфатидилсерин

613+ 31 
719+274

2308+ 611
3034+ 348

2778+ 573
7402+ 877

Фосфатиднлхолин 747+106 . 1784+ 279 4020+ 779
Фосфатидилинозит 902+ 69

682+ 69 5230+1115 10381+1318
Фосфатидилэтаноламин 1513+ 301 2685+ 391
Фосфатидная кислота 2313+722 4291 + 1051 10235+1952

Представленные данные величин У.А. отдельных фосфолипидов 
свидетельствуют, об их высокой метаболической активности в нейро
нах. Однако очевидно, что в общую метаболическую активность фос
фолипидов головного мозга вносят вклад „ фосфолипиды, принадле
жащие нейроглиальным клеткам. Поэтому нами была исследована 
динамика включения радиоактивного углерода в отдельные фракции 
фосфолипидов нейроглии. Данные представлены в табл. 3.

В нейроглии через 60 мин после введения ацетата-2||С наиболь
шей У. А. обладает фракция ФК, а наименьшей—ФЭ. В следующие 
60 мин происходит увеличение уровня У.Л. всех нейроглиальных фос
фолипидных фракций, особенно ФИ, ФС, и ЛФХ. У.А. ФИ в этот 
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период возрастает в 4 раза, по сравнению с часовой радиоактивной 
экспозицией. Через 180 мин после введения ацетата-2мС только в 
двух фракциях, а именно в ФК и ФЭ, У. А. возрастает в среднем в 
1,5 раза. Наибольшей У. А., так же как и при 120 мин экспозиции, об
ладает фракция ФИ, а наименьшей—ФЭ.

Время радиоактивной экспозиции (мни)

Таблица 3՞' 
Удельная активность отдельных фракций фосфолипидов нейроглии после 

введения ацетата-2|чС (имп/мин.мг «С»)

Фракции фосфолипидов
со 120 180

Лизофосфатидилхолнн 492+117 1443+13։ 2185+322
Сфингомиелин 372+120 698+ 77 743+121
Фосфатидилссрнн 326+ 23 1049+256 1945+511
Фосф а т! । д и л холин 64ь+153 864+ 89 995+130
Фосфатидилинозит 414+ 98 2317+310 2782^626
Фосфати дил этанола:мин 157+ 25 326+ 30 481+ 99
Фосфатидная кислота 1208+ 96 1591+118 2504+498

Полученные данные по динамике включения радиоактивного угле
рода свидетельствуют о том, -что во все исследованные сроки радио
активной экспозиции нейрональные фосфолипиды имеют более высо
кий метаболический статус по сравнению с нейроглиальными. Как 
известно, с помощью ацетата-2нС удается проследить метаболиче
скую активность гидрофобных компонентов молекулы фосфолипидов. 
Наряду с этим несомненный интерес представляют обменные реакции 
азотистых оснований. Данные по изучению включения меченых азо
тистых оснований позволяют сделать заключение относительно актив
ности ферментативных систем биосинтеза отдельных представителей 
фосфолипидов в различных клеточных популяциях ЦНС. Одним из 
важнейших азотистых оснований, входящих в состав наиболее пред
ставительной группы фосфолипидов, а именно ЛФХ, ФХ и СФМ, яв
ляется холин. В табл. 4 представлены результаты по включению 
(метил-3Н)холина во фракции фосфолипидов нейронов и нейроглии в 
различные сроки радиоактивной экспозиции. В нейронах через 60 мин 
после введения (метил-3Н)холина наибольшей У.А. обладает фрак
ция ЛФХ, а наименьшей—фракция СФМ. ФХ по уровню метаболиз
ма в этот период занимает промежуточное положение. Через 120 мин 
У.А- ФХ увеличивается более чем в 2 раза, а У.А. ЛФХ и СФМ практиче
ски не изменяется. В дальнейшем происходит снижение уровня ЛФХ в՛ 
среднем в 1,5 раза и повышение У.А. СФМ в 2,4 раза. При расчете 
процентного распределения радиоактивности по фракциям 80% пос
ледней во все исследованные сроки сосредоточено во фракции ФХ.

В нейроглии через 60 и 120 мин после введения (метил-3Н) холина 
наибольшей У. А. обладают ЛФХ, а наименьшей—СФМ. Следует от
метить, что в период между 60 и 120 мин наблюдается увеличение 
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У. А.. ЛФХ более чем в 1,5 раза, а через 180 мин она достигает такого 
же уровня, как через 60 мин после введения (метил-3Н) холина. Для 
СФМ характерен относительно постоянный уровень У. А. в течение 
2-часовой радиоактивной экспозиции с последующим резким, в сред
нем в 5 раз, возрастанием её 'в период между 120 и 180 мин. У. А. 
ФХ в՜ первые 2 ч ниже У. А. ЛФХ в среднем в 2 раза, однако через 
180 мин после введения (метил-3Н) холина её уровень в среднем в 
1,7 раза выше, чем У. А. ЛФХ,. В .'исследованные сроки в ФХ пейро- 
глии сосредоточено от 75 до 90% радиоактивности общих липидов.

Таблица 4
Удельная активность отдельных фракций фосфолипидов нейронов и ней

роглии в разные сроки после введения (метил-ЗН)холина 
(имп/мин.мг ФЛ)

Фракция фосфолипидов
Время радиоактивной экспозиции (мин)

60 - . . 120 . 180

Н е й Р О II ы
• •

Лизофосфатидилхолин 
Сфингомиелин 
Фосфатидилхолин

10121+1240 
1477+ 211 
5556+1039

11362+1936 
1669+ 291 

12837+2011

7578+1016 
4079+ 175 

12037+1039
Н е и р о г л и я

Лизофосфатидилхолин 
Сфингомиелин 
Фосфатидилхолин

4689+ 944
405+ 112

2052+ 209

7416+1090
585+ 158

4781+ Z45
4286+ 502
2710+ 550
7859+ 780

Таким образом, на основании приведенных данных можно сде^ 
лать вывод, что независимо от используемого радиоактивного предше
ственника в нейронах фосфолипидные фракции обладают более высо
кой скоростью обмена, чем фосфолипиды нейроглии.

Это положение справедливо не только для предшественников, ме
ченных 14С и 3Н, но также и для 32Р [15]. Следовательно, все компо
ненты молекулы фосфолипидов, как гидрофобные, так н гидрофильные 
различаются в нейронах и нейроглии по уровню своего метаболизма. 
Более высокий уровень метаболической активности нейрональных 
фосфолипидов по сравнению с нейроглиальными подтверждает важную 
роль фосфолипидов в процессах, связанных с транспортом ионов, 
секрецией медиаторов, действием гормонов и др. В настоящее время 
установлено, что такие фракции фосфолипидов, как ФХ, ФС, ФИ и 
ФЭ, обладают способностью связывать двухвалентные ионы, и в ча
стности Са2 + [16—18]. Прямое отношение фосфолипидов к ионной 
проницаемости подтверждается в опытах с адренохромом, осущест
вляющим деполяризацию мембран [19], и с обработкой мембран фос
фолипазами, вызывающими быстрое падение мембранного потенциала 
и сопротивления мембраны [20]. Наиболее значительные изменения 
в метаболизме отмечены для фракций ФИ, ФК и ЛФХ. Это связано 
прежде всего с тем, что ФК и ФИ принимают самое непосредственное 
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участие в осуществлении нейрохимических процессов, -происходящих 
на уровне нейрональных клеток. Поэтому эти фракции являются од
ними из самых высокометаболизируемых фракций в нейронах 
(табл. 2). Во все изученные сроки радиоактивной экспозиции их У. А. 
значительно превышает У. А. остальных фосфолипидных фракций. 
Высокий уровень обмена ЛФХ ещё до недавнего времени объясняли 
тем, что этот минорный фосфолипид является основной транспортной 
формой холина [21], потребности в котором наиболее значительны в 
нейронах. • -

Однако появившиеся в последнее время данные свидетельствуют 
■о том, что ЛФХ играет определенную роль в секреции нейромедиато
ров. По-видимому, не только ФК, но и ЛФХ являются теми мембран
ными липидами, которые осуществляют связь между деполяризацией 
и освобождением медиаторов в головном мозгу на молекулярном 
уровне [22—24]. Довольно высокий уровень метаболизма ФИ и ФК 
в нейроглии (табл. 3) подтверждает их прямую связь с транспортом 
ионов, в частности в регуляции активности Ка+, К+-АТРазы, кото
рая выше в клетках нейроглии по сравнению с нейронами [25, 26]. 
■Следует также отметить высокую степень включения радиоактивных 
предшественников в СФМ нейронов. У. А. СФМ в нейронах в 2—3 
раза выше У. А. СФМ нейроглии. Такое различие в метаболизме 
•сфингомиелинов связано с двойственной функцией, которую они вы
полняют в ЦНС: с одной стороны, динамической, связанной с высо
ким уровнем метаболизма в телах нейронов, и с другой—структурной 
функцией в мембранах нейроглии и миелине [27—29]. По-видимому, 
все сказанное о СФМ в полной мере относится к ФС, которые также 
обмениваются в нейронах интенсивнее, чем в нейроглии. Представлен
ные данные по динамике включения радиоактивных предшественни
ков свидетельствуют о существовании различных систем биосинтеза 
фосфолипидов в нейронах и нейроглии. По-видимому, биосинтез ней
рональных фосфолипидов обусловлен транспортом предшественников 
из нейроглии. Данные о большей интенсивности обмена фосфолипидов 
подтверждаются и при исследовании ферментов, катализирующих их 
превращения. Так, активность СВР-холин-1,2-диглицерид-.фосфотрапс- 
феразы в нейронах почти в 3 раза выше, чем в нейроглии, а этанола- 
миитрансфсразная активность более чем в 2 раза выше в нейрональ
ных телах [30, 31]. Активность таких ферментов деградации фосфо
липидов, как фосфолипаза А|, в 8 раз, а фосфолипазы Ад в 5 раз 
выше во фракции нервных клеток по сравнению с нейроглией [32]. 
Обнаруженные различия в метаболизме отдельных фракций фосфо
липидов отражают скорее количественные, чем качественные отличия 
в процессах распада и синтеза последних в нейронах и нейроглии и 
подтверждают существование единой метаболической системы ней
рон-нейроглия на уровне обмена фосфолипидов.
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METABOLIC ACTIVITY OF PHOSHOLIPIDS IN NEURONS AND֊ 
NEUROGLIA -

FLEROV M. A.

Leningrad Slale University

The metabolic activity of individual phospholipid fractions has been? 
studied at different time intervals (60, 120 and 180 min) after aceta
te—2“C and (methyl-3H) choline injection to rats, it was established 
that maximal intenslvity of radioactive carbon incorporation in neurons 
and neuroglia was in the fractions of phosphatidic acid and phosp
hoinositides. After injection of (methyl-3H)-choline the radioactivity was 
detected In three phospholipid fractions: lysophosphatidylcholine, phos
phatidylcholine and sphingomyeline. It was shown that irrespective of 
in injected radioactive precursors the level oi radioactivity in individual, 
phospholipid fractions was higher in neurons than in neuroglia. Appa
rently, it is due to existence of genetically different systems of phospho
lipid biosynthesis in neurons and neuroglia.
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В книге представлены сведения о современном состоянии и перспективах после- 
дований в области изучения инозитола и фосфоинозитидов. Подробно освещены воп
росы. касающиеся метаболизма инозитола и гомеостаза, биосинтеза и деградации фос
фоинозитидов. роли фосфоинозитидов и кальция в фосфорилнрова..... белков, мета
болизма фосфоинозитидов в нервной системе и т. д.
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НЕИРЕ1ХИЕ1ИЛ
т. 4, № 4, 1985

УДК 577.S52.56.-577.1I5

СОСТАВ ЛИПИДНОЙ ФАЗЫ НЕРВНЫХ ПРОВОДНИКОВ 
В ПОКОЕ И ИЗМЕНЕНИЕ ЕГО ПРИ ВОЗБУЖДЕНИИ

РЕВИН В. В., КАДИМАЛИЕВ Д. А., ЛИЯСЬКИИ Ю. К., 
КОЛЕСНИКОВА В. И., *КОЛЬС О. Р.

Мордовский госуииверситет им. II. П. Огарева, г. Саранск, 
♦Московский госуииверситет им. М. В. Ломоносова, Москва

Изучен индивидуальный состав фосфолипидов и молярное соотношение холесте- 
рин/фосфолипиды в седалищном нерве лапушки и нервном стволе кальмара в иокое 
и' при проведении ритмического возбуждения, а также после прекращения раздраже

ния Показано, что изменение количества заряженных фосфолипидов—фосфатид
ной кислоты и фосфоинозитидов, а также молярное соотношение холестср'ги/фосфо- 
липиды являются параметрами, тонко реагирующими на изменение функционального 
состояния нервных проводников.

В последние годы появилось довольно много работ, посвященных 
изучению роли липидов в функционировании возбудимых мембран. 
Большинство выводов об активном участии липидов в процессах, 
протекающих па мембранах, сделано на основании экспериментов, 
выполненных, во-первых, на модельных системах, главным образом 
на бислойных липидных мембранах и липосомах; во-вторых, на вы
деленных из клеток фракциях—сннаптосомах, саркоплазматическом 
ретикулуме, плазматических везикулах и др.; в-третьих, непосред
ственно՜ на возбудимых образованиях. В последнем случае обычно 
исследовали фосфолипидный состав мембран и сравнивали данные, 
полученные на организмах, находящихся па разных ступенях эволю
ционного развития [1—3]. При этом оставался, „о существу, в тени 
принципиальный вопрос: происходят ли изменения в липиднон фазе- 
возбудимых мембран при переходе от покоя к возбуждению? Между 
тем обнаружение различий в индивидуальном составе липидов нерв
ных проводников в покое и при возбуждении свидетельствовало бы 
о возможном участии липидов в функционировании возбудимых 
мембран. В литературе на этот счет имеются лишь отдельные све- 
дения [4—61. „ ,

Для выяснения вопроса об участии липиднон фазы нервных про
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сводников в процессе проведения возбуждения мы исследовали инди
видуальный фосфолипидный состав нервов в покое и при возбужде
нии и изменения параметра, характеризующего состояние мембра
ны—молярного соотношения холестерин/фосфолипиды.

Материалы и методы
В работе использовали седалищные нервы лягушки и гигантские аксоны каль

мара (кальмара Бертрана). Изолированные нервные проводники раздражали во 
влажной камере от стимулятора ЭСЛ-2. Потенциалы действия наблюдали на экране 
катодного осциллографа CI-48 или CI-65. Нервы лягушки раздражали с частотой 
80 имп/с, а нервы кальмара с частотой 30 имп/с. Параметры раздражающих электри
ческих импульсов: для лягушки амплитуда —450 мВ. длительность—0.3 мс; для 
кальмара амплитуда—750 мВ. длительность—0.3 мс. Нераздражавшиеся нервы 
/нервы в покое) выдерживали во влажной камере столько же времени и при՝ той 
же температуре, как >и при раздражении. Липиды .из нервных стволов экспрагпрова- 
•лп по Bligh. Dyer [7]. Для разделения индивидуальных фосфолипидов (ФЛ) исполь- 
.зозалп метод двумерной микротопкослойной хроматографии в системе Rouser на 
пластинках фирмы Merck и КСК [8. 9].

Для идентификации ФЛ использовали общепринятые методы и соответствующие 
свидетели [10. IIJ. Определение количества фосфора проводили по метолу Vaskovsky 
л соавт. [12]. Концентрацию холестерина измеряли по модифицированному метод}՛ 
Courhaine и соавт. [13]. Для количественной оценки индивидуального состава ФЛ 
суммарное количество ФЛ принимали за 100% и рассчитывали долю каждой фракции.

Результаты и обсуждение

В седалищном нерве лягушки в состоянии покоя обнаружено и 
идентифицировано 8 индивидуальных ФЛ: . фосфатидная кислота 
(ФК), фосфатидилсерин (ФС), фосфоинозитид (ФИ), лизофосфати- 

дилхолин (ЛФХ), сфингомиелин (СФгУ[), фосфатиДйлэтаноламин 
(ФЭА). фосфатидилхолип (ФХ)-и кардиолипин (КЛ) (табл. 1).

Было установлено, что при покое в нерве лягушки ФК. КЛ и 
ЛФХ содержались в следовых количествах. Наибольшая доля ФЛ 
от их общего количества приходилась на ФХ и ФЭА. Из общего ко
личества липидов количество всех холинсодержащих ФЛ составляло 
45%, а аминосодержащих—51 %- Раздражение нервов лягушки с ча
стотой 80 имп/с в течение 1.5 мин приводило к снижению фракции 
ФИ на 20°/о- Процентное содержание остальных фракций практиче
ски не менялось (табл. 1).

Приведенные данные были получены на нерве лягушки, вклю
чающем тысячи нервных волокон. Поэтому здесь можно говорить 
только об интегральной характеристике исследуемых параметров. 
Чтобы выяснить, имеют ли место изменения фосфолипидного состава 
в одиночных возбудимых образованиях, были поставлены опыты на 
гигантских аксонах кальмара.

Было обнаружено, что в состав ФЛ гигантских аксонов входят 
10 индивидуальных ФЛ: ФК, ФС, ФИ, СФМ, ФХ, ФЭА, КЛ, а также 
лизофосфатидилхолин (ЛФХ), лизофосфатидилэтаноламин (ЛФЭА) 
и церамидаминэтилфоефонат (ЦАЭФ).
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Таблица I
Содержание индивидуальных фосфолипидов в седалищном нерве лягушки 

(в % от общего количества фосфолипидов)

Условия опыта
Фракции фосфолипидов

ФК ФС 1 ФИ ЛФХ СФМ ФХ ФЭА КЛ

Покой
Стимуляция 

(80՝ имп/с, 
1,5 мин)

следы 13,25+1,20 3.42+0,22 следы 10,68+0,36 37,60+2,80 35,04+2,13 следы

следы 13,36+0,10 2.76+0.201' следы 10,14+0,75 '38,70+2,80 35,00+2,30 с л еды

Примечание. * р<0,05; в остальных случаях изменения недостоверны .



Содержание индивидуальных фосфолипидов в нервном стволе кальмара 
(в % от общего количества фосфолипидов)

Таблица 2

Условия опыта
Фракции фосфолипидов

ФК ФС ФИ ЛФХ ЛФЭА+ 
СМФ ЦАЭФ ФХ ФЭА КЛ

Покой 
Стимуляция 

(30 имп/с, 
1,5 мин) 

Через 1,5 мин 
после прекращения 

стимуляции

1,57+0,16

1,07+0,12*

1,43+0,27

5,95+0,23

5,60+0,31

6,21+0,41

3,31+0,35

3,73+0,40

3,5010,37

1,70+0,13

2.14+0,60

1.93+0,36

7,11+0,54

6,17+0,22*

6,81+0,41

4,61+0,22

4,75+0,35

4,33+0,55

47.25+0,83

46,96+0,77

46,57+0,65

27,01+0,45

27,21+0,47

27,10+0,74

1,30+0,25

1,97+0,20*

2.02+0,20

Примечание. * р<0,05; в остальных случаях изменения недостоверные



При покое наибольшая доля от всех ФЛ приходилась на ФХ и 
ФЭА. В- наименьшем количестве были представлены КЛ, ЛФХ и 
ФК. В аксоне кальмара был выявлен ФЛ, который ранее из аксона՛ 
не выделяли—ЦАЭФ; его количество составляло 4,6%■ Предпола
гается, что его функция, как и функция СФМ, изоляторная [2]. Об
щее содержание ФЛ, имеющих в своем составе аминогруппы, в аксо
нах кальмара равнялось 40%, а ФЛ, включающих холин—50%. В 
данном случае картина оказалась обратной той, которую наблюдали 
в случае нерва лягушки: у кальмара доля аминосодержащих ФЛ в- 
нерве ниже, чем холинсодержащих (табл. 2).

При проведении возбуждения достоверные изменения были обна
ружены в трех фракциях. Содержание ФК уменьшалось на 32%, а 
содержание ЛФЭА и СФМ—на 14%. Сфингомиелин является весьма 
стабильным ФЛ и обновляется очень медленно [2]. Можно полагать,, 
что изменения, обнаруженные во фракциях ЛФЭА и СФМ, происхо
дили лишь за счет лизоформы ФЭА. Затем заметно менялось коли
чество КЛ—превышение над уровнем покоя составляло 46%. Досто
верных изменений в индивидуальном составе остальных ФЛ фракций 
при возбуждении не было выявлено.

Через 1,5 мин после прекращения ритмической стимуляции содер
жание ФК и фракции ЛФЭА + СФМ в нервном стволе кальмара воз
вращалось к уровню покоя, а содержание КЛ продолжало незначи
тельно нарастать (табл. 2).

Вопрос о значении полярной части липидов широко обсуждается 
в литературе. В ряде работ показано, что состояние липидов связано՛ 
с их химическим составом и зарядом полярной группы [15, 16]. Об
наружение изменений в индивидуальном составе основных ФЛ фрак
ций при проведении возбуждения указало бы на один из возможных 
путей регуляции работы ионтранспортирующих систем. Но в наших 
условиях опыта при кратковременной стимуляции, когда по нерву 
проходило лишь небольшое число импульсов, существенных измене
ний в количественном распределении основных индивидуальных ФЛ 
не было выявлено. Очевидно, гидрофильная часть этих ФЛ достаточ
но стабильна [17]. Возможно, что функциональную роль выполняют 
ФК и ФИ; об этом свидетельствуют и литературные данные [18, 19].

Очень важным параметром, регулирующим ионную проницаемость 
мембран, является количество холестерина и, соответственно, моляр
ное соотношение холестерин/ФЛ в мембране [20, 21]. Поэтому мы по
пытались исследовать также изменения соотношения холестерин/ФЛ в- 
нервных проводниках при возбуждения.

Было установлено, что в нерве лягушки в состоянии покоя содер
жание холестерина составляло 21%, а ФЛ—57% от общего количества 
липидов. Молярное соотношение холестерин/ФЛ равнялось 0,70. При 
стимуляции нервов с частотой 80 нмп/с в течение 1,5 мин оно увеличи
валось до 0,74; при продлении стимуляции до 5 мин соотношение хо- 
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лестернн/ФЛ возрастало до 0,76. Через 5 мин после прекращения рит
мической стимуляции величина отношения составляла 0,74 (табл. 3).

Аналогичная серия опытов была поставлена на нервных стволах 
кальмара. В гигантских аксонах кальмара при покое содержалось 
около 20% холестерина и 75% ФЛ- Молярное соотношение холесте- 
рин/ФЛ равнялось 0,50. Эти результаты находятся в соответствии с 
полученными ранее литературными данными [6]. При стимуляции 
нервных стволов кальмара с частотой 30 имп/с в течение 1,5 мин ве
личина молярного соотношения холестерин/ФЛ становилась равной 
0,43. Через 1,5 мин после прекращения стимуляции содержание холе
стерина и величина отношения холестерин/ФЛ приближалась к уровню- 
покоя (табл. 3).

Таблица 3
Содержание холестерина, ФЛ и величина соотношения холестерин/ФЛ* 

в нервных стволах лягушки и кальмара

Условия опыта
Исследуемый параметр

Содержание холе
стерина 

(мкмоль/мг л и ппда]

.Содержание 
ФЛ (мкмоль/мг 

липида)
Молярное соотношение 

холестерин/ФЛ

Покой 0,54+0,01

Л я г у ш к 

0,77+0,04

а

0,70+0»015
Стимуляция 

(80 имп/с, 1 >5 мин) 0,59+0,61 • 0,80+0,02 0,74+0.0С6 (р<0,02).
Стимуляция 

80 имп/с,-5 мин) 0,60+0,02 0,79+0,02 0,76+O.gl (р<0,02)
Через 5 мин после 

прекращения стимуляции 0,58+0,02 0,78+0,03 0,74±0,01(р<;0,05).

Покои 0,50+0,017

К а л ь м а

1,00+0,05
Р

0.50+0,02
Стимуляция

1,02-0,04(30 имп/с, 1,5 мин) 0,44—0,02 0,43-0,016 (р<0,02).
Через 1.5 мин после

0,51+0,02 1,06+0,03прекращения стимуляции 0,48+0.01 (р<0,05)

Примечание. * Величину Мг принимали ։а 386,7; общих ФЛ—750 Д

Сам факт, что после прекращения раздражения содержание холе
стерина возвращалось к уровню покоя, указывает на существование в- 
Нерве механизмов, регулирующих соотношение холестерина и ФЛ.

Учитывая данные о том, что' холестерин влияет на активность 
Ка+, К +-АТРазы и Са2 +-АТРазы и на пассивный транспорт ионов 
[22—24], можно предположить, что изменение величины отношения 
Холестерина/ФЛ в нервных проводниках при переходе от состояния 
покоя к возбуждению регулирует системы, ответственные за транспорт 
Ионов, путем поддержания определенного уровня микро-вязкости.. 
Уменьшение доли холестерина в аксоне свидетельствует, по-видимому, 
о том, что мембрана становится более жидкостной. Это может явиться 
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фактором, создающим оптимальные условия для-работы транспорт
ных АТРаз [25].

Пока еще трудно сказать, какие системы ответственны за измене
ния молярного соотношения холестерпн/ФЛ в нерве лягушки и аксоне 
кальмара. На данном этапе работы обнаружено, что индивидуальный 
состав ФЛ в нервных стволах лягушки и кальмара менялся при воз
буждении по-разному. Так, в нерве лягушки достоверно сдвигалось 
(снижалось на 20%) только содержание ФИ; в нервном стволе кальма
ра достоверно изменялись три фракции—снижалось, соответственно, 
на 32 и 14% содержание ФК и ЛФЭА + СФМ и возрастало на 46% со
держание КЛ. Разнонаправлены были и изменения молярного соотно
шения холестерин/ФЛ: в нерве лягушки при возбуждении величина 
этого отношения возрастала, а в нервном стволе кальмара—снижалась.

Полученные результаты позволяют предполагать, что участие ФЛ 
в процессе распространения ритмического возбуждения в миелиновых 
и немиелиновых нервных проводниках реализуется различно. Вероят
но, наряду с изменениями количества индивидуальных ФЛ, сущест
венным фактором, регулирующим состояние ионтранспортирующих 
систем в возбудимых мембранах, является и молярное соотношение 
холестерин/ФЛ.

COMPOSITION . OF NERVE CONDUCTORS LIPID PHASE AT REST 
AND AT STIMULATION

REVIN V. V., KADYMALIEV D. A., LIYASKIN Y. K., KOLESNIKOVA V. N„
KOLS O. R.

Mordovian ASSR State University, Saransk, M. V. Lomonosov Slate University, 
Moskow

Individual compositon of phospholipids and molar cholesterine phos
pholipid ratio have been studied in frog n. ischiaticus and calmar ner
vous trunk at rest, at rhythmical stimulation and after it. It has been 
demonstrated that changes in the amount of charged phospholipids—phos- 
phatidic acid and dhospholnositides—and in the molar cholesterih phos
pholipid ratio reflect changes in the functional state of nervous conduc
tors.
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НОВЫЕ КНИГИ

Molecular Mechanisms of Ischemic Brain Damage 
(ed. by К- K. Kogure, K. A. Hossman, В. K. Siesjd and F. A. Welsh), 
Elsevier Science Publishers, Amsterdam, 1985.

Книга посвящена механизмам ишемического повреждения различных структур 
мозга.

В книге сосредоточено внимание на широко распространенном, но мало понятном 
феномене их избирательной ранимости. С целью попытаться объяснить это явление 
подробно освещается изменение при ишемии метаболизма возбуждающих нейро
трансмиттеров, кальция, I I 4-, а также таких важных макромолекул, как белки и липиды.
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УДК 616.895.8

ОЧИСТКА И НЕКОТОРЫЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
ИЗОФЕРМЕНТОВ ЕНОЛАЗЫ ГОЛОВНОГО МОЗГА БЫКА

НАЗАРЯН К. Б., КАЗАРЯН Б. А.. КАРАПЕТЯН Н. Г.

Институт экспериментальной биологии АН Арм ССР, Ереван

Енолаза (КФ- 4.2.1.11) у млекопитающих представлена, в основ
ном, тремя изоферментами. Изофермент с субъединичным составом 
аа характерен для печеночной ткани, рр—для мышечной и уу—для 
нервной [1]. Существование in vivo гетеродимеров типа ау или других 

-олигомеров пока нельзя считать окончательно доказанным. Установ
ление тождественности белка 14-3-2 мономеру нейроспецифической 
енолазы [2] значительно повысило интерес исследователей к этому 
белку. Это объясняется тем, что белок 14-3-2 теперь изучается не толь
ко как специфический маркер нейронов, но п в энзимологическом ас
пекте при сравнительном анализе механизма функционирования изо
ферментов енолазы. В связи с этим выделение и очистка препаратив
ных количеств изоферментов енолазы приобретают первостепенное 
значение.

Целью настоящей работы было получение в высокоочищенпом 
виде аа и уу гомодимеров енолазы головного мозга. Препаративные 
количества мозговых енолаз получали из ткани головного мозга быка. 
Их иммунологическая идентичность с енолазами человека .[2] поз
воляет использовать препараты бычьего мозга и антисыворотки к ним 
для определения сдвигов в содержании мозговых енолаз в биологиче
ских жидкостях человека, диагностическая ценность которых может 
-считаться установленной [3, 4].

Гомогенизацию, экстракцию «I высаливание сульфатом аммония проводили, как 
-описано ранее [5], в 0.01 М трис-фосфатном буфере pH 7,4 с 5 мМ MgSO4 (бу
фер А). Фракцию белков (~5 г), высаливающихся при 60%-ном насыщении сульфа
том аммония (фракция Р-60), наносили на колонку размером 4,5X30 см с ДЕАЕ- 
целлюлозой (ДЕ-32, Англия), уравновешенной буфером А. После промывания ко
лонки двумя объемами буфера А связавшиеся белки элюировали 0—0.5 М линейным 
градиентом NaCl. Оптическую плотность элюата при 280 нм измеряли в непрерывном 
режиме, енолазную активность во фракциях определяли по методу Baraiowski, 
Wolna [6], креатинкиназиую—по Еппог, Rosenberg [7].

410



При фракционировании на колонке с ДЕАЕ-целлюлозой идентифи
цируется 3 пика енолазной активности (рис. 1, а), которые, по лите
ратурным данным, соответствуют аа, ау и уу изоферментам [1]. Даль
нейшую очистку уу изофермента проводили рехроматографпей па ко
лонке 4,5X30 см с ДЕАЕ-целлюлозой в ацетатном буфере при pH 5,3 с 
О—0,5 М линейным градиентом К’аС1. Третий белковый пик при этом 
соответствовал уу енолазе (рис. 1, б). Электрофорез в 7,5%-ном ПААГ 
с ДДС-К’а выявил в этом пике единственную белковую фракцию с вы
сокой енолазной активностью (рис. 2). Для возможно более полного 
использования полученных с первой целлюлозной колонки фракций 
были подвергнуты рехроматографии на колонке с ДЕАЕ-целлюлозой
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Рис. 1. Разделение фракции Р-60 на колонках с ДЕАЕ-целлюлозой. 
а—хроматография при pH 7,4; б—рехроматография при pH 5,3 II пика; 
в—рсхроматография при pH 5,3 111 ника. Сплошная линия—поглощение 
при 280 им, прерывистая линия—енолазная активность. По осн абсцисс— 
номера фракций. По осн ординат слева—поглощение при 280 нм и енолаз
ная активность в мкМ/мин/мг, справа—концентрация №аС1 и электропро

водимость

при pH 5,3 и белки второго пика енолазной активности (фракция II, 
рис. 1, а). При этом с колонкой не связывались балластные белки ч 
оса, а.у изоферменты, которые выходили с фракцией II (1), а уу изо
фермент в гомогенном виде элюировался линейным градиентом NaCl 
(рис. 1, в). Это указывает на то, что в растворе, видимо, существует 
равновесие типа ау аа 4-уу. что позволяет использовать в качестве 
источника гомодимеров и гетеродимерную фракцию. Имеет ли. место 
подобное равновесие in vivo—остается неясным. Недавно Kato и 
соавт. [8] высокочувствительным и.ммуноферментным методом обнару
жили в клетках Пуркинье наряду с у и а субъединицу енолазы, следо
вательно, гетеродимер ау, видимо, существует и in vivo.

Для дальнейшей очистки аа енолазы использовалась гель-филь
трация на колонке (2,5X100 см) с сефадексом G-150 и препаративный 
электрофорез в блоке ПААГ. Разрабатывая эту схему очистки изофер
ментов енолазы, для получения большего выхода были использованы 
как гомодимерные фракции аа и уу, так и гетеродимерная, элюирован
ные с первой ДЕАЕ-целлюлозной колонки. Причем, как оказалось, 
уу-изофермент в электрофоретически гомогенном виде можно полу
чать из обеих фракций, пропуская их через колонку с ДЕАЕ-целлюло- 
зой, pH 5,3 при одинаковых условиях.

Величина У. А. аа и уу изоферментов енолазы быка после очистки
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Рис. 2. Электрофорез в ПААГ с ДДС-Ха препаратов а (а) л у (б) 
мономеров изоферментов енолазы 



составляла 50 и 45 мкМ/мин/мг белка соответственно. При сравнении 
этого параметра с результатами других авторов, выделивших изофер
менты енолазы из мозга мыши [9]. крысы [10] и человека [11], было 
выявлено наличие определенных видовых различий. Обращает на себя 
внимание большой разброс значений активности изоферментов енола
зы человека, обусловленный, видимо, трупными изменениями (20— 
60 мкМ/мии/мг для уу изофермента) [2]. Исходя из этого, можно 
сделать вывод, что наиболее удачным объектом для выделения значи
тельных количеств изоферментов енолазы является мозг быка, так 
как в этом случае подобного разброса данных не обнаружено.

Гомогенность препаратов аа и уу изоферментов енолазы со
храняется как при электрофорезе в ПААГ с ДДС-Na, так и при анали
тическом изофокусировании с а.мфолннами—процедурах, при которых 
разделяются уу енолаза и креатинкиназа ВВ, имеющие очень близкие 
физико-химические свойства [11]- С другой стороны, полученные пре
параты tie обладают креатинкиназной активностью. Величина Мг аа 
и уу изоферментов енолазы мозга быка приблизительно одинакова и 
равна 44 кД при электрофорезе с ДДС-Na (мономер) и 85 кД при 
гель-фильтрации через сефадекс G-150 в буфере А (димер)- Изоэлек
трическая точка, определенная при аналитическом изофокусировании 
в ПААГ с амфолпнами pH 3—10, равна 7,05 для аа и 5,2—уу изофер
мента. Здесь также имеются небольшие межвидовые различия.

PURIFICATION AND SOME PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES OF 
BOVINE BRAIN ENOLASE ISOZYMES

NAZARYAN К. B., KAZARYAN B. A., KARAPETIAN N. G.

Institute of Experimental Biology. Armenian Academy of Sciences, Yerevan

Bovine brain enolase a։-and yy-isozymes have been purified by a 
procedure involving extraction and salting out of water-soluble proteins, 
chromatography on DEAE-cellulose (pH 7,4 and 5,3), Sephadex G—150 
and preparative electrophoresis in PAAG.

Preparations of aa-and yy-enolase isozymes obtained are homoge
neous on SDS PAAG electrophoreis. Mr of monomer is 40000, isoelec
tric points are 7,05 and 5,2, specific activity is 50 and 45 pm of product 
mg-1 min *։.
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НОВЫЕ КНИГИ

Gene Expression in brain (ed. by C. Zomzely-Neurath and 
W. Л. Wabker), John Wiley & Sons Ltd, England, 1985.

В книге рассматриваются вопросы использования молекулярно-биологической ме
тодология в решении вейробиологнчеоких проблем. Приведен .ряд технических прие
мов очистки мРНК и применения синтетических олигонуклеотидов для получения 
комплементарной ДНК, включающейся в плазмиды, а также её клонирования и амп
лификации в бактериальные векторы. ‘

В книге представлены следующие главы:
Рекомбинантные ДНК в изучении генной экспрессии в нервной ткани. Генная 

экспрессия пептидных гормонов в мозгу; Молекулярная биология мозга млекопи
тающих; Нейроспецифические фосфопротенны как модель нейрональной генной экс
прессии; Экспрессия белков микротубул в мозгу; Модификация генной экюпрессии в 
мозгу млекопитающих после гипотермии; Молекулярная биология миелинизации и 
генная экспрессия основного белка миелина; Вазоактивный интестинальный полипеп
тид,- от гена до пептида и др.
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ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАСТВОРИМОЙ 
Н+-АТРазы МИТОХОНДРИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА БЫКА

КОРЯГИН А. С.

Кафедра биохимии Горьковского медицинского института

Характерной особенностью мозговой ткани является постоянный и 
высокий уровень энергетического обмена с интенсивным потреблением 
глюкозы и кислорода. По активности окислительных процессов мозг 
занимает ведущее место средн других органов и”тканей, потребляя до 
20—25% всего кислорода, поступающего в организм [1]. Основное ко
личество АТР мозг получает в процессе окислительного фосфорилиро
вания. Ферментной системой, осуществляющей синтез АТР в этом про
цессе, является митохондриальная ATP-синтетаза (F0-Fi—АТРаза или 
Н+-АТРаза).՜ Осуществление ATP-синтетазной и АТР-гидролазной 
реакций связывают с самым высокомолекулярным бедгковым компо
нентом Н+-АТРазного комплекса—растворимой Н+^АТРазой (сопря
гающий фактор Fi или Fj-АТРаза) [2]. Fi-АТРаза различных организ
мов имеет сложную олигомерную структуру и состоит из пяти типов 
субъединиц: а, 0, у, 6, в [3].

Большинство работ по изучению физико-химических характери
стик, кинетики и регуляторных свойств этого фермента выполнены на 
препаратах сердца и печени. Данные о сопрягающем факторе Ft из го
ловного мозга отсутствуют, хотя эти сведения для нервной ткани имеют 
особое значение.

Целью настоящего исследования явилось изучение физико-хими
ческих характеристик растворимой Н + -АТРазы, выделенной из го
ловного мозга.

Растворимую Н+ -АТРазу (КФ 3.6.1.3) выделяли из митохондрии головного 
мозга быка но методу Horstman, Racker [4] в нашей модификации [5]. для оценки 
гомогенности препарата применяли метод электрофореза в 5 %-ном ПААГ, приготов
ленном па буфере трис-НС1, pH 7,5 [6]. Окраску гелей проводили 0,25%-ным. раст
вором Кумасси R-250. Величину Мг субъединиц определяли методом электрофо
реза по Laemmli [7]. Активность фермента оценивали рН-метрическнм методом [8J. 
Инкубационная смесь содержала (в мм): АТР—2, MgSO4—2, трнс-НС1—3, pH 8,3. 
В пробу конечным объемом 7 мл вносили 10—15 мкг белка. АТРазную реакцию 
регистрировали в течение 1—2 мин.
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Пр» исследовании влияния олнгомицина на активность фермента его добавляли 
в инкубационную среду в конечной концентрации 1.5 мкг/мл. Реакцию регистрирова
ли через 2 мин после введения в ячейку олнгомицина. Изучение действия водораст
воримого карбодиимида (ЦМКД) проводили методом преинкубации фермента в среде 
следующего состава: 0,25 М сахароза. 0.25 мМ ЦМКД. 10 мМ трис-11С1. pH 7,0 при 
20°. Количество инкубируемого белка соответствовало 0.5 мг в объеме 0.5 мл. Актив
ность регистрировали через 20, 40, 60 мин после начала преннкубацип. Влияние 2.1- 
дннитрофенола (ДНФ) исследовали в инкубационной среде, содержащей (в мМ): 
ДНФ—2. АТР—2. М05О4—2, трис-НС1—3. pH 7,5.

Оценивая чистоту полученного препарата, определяли его гомогенность по нали
чию в геле одной полосы. Степень очистки фермента ню сравнению с первичным 
неочищенным препаратом равна ~ И. У. А. фермента составила 16—«24 мкмоль 
Р |/мин на мг белка.

Установлено, что митохондриальная РгАТРаза мозга имеет оли
гомерную структуру и содержит пять типов субъединиц; а, р, у, б, е 
(рис. 1) с Мг 53, 50, 29. 19, 11,8 кД соответственно. Из данных денси
тометрии выявлено количественное соотношение субъединиц а:р:у:6:е 
как 3:3:1:1:1. Учитывая полученные данные по величине Мг и стехио
метрии субъединиц, рассчитана Мг исследуемого фермента, которая 
составила 370 кД. Подобная величина приводится для М г Ft-АТРазы 
из митохондрий сердца быка [9].

Рис. 2. Зависимость АТРазиой активности фактора от pH среды (а) и 
температуры среды (б). По оси ординат—активность в мкмоль

Р , /мин/мг белка

Проведенные исследования показали, что митохондриальная раст
воримая Н +-АТРаза не чувствительна к олигомицину и ингибируется 
ЦМКД. Водорастворимый карбодиимид вызывает к 60 мин после на
чала преинкубации ингибирование АТРазной активности примерно на 
40%. Близкая степень ингибирования ферментативной активности 
ЦМКД показана для АТРазы из сердца быка [10]-

Изучение влияния ДНФ на РгАТРазу мозга показало отчетли
вую (до 67%) стимуляцию начальной скорости АТРазной реакции. До
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Рис 1. Электрофорез растворимой И+-АТРазы в ПААГ в присутствии 
ДДС-Ха



сих пор не ясен механизм этого увеличения каталитической активно
сти, обнаруженного также в отношении фермента из других тканей. 
По мнению Акименко и соавт. [11], стимулирующее действие ДНФ не 
связано с истинной активацией фермента, а обусловлено снятием тор
можения, вызываемого АОР—продуктом АТРазной реакции.

Исследование влияния pH среды на активность фермента пока
зало, что смещение pH в щелочную сторону до 8,5 повышает АТРазную 
активность. Дальнейшее увеличение pH приводит к быстрому сниже
нию активности фермента (рис. 2, а). Полученные результаты соот
ветствуют подобным данным для фактора Е։ из других тканей [12, 13].

При определении зависимости активности фермента от темпера
туры выявлено уменьшение активности в интервале от 20 до 25°. Мак
симальную активность наблюдали при 37°. Дальнейшее повышение 
температуры до 50° приводит к уменьшению активности фермента 
(рис. 2, б). Аналогичную двухфазную температурную зависимость 
имеет растворимая АТРаза из сердца быка [14].

Приведённая физико-химическая характеристика растворимой ми
тохондриальной Н + -АТРазы головного мозга быка—олигомерная ор
ганизация, субъединичный состав, величина Мг, температурный и pH 
оптимумы ферментативной активности—позволяют сделать заключение 
о сходстве её свойств с РрАТРазами, выделенными из других тканей.

PHYSICO-CHEMICAL CHARACTERISTIC OF SOLUBLE H+-ATPase 
.FROM BRAIN MITOCHONDRIA

KORYAGIN A. S.

Chair of Biochemistry, Medical School, Gorky

The soluble H+-ATPase from bovine brain has been investigated. 
Judged by SDS-PAAG electrophoresis the purified ATPase contained a, 
8, 7, о and £ subunits. The dependence of the ATPase activity from pH 
and temperature is established. The properties of the soluble Ht-ATPase 
from bovine brain are similar with those of ATPase from other tissues.
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НЕИРОХИМИЛ
т. 4, № 4, 198'

УДК 577.15+577.3+591.39

К РЕГУЛЯЦИИ ИЗОЦИТРАТДЕГИДРОГЕНАЗНОИ АКТИВНОСТИ 
В ТКАНИ МОЗГА КУР В ХОДЕ 

ОНТОГЕНЕТИЧЕСКОГО РАЗВИТИЯ

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

Институт биохимии АН Ар.мССР, Ереван

В обзорах последних лет, посвященных регуляции цикла трикар
боновых кислот, особое внимание уделено механизмам, контролирую
щим скорость начальных реакций цикла в тканях млекопитающих 
[1, 2]. В мозговой ткани NAD-зависимая изоцитратдегидрогеназа 
(NAD-ИЦДГ) включена в функциональный ансамбль, обеспечиваю
щий сопряженное течение лимитирующих этапов цикла; у растущих 
животных отмечено заметное участие в нем и NADP-зависимой изо- 
нитратдегидрогеиазы (NADP-ИЦДГ) [2]. Возрастная эволюция ха
рактера окисления изоцитрата различными дегидрогеназами свиде
тельствует об адаптационных сдвигах в регулирующих системах, от
ветственных за метаболизм изоцитрата в мозгу млекопитающих. Ре
гуляторные воздействия па активность ИЦДГ большинство авторов 
связывает с конформационной перестройкой: изменением различных 
функциональных групп в молекуле фермента [3], сдвигами в его аг
регатном состоянии [4]. В предыдущей работе прослежены пути пре
имущественного окисления изоцитрата NAD- и NADP-ИЦДГ в мозгу 
кур в онтогенезе [5]. В настоящем сообщении излагаются результаты 
исследований влияния предшественника и продукта распада изоцит
рата (цитрата и а-кетоглутарата) на активность NAD- и NADP-ИЦДГ 
в ходе дифференциации ткани мозга кур.

Опыты проводили па цитоплазме и митохондриях мозга 20-дневных эмбрионов, 
3-диевиых цыплят (ранний постэмбриональный период) и зрелых кур. Субклеточные 
фракции мозга получали описанным ранее методом; активность ИЦДГ определяла 
спектрофотометрически [5]. В каждой серии опытов предварительно определяли 
скорость реакции, катализируемой соответствующей ИЦДГ, в присутствии различных 
концентраций субстратов, после чего использовали концентрации, добавление кото
рых вызывало максимальный и достоверный эффект. О действии использованного 
эффектора судили ио изменению ферментативной активности, выражаемому в про
центах относительно контроля.
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Изучение влияния цитрата на активность митохондриальной 
ИАО-ИЦДГ, цитоплазматической и митохондриалвтюй №АЭР-ИЦДГ 
мозга кур в процессе онтогенетического развития показало, что он 
вызывает повышение активности обеих ИЦДГ (рис. 1). При этом 
его активирующее .действие на К'АИР-ИЦДГ в обеих фракциях мозга 
проявляется уже при концентрации 0,5 мМ. в то время как примерно 
такое же активирование МАО-ИЦДГ наблюдается при гораздо более 
высокой (20 мМ) концентрации. Эффект цитрата несколько более 
выражен на ранних стадиях онтогенеза.

МО -УНОГ МОР - ИЦОГ

2 мМ <*~кг 10мМсА-кГ

Рис. I. Влияние цитрата на 
активность NAD- и NAD-за- 
виеимых изоцитратдегидроге- 
иаз в митохондриальной (а) 
и цитоплазматической (б) 
фракциях мозга кур в онто
генезе. /—эмбрионы. 2—-цып

лята, 3—куры

Рис. 2. Влияние а-кетоглута- 
рата на активность NAD- и 
NADP-зависпмы.х изоци гратде- 
гидрогепаз в митохондриальной 
(а) и цитоплазматической (б) 
фракциях мозга кур в онтоге
незе. Обозначения те же.

что на рис. 1

Далее была исследована скорость окисления изоцитрата по 
NAD—или NADP-зависимому пути в связи с уровнем содержания 
сс-кетоглутарата в среде и стадией развития кур. Полученные данные 
показали (рис. 2), что добавление а-кетоглутарата в концентрации
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2 мМ вызывает резкое ингибирование ЦАО-ИЦДГ, не проявляющее 
существенных онтогенетических сдвигов. В отношении К’АОР-ИЦДГ 
подавление активности в пределах 30% наблюдается в онтогенезе в 
присутствии 10 мМ а-кетоглутарата.

Влияние цитрата на активность К'АЦР-ИЦДГ изучено на дрож
жах [6] и цитоплазме мозга крыс [7]; активирование им КАО-ИЦДГ 
наблюдалось с ферментами бактериального [8], растительного [9] и 
животного [10] происхождения. При высоком содержании в инкуба
ционной среде М§2 г активирование К’АЦ-ИЦДГ в бычьем [11] и 
курином мозгу проявляет сходную закономерность. Активация двух 
форм ИЦДГ разными концентрациями цитрата, возможно, обусловле
на значительным различием в Кга для изоцитрата у этих ферментов 
[12], в частности, тем обстоятельством, что ЦАЦ-ИЦДГ функциони
рует в митохондриях в условиях ненасыщения субстратом [13]. Поэ
тому в стимулировании К’АО-ИЦДГ большими дозами цитрата мо
жет играть определенную роль смещение аконитазного равновесия в 
сторону изоиитрата [14].

В отношении влияния а-кетоглутарата на активность двух ИЦДГ 
данные, аналогичные с нашими, получены на К’АЦР-ИЦДГ из мито
хондрий печени и сердца мышеи [15], однако ИАЦ-ПЦД! из расти
тельных и бактериальных источников подавляется очень высокими 
(выше 20 мМ) концентрациями а-кетоглутарата [4, 16]. НаНтап 
[17] показал, что неметаболпзируемый аналог а-кетоглутарата, яв
ляющийся специфическим реагентом для а-кстоглутаратсвязывающнх 
участков в молекуле ИАОР-ИЦДГ, в концентрации 0,1 мЛ1 вызы
вает резкое ингибирование коммерческого препарата этого фермента. 
Этот факт свидетельствует о зависимости эффекта, ингибирования 
ИЦДГ а-кетоглута ратом от степени его утилизации. Показано, что 
скорость окисления изоцитрата в моз1у млекопитающих в значитель
ной степени зависит от утилизации образовавшегося а-кетоглутарата 
в реакциях трансаминирования с аспартатом при участии Ц-аспар- 
тат-а-кетоглутарат-амннотрансферазы [1, 7]. Неодинаковый по ве
личине эффект а-кетоглутарата на активность двух ПЦД1 мозга 
кур может быть связан со структурными особенностями ферментов.

Как видно из полученного материала, активирование КАОР-ИЦДГ, 
особенно па ранних стадиях онтогенеза, низкими концентрациями 
цитрата, сопоставимыми с его содержанием в тканях в физиологи
ческих условиях, может вносить заметный вклад в генерирование 
КАОРИ и согласуется с интенсивным биосинтезом белков и липидов 
в ходе созревания мозга. Высокая скорость синтеза цитрата в мозгу 
растущих животных [2] создаст реальную основу для осуществления 
его регуляторного эффекта па активность МАОР-ИЦДГ.
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REGULATION OF ISOCITRATE DEHYDROGENASE ACTIVITY IN 
HEN BRAIN DURING DEVELOPMENT

HAROUTJUNIAN L. A., SIMONIAN R. A., SIMONIAN A. A.

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

The effect of citrate and я-oxoglutarate on the activity of NAD- 
and NADP-dependent isocitrate dehydrogenases was examined in hens 
brain during ontogenesis, it was shown, that NADP-dependent enzyme 
is activated by low citrate concentraton (0,5 mM), the activation being 
more pronounced^at the end of embryogenesis and at the beginning of 
postembryogenesis. The low concentration of a-oxoglutarate (2 mM) is 
inhibitory only for NAD-dependent enzyme, without significant deve
lopmental changes.
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УДК 577.7.577.3

ИНТЕНСИВНОСТЬ ОКИСЛЕНИЯ глюкозы И ГЛИКОЛИЗА 
В СИНАПТОСОМАХ ГОЛОВНОГО МОЗГА 

белых КРЫС при старении

АДУНЦ Э. Г., ПАРОНЯН Ж- А., АПРИКЯН Г. В.. АХВЕРДЯН Э. С.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Изучение роли различных субстратов в окислительных процес
сах головного мозга при старении представляет существенный инте
рес для возрастной нейрохимии. Мозг не в состоянии долго функцио
нировать за счет собственных энергетических ресурсов, запасы глю
козы и других субстратов окисления в нем не велики. Поэтому для 

АПШЧШПШ1ППВ'И1ИЯ головной мозг постоянно черпает нормального функционирования »
субстраты окисления из крови [1]. При старении количество глюкозы 
в мозгу уменьшается .[2], отмечается также снижение интенсивности 

,, г.,1 гликолитической ■ активности [4]. Имею- окислепия глюкозы [3] и гликоли
РПы в основном па гомогенатах и срезах щисся исследования проведеныI о1.1|Гпения глюкозы и гликодиза в головного мозга. Изучение окис, головною мизк. ? старении нс явилось предметом спсте-

тосомах головного мозга при юси.։а.\ наших прежних исследованиях оыло по-
матичсских исследован! • аминокислот в синаптосомной фрак-
казано, что захват меди ТОР' ..... снижается [5] Ддя
ции головного мозга при с I тавлял0 11НТсрес „ с.
выяснения причины уха а „ гли№лиза в синаптосомах голов.
ние состояния окислен! захват нейромедиаторов является
ного мозга при старении,

синап-

энергозависимым процессом.

белых крысах линии Wistar двух возрастных групп:
Работа была проведена ‘ месяца). Сииаптосомы головного мозга вы-

молодых (о—6 месяцев) " <’1ГВ|тепс|1„цОсть окисления глюкозы определяли в К + -фос- 
деляли по методу Hayos |А1- методом Варбурга. Образование НСО2 из
<|>атном буфере малом 1 с да с .использованием счетчика SL-4000 (Фран-
U-HC-глгакозы определяли мст01у Barker, Sunimerson [7], белок по Lowry ц 
ция). Гликолиз определи глюкозу (U-H С-глкжоза 180 ^Ci/ммоль)

..соавт. [8] Использ брита1шя), немеченую глюкозу фирмы «Sigma» (США),
фирмы «Amersham» (оелн* i
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Как видно из данных, приведенных в табл. 1, эндогенное дыхание 
синаптосомной фракции при старении снижается па 16,4%. При до
бавлении глюкозы к инкубационной среде поглощение кислорода за
метно стимулируется. У старых животных по сравнению с молодыми 
глюкоза приводит к сравнительно меньшему стимулированию погло
щения кислорода (20,7 мкмоль поглощенного кислорода у старых жи
вотных и 29,12—у молодых). Интенсивность окисления глюкозы в си
наптосомной фракции определяли и по образованию 14СО2 из 
и-14С-глюкозы. Установлено, что у половозрелых животных количест
во образовавшегося "СО2 при 37° составляет 37953 распадов в мин., 
тогда как у старых—всего 22380 (табл. 1). Таким образом, интен
сивность этого процесса снижается на 41,2%.

Примечание. * поглощение 02 в мкмоль 02/100 мг белка/30 мин, ** образование 
ыСО2-раслада мин/100у белка/20 мин, ’** р но сравнению с молодым возрастом

Таблица 1
Интенсивность окисления глюкозы в синаптосомной фракции головного мозга 

белых крыс при старении

Условия опыта Контроль Глюкоза

Возраст животных .Молодые Старые Молодые Старые

Поглощение О2*

Образование
J’CO2**

36,77+1 ,21 
(12)

30,75+0,86 
(И) 

***р<0,01

65,89+1,37 
(13)

37953+3517 
(Ю)

51,45+1,93
(15) 

р<0.01 
22380+2300

(Ю) 
р<0,05

Для более целостного представления об эффективности глюкозы 
как субстрата окисления при старении мы изучили и гликолиз. Про
веденные исследования показали (табл. 2), что количество молоч
ной кислоты в синаптосомной фракции в старости достоверно сни
жается. Количество молочной кислоты, образовавшейся в присутствии 
глюкозы и.АТР у молодых животных составляет 172 мкмоль, а у ста
рых—138 мкмоль (р<0,01). Снижение интенсивности гликолиза со
ставляет 39%. Примечательно, что в растворимой фракции не уда
лось обнаружить существенных возрастных сдвигов.

Полученные результаты указывают па то, что энергообеспечение 
синаптосомной фракции головного мозга белых крыс за счет глюко
зы при старении значительно снижается. Можно полагать, что это 
обстоятельство является одной из причин снижения интенсивности 
захвата медиаторных аминокислот в старости. Представляет сущест
венный интерес выяснение степени окисления других субстратов в 
различных препаратах головного мозга и, в частности в синаптосом
ной фракции в старости.
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■ Установлено, что окисление глутаминовой кислоты в гомогенатах 
и грубой митохондриальной фракции головного мозга старых живот
ных выражений снижается, в очищенной митохондриальной фракции 
стимулируется, а в синаптосомной—существенно не изменяется [9]. В 
указанном возрасте а-кстоглутаровая кислота в очищенном митохон
дриальной фракции окисляется менее эффективно, а в синаптосомной 
фракции отмечается обратная картина. Янтарная кислота окисляется 
либо в одинаковой степени, как у молодых, так и у старых животных 
(очищенная митохондриальная и синаптосомная фракции),либо более 
активно у старых животных (неочищенная митохондриальная фракция). 
Между тем эффективность янтарной кислоты в качестве субстрата 
окисления при старении снижается в .гомогенатах коры и ствола мозга 
(неопубликованные даннйе).

Таблица 2 
Образование молочной кислоты (мкмоль/100 мг белка/40 мин) в синаптосомной 

фракции коры мозга крыс при старении

Возраст 
ЖИВОТНЫХ До инкубации

После инкубации

контроль I
глюкоза+АТР

Молодые

Старые

92,0+4,0 
(Ю) 

77,5+3,8 
(Ю) 

р<0,01

77.0+4,0 
(Ю)

80,0+3,7 
(12) 

р>0,5

172,0+11,0 
, (Ю) 
138,0+2,5 

(13) 
рс0,01

Приведенные данные о степени окисления т™,.,"•“'-лсння различных суостратов 
при старении позволяют допустить, что в1 ’ в указанном возрасте появ
ляются иигиопторы изученных процессов кптап.,,, ,1 .. 1 которые по мере фракцио
нирования мозговой ткани удаляются, вследствие чего в очищенных 
фракциях не удается выявить возрастных сдвигов. Исключение со
ставляет глюкоза. Снижение интенсивности окисления и гликолитиче
ского превращения глюкозы в старости частично можно объяснить 
ухудшением ее проницаемости [10], уменьшением количества синапто- 
сом, их качественными изменениями, сводящимися к снижению плот
ности синаптической поверхности, величины зон контактов и свеличе- 
нию размеров синаптосом [11].

NTENSIVITY OF GLUCOSE OXIDATION AND GLYCOLYSIS RATE 
IN RAT BRAIN SYNAPTOSOMES ON AGING

ADUNTZ E. G., PARONYAN ZH. A., APRIKYAN G. V.. AKHVERDYAN E. S.

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

Rate of glucose oxidation is diminished in rat brain synaptosomes 
-on aging (judged by utilization of oxygen and JICO2 formation from a 
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labelled precursor). Similar tendency is detected for glycolytic conver
sion of glucose.

Since oxidation of glutamic, a-ketoglutaric and succinic acid in sy- 
naptosomes does not change on aging, a conclusion is drawn that on 
aging the role of glucose as energy supplier drops drastically.
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УДК 612.821.1/3-06:616.822.1.014.46:612.452.019

МЕХАНИЗМЫ ТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ 
6-ОКСИДОФАМИНА НА КАТЕХОЛАМИНЕРГИЧЕСКИЕ 

СТРУКТУРЫ МОЗГА

ГРОМОВА Е. А.. СЕМЕНОВА Т. П., ГРИЩЕНКО Н. II. 
Институт биологической физики АН СССР, Пущино

В обзоре приводится материал, позволяющий разграничить эффекты острой и 
хронической депривации активности катехоламин (КА)-ергических систем головного 

- рпп-лГпми введения б-окси.дофамина (6-ОДА). Рас-мозга, обусловленных разными сиосооамн »
........Яхчилгкпгп токсического действия на центральные смотрены механизмы его специфического

и ..«..„чкмпшх- Таиных сделан вывод в пользу существующегонейроны. На основании приведенных данных 11
представления о целесообразности использования 6-ОДА в качестве «инструмента» 
при изучении функции КА систем мозга.

В последние годы резко повысился интерес исследователей к функ
циям КА-ергпческих систем головного мозга, при изуце..... которых
широко используется нейротоксин-6-ОДА, вызывающий селективную 
дегенерацию КА структур. В этой связи важно более детальное рас
смотрение механизмов действия 6-ОДА на КА-ергические структуры 
мозга Целью обзора является обобщение имеющихся в литературе 
данных по этому вопросу, позволяющих разграничить эффекты острой 
и хронической депривации активности КА-ергических систем, ооуслов- 
ленной разными способами введения этого нейротоксина.

Впервые 6-ОДА был обнаружен и выделен [1] из гомогенизиро
ванных тканей при изучении ферментативного превращения дофами
на (ДА) в норадреналин (НА). Показано, что он является одним из 
естественных .метаболитов ДА [2]. Системное введение 6-ОДА живот
ным приводило к резкому и длительному снижению содержания НА в 
периферических органах и тканях [3], обусловленному дегенерацией 
симпатических нервов и их терминалей [4-6]. Установлено, что сам 
6-ОДА являясь близким аналогом ДА, захватывается КА-сргпческими 
терминалями с помощью тех же мембранных механизмов («мембран
ного насоса»), что и КА, затем транспортируется по аксонам в тела 
нейронов, где он замешает НА в запасных гранулах, выступая в роли 
ложного медиатора [7].

Изменений уровня НА в мозгу взрослых животных при системном 
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введении 6-ОДА не было отмечено [2, 8]. Лишь у котят было обнару
жено некоторое снижение •количества НА в гипоталамусе, что в сово
купности указывает на непроницаемость этого вещества через ГЭБ. 
Эти .наблюдения дослужили стимулом для исследований центральных 
эффектов 6-ОДА при внутрижелудочковом (в/ж) или внутримозговом 
еговведении. Результаты таких исследований показали, что 6-ОДА 
вызывает в мозгу избирательную дегенерацию КА-ергических нейро
нов, не оказывая существенного влияния на серотонинергические ней
роны [9—11]. Дальнейшие исследования были направлены на изуче
ние эффектов и механизмов центрального действия 6-ОДА, что привело 
к обоснованию возможности получения острой и хронической депри
вации активности КА-ергических структур мозга с его помощью.

Острая депривация активности КА-ергических систем головного 
мозга, обусловленная непосредственным введением 6-ОДА в мозг и 
его желудочки. Первоначальные исследования центрального действия 
6-ОДА были проведены преимущественно с его в/ж введением. Резуль
таты этих работ свидетельствуют о значительном снижении содержа
ния НА и ДА в различных структурах мозга под влиянием 6-ОДА, 
степень которого находится в зависимости от вводимой дозы вещества 
и времени, прошедшего с момента введения. При этом отмечена более 
высокая чувствительность к нейротоксину НА-ергических нейронов по 
сравнению с ДА-ергическими. Так, в/ж введение 5 или 5 мкг 6-ОДА 
снижало уровень содержания НА в целом мозгу соответственно на 
30 и 50%, в то время как содержание ДА оставалось неизменным 
[10, И]- Большие дозы 6-ОДА снижали количество обоих аминов, од
нако уменьшение содержания НА наступало быстрее, чем ДА [12, 
13], и только при очень высоких дозах 6-ОДА (500 мкг), граничащих 
с летальными, снижение содержания обоих аминов мозга выравнива
лось, достигая 80%.

Благодаря разной чувствительности ДА и НА нейронов к действию 
6-ОДА оказалось возможным получать длительное снижение содер
жания НА в мозгу крыс без заметного снижения содержания ДА путем 
3—4-кратных инъекций нейротоксина в дозе 25 мкг с интервалом в 
48ч [14].

Более детальный анализ региональных изменений содержания КА 
под влиянием в/ж введений 6-ОДА выявил различную чувствитель
ность структур мозга к е?о действию: введение препарата в дозах 
40—200 мкг сопровождалось снижением НА в неокортексе (на 40— 
95%) и гипоталамусе (на 50%), в то время как в таламусе уровень 
НА оставался без изменений. Лишь под влиянием больших доз 6-ОДА 
(500 мкг, двукратно) было отмечено резкое (на 80%) и длительное 
(до 142 дней) снижение количества НА во всех указанных структурах 
[11, 15, 16]. При этом была подтверждена специфичность действия 
6-ОДА на КА-ергические нейроны: содержание серотонина и ГАМК 
в мозгу крыс, получавших этот препарат, оставалось без изменений. 
Теми же авторами было обнаружено, что наряду со снижением уровня 
НА и ДА под -влиянием 6-ОДА происходило также снижение активно- 
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сти ферментов, участвующих в их синтезе—тирозингидроксилазы (ТГ) 
и ДОФА-декарбоксилазы. Одновременно с этим наблюдали наруше
ние механизма захвата КА-ергпческими терминалями, свидетельствую
щее о дегенеративных процессах в последних.

В связи с различием эффектов в/ж введения 6-ОДА на содержание 
НА и ДА в отдельных структурах .мозга возникло предположение, что 
причиной этого является их топографическое расположение по отно
шению к желудочкам мозга, что 'получило подтверждение при гисто
химических исследованиях, обнаруживших стадийность эффектов в/ж 
введения 6-ОДА. Первая стадия характеризовалась снижением НА и 
ДА в областях, прилежащих к стенкам желудочков (богатых преиму
щественно НА терминалями), а также дегенеративными изменениягии 
аксонов и некоторых близлежащих нейронов. Вторая стадия выража
лась снижением количества НА в терминалях отдаленных областей, 
включая шеокортекс,՝ являющимся, по-видимому, результатом антеро
градной дегенерации первично пораженных нейронов [17];

В основе различной восприимчивости мозговых структур к дейст
вию 6-ОДА может лежать также неодинаковая чувствительность тер
миналей, аксонов и клеточных тел КА-ергических нейронов к депри- 
вирующему влиянию этого препарата. Метод флуоресцентной микро
скопии позволил выявить уменьшение численности и интенсивности 
свечения флуоресцирующих терминалей в мозгу на фоне введения 
крысам-6-ОДА при неизменности уровня свечения нейронов [18]. О 
том же свидетельствуют данные о более высоком поглощении меченых 
КА спнаптосом'ами, полученными из переднего мозга по сравнению с 
спнаптосомами моста у крыс, получавших 6-ОДА [16]. Эти факты 
подтверждают представление о том, что в структурах,"֊-содержащих 
тела нейронов и их аксоны, изменения под влиянием 6-ОДА выражены 
слабее, чем в областях, содержащих терминали. Однако перикарионы 
КА-ергических нейронов не являются полностью нечувствительными к 
действию 6-ОДА, на что указывает их деструкция, имеющая место 
при внутрицистернальном пли в/ж введении препарата [12, 19]. Описа
но даже полное исчезновение клеточных тел синего пятна при в/ж 
введении больших доз 6-ОДА [20].

Наряду с в/ж инъекцией 6-ОДА широкое распространение полу
чило непосредственное его введение в различные структуры мозга. 
Наиболее последовательное развитие этих исследований 'проведено 
ипеег51е<И [12], составившим подробные стереотаксические схемы мо- 
ноаминергических систем мозга крыс; Используя флуоресцентный ме- 
1од Ра1ск-НП1агр, он описал дегенеративные явления в этих системах 
при локальной инъекции минимальных (4—8 мкг) количеств 6-ОДА 
в различные группы КА нейронов, их проводящие пути и области тер- 
миналей. Одним из ранних показателей дегенеративных явлении, об- 
наруженных в его исследованиях, явлйлось быстрое появление вместо 

' зеленой флуоресценции интенсивной желтой, возникавшей в нейро
нах, подвергавшихся действию 6-ОДА. Введение этого нейротокеина 

429



в проводящие пути вызывало эффект, подобный тому, который имеет 
место при механической перерезке этих путей—накопление медиатора 
в проксимальной части аксонов; это позволило использовать 6-ОДА 
для более полного выявления моноаминергических путей в мозгу- В 
результате серии проведенных им исследований было установлено, 
что инъекция минимальных доз 6-ОДА в зону КА-ергических нейронов 
сопровождалась деструкцией не только самих тел клеток, но соответ
ствующих путей и терминален. Это способствовало изучению роли от
дельных ядер моноаминергических систем в регуляции физиологиче
ских функций и поведения животных. В частности, ип§ег81е<11 и соавт. 
[22] описали и феномен моторной асимметрии у крыс, вызванный одно
сторонней инъекцией 6-ОДА в группу ДА-ергических нейронов черной 
субстанции. Это выражалось ротационным поведением животных в 
направлении, соответствующем поврежденной стороне, что было обус
ловлено снижением содержания ДА в мезостриальной системе мозга. 
Для количественного измерения интенсивности ротационного поведения 
был предложен специальный прибор—ротометр, позволяющий судить 
о степени повреждения соответствующей мезостриальной системы 
£22]. Детальный анализ времени исчезновения в структурах мозга НА 
и ДА под влиянием локальных инъекций разных доз 6-ОДА позволил 
выявить различную чувствительность нейронов к его действию. Наибо
лее чувствительными оказались мезэнцефалические ДА-ергические 
нейроны, НА аксоны и терминали, в то время как тела НА нейронов 
оказались более устойчивыми [21].

Имеются указания на то, что в дополнение к специфической дест
рукции КА-ергических нейронов, внутримозговая инъекция 6-ОДА мо
жет вызывать неспецифические разрушения ткани, окружающей кончик 
канюли [23—25]. Размеры такого повреждения определяются дозой 
препарата. Было высказано опасение, что неспецифическое разруше
ние, вызываемое 6-ОДА, затрудняет объяснение эффектов этого пре
парата лишь избирательным вмешательством его в активность КА 
структур мозга [26]. Однако более детальный анализ показал, что в 
случае применения адекватной дозы 6-ОДА поврежденными оказы
ваются только нейроны КА-ергической системы мозга [23, 25]. Дозы 
препарата, вызывавшие неспецифическое повреждение ткани, были в 
5 раз больше [26].

С помощью специальных приемов оказалось возможным получать 
избирательное повреждение НА или ДА-ергической нейрональной си
стемы. С одной стороны, используя дробное многократное введение 
малых доз 6-ОДА, можно вызвать избирательное истощение количест
ва НА мозга при неизменном количестве ДА. С другой стороны, можно 
получить избирательное снижение содержания ДА путем совместного 
введения 6-ОДА с ингибиторами МАО [27, 28]. Установлено, что три
циклические антидепрессанты, такие как дезипрамин, протриптнлин и 
дезметилимипрамин, более избирательно ингибируют поглощение ка
техоламинов в НА-ергических нейронах, чем в ДА-ергических [29, 30].
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Поэтому на фоне предварительного их введения происходит преиму
щественное снижение количества ДА в мозгу, в то время как содержа
ние НА оставалось без изменений [13, 28, 29].

В связи с тем, что внутримозговые инъекции 6-ОДА проводят тюд 
наркозом, следует иметь в виду, что некоторые анестезирующие веще
ства способны ослабить его действие. Показано, что в случае введе
ния 6-ОДА (411 мкг, в/ж) на фоне пентобарбиталовой анестезии ко
личество НА в мозгу понижалось ла 25%, в то время как подобная 
процедура, проводимая на фоне эфирной анестезии, вызывала его 
70%-ное снижение [32].

Деструкция КА-содержащпх нейронов под влиянием 6-ОДА вле
чет за собой понижение активности связанных с их функционирова
нием внутриклеточных ферментов. Обнаружено снижение активности 
тирозингидроксилазы—фермента, участвующего в синтезе КА во всех 
случаях, когда происходят морфологические изменения КА-ергпче- 
ских нейронов [11, 33, 34]. Показано, что после введения 6-ОДА ак
тивность этого фермента в неокортексе, гиппокампе, гипоталамусе и 
стриатуме понижалась на 70—80%, а в среднем мозгу и мосту—на 
50% [11, 33]. На основании результатов этих наблюдений можно сде
лать вывод, что нейроны ствола мозга менее подвержены действию 
6-ОДА, в то время как в других областях они повреждаются примерно 
в одинаковой степени. Авторы считают, что регенерация аксонов 
КА-ергических нейронов в мозговом стволе приводит к увеличению 
уровня активности тирозингидроксилазы и, таким образом, ретроград
ное накопление фермента, возможно, маскирует сильное повреждение 
нервных окончаний в этой области. Уровень активности фермента, 
участвующего в синтезе ИА, Д°Фамина-Р-гидроксилазы, также сни
жался в ряде мозговых структур под влиянием 6-ОДА [35]. На фоне 
введения больших доз препарата (500 мкг, в/ж) наблюдали понижение 
активности этого фермента во фронтальной коре мозга крысы на 65— 
70%, в стриатуме и гипоталамусе на 60 и 25% соответственно [11]. 
Вследствие уменьшения числа КА-содержащпх нейронов и падения 
активности тирозингидроксилазы метаболизм КА в мозгу также был 
снижен, о чем свидетельствует замедление превращения 3Н-НА на 
фоне введения 6-ОДА [36, 37]. Выявлено угнетающее влияние 6-ОДА 
на активность ферментов, вовлеченных в метаболизм КА [38].

Перечисленные наблюдения свидетельствуют о специфическом 
влиянии 6-ОДА па активность КА-ергических систем мозга, которое 
сказывается на разных этапах превращений КА. Эта специфичность 
нашла свое подтверждение также в ряде электронномикрос.копическпх, 
авторадиографических и гистохимических исследований [9, 18, 36, 37, 
39]. Доказательства специфичности эффектов 6-ОДА на КА-ергические 
системы были получены также при биохимическом изучении его влия- 
ний на другие нейромедиаторные системы. Определение содержания 
серотонина в целом мозгу7 крыс, получавших 6-ОДА в большом диапа
зоне доз (160—600 мкг) как при системном, так и его в/ж введении 
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показало, что серотонинергические нейроны слабо реагируют на дей
ствие этого препарата. В литературе имеются отдельные сообщения об 
изменении уровня серотонина в мозгу под влиянием 6-ОДА, в которых 
отмечено, что эти изменения слабо выражены и являются кратковре
менными [36]. Региональный анализ содержания серотонина в мозгу 
позволил обнаружить, что в конечном мозгу [13, 37], коре больших, 
полушарий [37], таламусе и гипоталамусе [40] оно оставалось без из
менения, в среднем мозгу регистрировали его незначительное (15%) 
снижение, а в области моста было отмечено 75%-ное повышение через 
7 ч после введения 6-ОДА (250 мкг, в/ж) [40]. Активность триптофан- 
гидроксилазы и скорость обмена серотонина не изменяются в мозгу 
крыс после внутримозговой инъекции 6-ОДА или после системного 
введения этого препарата новорожденным животным [37]. In vitro в 
культуре ядер шва показано, что 6-ОДА (50 мкг/мл) не влияет на об
разование 5-оксииндолуксуспой кислоты, то есть на метаболизм серо
тонина [41]. Установлено, что па фоне понижения активности ДОФА- 
декарбоксилазы, наблюдаемого через 2—15 дней в десяти различных 
областях мозга, уровень активности 5-окситриптофандекарбоксилазы 
не снижался [42]- Более того, в мозжечке, гипоталамусе и латераль
ной области моста было зарегистрировано повышение активности 
этого фермента. Усиление синтеза серотонина отражает, возможно,, 
образование новых действующих гетеротипических синапсов в местах, 
лишенных их обычной адренергической иннервации [43].

Имеются отдельные указания на наличие видовых различий дей
ствия 6-ОДА на серотонинергические нейроны, в частности, при вве
дении его кошкам. Так, в ряде мозговых структур наряду с пониже
нием количества ИА было отмечено и снижение количества серотони
на [44]. Дальнейшее исследование этого вопроса может пролить свет 
на функциональную, интегративную и ассоциативную роль моноами- 
нсргических нейронов у различных видов животных.

В литературе имеется небольшое число работ о влиянии 6-ОДА 
на другие известные и предполагаемые нейромедиаторы в ЦНС, в ко
торых показано, что содержание глутаминовой и аспарагиновой кис
лот, глицина и других аминокислот, таких как таурин, аланин и серин, 
оставалось в целом мозгу крысы без изменений после введения живот
ным 6-ОДА (330 мкг, 2 раза, в/ж) [32, 45]. Количество ГАМК и АХ 
под влиянием 6-ОДА или не менялось совсем [9, 32], или менялось 
незначительно. Все исследователи отмечают необычно большую про
должительность воздействия 6-ОДА на уровень содержания КА в 
мозгу, достигающую нескольких месяцев [11, 12, 37, 46, 47].

Таким образом, однократное введение животным 6-ОДА позволяет 
получить у них избирательное и длительное понижение уровня актив
ности определенных КА систем мозга, что дает возможность исполь
зовать этот нейротоксин для анализа роли отдельных КА-ергпческих 
структур в регуляции различных форм поведения животных или фи
зиологических систем организма.
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Подытоживая результаты приведенных выше исследований,’можно 
следующим образом представить последовательность событий, веду
щих в конечном счете к дегенерации КА-ергпческих структур мозга, 
обусловленной действием 6-ОДА.

На начальном этапе 6-ОДА, являясь близким аналогом ДА,'зах
ватывается КА-ергическимп терминалями с помощью специфического 
для КА-ергического мембранного механизма. Замещая в синаптиче
ских пузырьках КА, 6-ОДА транспортируется в тела нейронов, где 
может аккумулироваться в больших количествах в запасных гранулах, 
выступая в качестве «ложного медиатора». При небольших дозах 
6-ОДА снижение содержания КА в структурах мозга является резуль
татом снижения активности ферментов, участвующих в их синтезе. На 
этой стадии действия 6-ОДА структурных изменений КА-ергпческих 
нейронов не происходит- По достижении критической внутринейро- 
нальной концентрации 6-ОДА начинаются деструктивные процессы. 
На этом этапе нервные терминали теряют способность проводить им
пульсы, однако механизм поглощения ими КА еще сохраняется [48]. 
На стадии полного разрушения КА-ергпческих терминалей, обуслов
ленного введением больших доз 6-ОДА, наблюдается не только сниже
ние уровня содержания КА и активности тпрозингидроксилазы, но и 
потеря терминалями способности к захвату՛ КА, что указывает на их 
дегенерацию [16].

Нарушение՛ механизма захвата КА и снижение ферментативной 
активности; вызываемые введением 6-ОДА, отличают эффекты дей
ствия этого вещества от эффектов резерпина, который снижает лишь 
уровень содержания КА, не оказывая влияния на нейрональный ме
ханизм их захвата и активность ферментов, участвующих в синтезе 
НА и ДА [49].

Описанная последовательность событий, обусловленных действием 
6-ОДА, объясняет механизм снижения количества КА в мозгу, но не 
проливает свет на механизм разрушения КА-ергпческих нейронов. 
Несмотря па изучение этого вопроса рядом исследователей, оконча
тельного ответа на него до настоящего времени не получено. На гомо
генатах печени показано, что 6-ОДА является разобщителем окисли
тельного фосфорилирования, подобным и даже более сильным, чем 
2,4-динитрофенол [50]. В присутствии такого разобщителя не происхо
дит синтеза АТР, тогда как скорость окисления субстрата и потребле
ния кислорода являются максимальными, что, естественно, может при
водить к гибели клеток. Возможно, что и в нейронах 6-ОДА оказывает 
такое же действие. Имеются также указания на то, что 6-ОДА очень 
подвержен неферментативному окислению, в результате чего в клет
ках образуется ряд промежуточных продуктов, которые вовлекаются в 
процесс клеточной деструкции посредством связывания с нуклеофиль
ными гру'ппами нейрональных макромолекул. Среди продуктов окис
ления 6-ОДА обнаружены о- и п- хиноны [51], вызывающие снижение 
процесса нейронального захвата КА [52]. Возможно, что одной из 
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причин, ведущих к клеточной деструкции, является образование в ре
зультате самопроизвольного окисления 6-ОДА таких высокореакцион
носпособных промежуточных продуктов, как супероксид О2 НгО^ 
и гидроксидные радикалы, любой из которых может обусловливать де
струкцию нервных терминалей [34, 53]. В этой связи вызывает интерес 
сравнение эффектов 6-ОДА и его аналога 5-ОДА, который также сни
жает количество НА в тканях, но не разрушает НА-ергвческие нейро
ны. Наряду с этим показано, что 6-ОДА образует Н2О2 в 12 раз бы
стрее, чем 5-ОДА [34].

Предположено, что расход кислорода (присутствующего внутри 
-клетки в концентрации до 10-3 М) при образовании пероксида водо
рода из 6-ОДА приводит к гипоксии и отрицательно влияет на целост
ность клетки [34]. Кроме того, Н2О2 разрушает нейроны путем взаимо
действия с их структурными липидами, мембранными и ферментными 
5Н-группами, белковыми НН2-груплами и другими структурными сое
динениями.

Таким ооразом, можно считать, что 6-ОДА оказывает свое деструк
тивное влияние на КА-ергнческие нейроны посредством выделения, 
реакционноспособного кислорода, который присутствует в составе хи
нонов, пероксида водорода или супероксиданта. Продукты окисления 
6-ОДА вступают в ковалентную связь с макромолекулами нейронов,, 
вызывая необратимое их повреждение [52]. Кроме того, высказано 
предположение, что нейротоксическое действие 6-ОДА обусловлено- 
его способностью вызывать денатурацию белков [54].

Совокупность этих данных проливает свет на механизм токсиче
ского действия 6-ОДА на КА-ергические нейроны мозга при внутри
мозговых его инъекциях, сопровождающихся острой депривацией ак
тивности соответствующих нейронных систем.

Хроническая депривация активности катехоламинергических си
стем мозга, обусловленная постнатальным введением 6-ОДА. Возмож
ность проникновения 6-ОДА из кровяного русла в головной мозг у ново
рожденных животных до созревания ГЭВ создает условия для получения 
экспериментальной модели хронической депривации активности КА-ер- 
гических систем. При этом, естественно, возникали вопросы о степени 
и длительности снижения уровня содержания КА мозга у животных, 
получавших 6-ОДА, а также о зависимости этих сдвигов от сроков, 
прошедших с момента рождения до получения этого вещества, об оп
тимальных способах его введения и др. Изучению этих вопросов были 
посвящены первоначальные исследования с введением 6-ОДА в нео-. 
натальном периоде. Показано, что подкожное введение новорожден
ным крысам 6-ОДА (50—100 мг/кг, 3—4-кратно) вызывало массивные 
разрушения пара- и превертебральных симпатических ганглиев, сопро
вождающиеся значительным и длительным (до 6 месяцев и больше) 
снижением количества НА в различных органах—сердце, селезенке, 
поджелудочной железе и др. В мозгу также имело место снижение со
держания НА, но менее выраженное [55—57].
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Поструктуриый анализ содержания КА в мозгу животных в раз
ные сроки после введения 6-ОДА показал, что максимальное снижение 
количества КА было в неокортексе [52, 58, 59], где оно сопровожда
лось также понижением захвата экзогенного 3Н-НА, скорости синте
за КА [60] и активности ферментов, обеспечивающих их синтез [61]. 
При этом в таламусе, гипоталамусе и стриатуме изменений уровня со
держания НА отмечено не было [58, 59, 62]. В то же время в стволо
вых структурах и мозжечке ряд авторов наблюдал увеличение содер
жания НА [52, 58, 60, 61], усиление захвата 3Н-НА срезами in vitro 
[60], активности ферментов синтеза КА [61].

При анализе динамики изменений количества НА в онтогенезе об
наружен ряд существенных различий в реакции мозжечка и неокор- 
текса мозга крыс на введение 6-ОДА в неонатальном периоде [61] 
Так, на 4-й день жизни у таких животных выявлена интенсивная деге
нерация НА-ергпческих терминалей в обеих структурах, уровень со
держания НА и активности дофамин-0-гидроксилазы был уменьшен в 
них более чем на 80%, активность тирозингидрокснлазы—на 50%. К 
70-му дню после введения 6-ОДА концентрация НА и активность обоих 
ферментов в неокортексе оставались сниженными более чем на 90— 
95%. В отличие от этого в мозжечке на 9-й день "содержание НА, ве
личины активности тирозин- и дофа.мин-р-гидроксилазы восстанавлн- 
вались__до исходных величин, а на 70-й день превышали контрольный 
уровень на 95,5 и 115% соответственно. Предполагается, что причиной 
повышения уровня НА и активности ТГ могут служить процессы ре
генеративного и коллатерального спрутинга, развивающиеся после 
введения 6-ОДА новорожденным крысам [60], и избирательная регене
рация КА структур в определенных областях мозга осуществляется 

■самими нейронами-мишенями [61]. —
Морфологические исследования мозга животных с введением 

6-ОДА в неонатальном периоде, проводившиеся методами гистофлуо- 
ресценцип, световой и электронной микроскопии, обнаружили разру
шения КА-ергнческих клеток, ретроградную дегенерацию, глиальные 
реакции, фагоцитоз [63 65]. Методом Falck показано резкое сниже
ние числа варикоз, уменьшение числа флуоресцирующих терминалей 
■I аксонов [66]. На электронограммах выявлено изменение синапсов 
нео- и палеокортекса [67]. В то же время в стволовых образованиях— 
первичных чувствительных и ассоциативных ядрах, соматических и 
висцеральных ядрах черепных нервов, ретикулярной формации и ядрах 
шва—у взрослых животных, получавших в ранние сроки постнаталь
ного онтогенеза 6-ОДА, при гистохимическом анализе отмечен резкий 
прирост числа волокон с характерной для КА флуоресценцией [68]. 
Таким образом, данные гистохимического анализа мозга крыс с хро
нической депривацией активности КА-ергическнх систем мозга, обус
ловленной неонатальным введением 6-ОДА новорожденным животным, 
также указывают на развитие у них процессов регенерации и разра
стания нервных отростков в стволовых структурах. Более детальный 
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анализ показал, что эти изменения в области ствола развиваются, на
чиная с 9-го дня после введения 6-ОДА и сохраняются на протяжении- 
3—5 месяцев [57, 61, 69]. При этом установлено, что глубина наблю
даемых изменений, как и в случае острой депривации, зависит от вво
димой дозы препарата [60]. Изучение регенерации НА-ергпческой си
стемы в мозжечке в зависимости от срока введения 6-ОДА (1—2-, 3— 
4-, 6—7-е дни постнатального онтогенеза) позволило обнаружить, что- 
восстановление НА-ергической иннервации является максимальным 
(145—4.65% от контроля) у животных, получавших 6-ОДА в первые 
2 дня постнатального развития. Введение препарата в более поздние 
сроки сопровождалось меньшим восстановлением содержания НА и 
синаптосомного захвата 3Н-НА [6].

Описанные выше биохимические и морфологические эффекты՛ 
6-ОДА являются наиболее выраженными в дальнейшем онтогенетиче
ском развитии мозга при введении этого токсического агента живот
ным в первые сутки после рождения. Препарат -при его введении 
7-дневным крысятам не оказывал соответствующего действия [57], что, 
по-видимому, объясняется созреванием к этому сроку ГЭБ [55, 56]. В 
специальных исследованиях была изучена зависимость эффектов 
6-ОДА от степени созревания ГЭБ. С этой целью на срезах животных,, 
получавших подкожно 6-ОДА в разные сроки после рождения, изу
чали захват 3Н-НА. Препарат вводили на 1—5-, 5—9-, 9—23-и сутки; 
постнатального развития. Было обнаружено, что захват 3Н-НА был 
наиболее малым, когда 6-ОДА вводили в 1—5-е сутки- У этих живот
ных наблюдали избирательную дегенерацию НА нейронов в ЦНС и- 
падение захвата 3Н-НА на 40—60% в срезах коры больших полушарий- 
гипоталамуса и спинного мозга. По мере созревания ГЭБ происходит 
ослабление нейротоксического действия 6-ОДА на кору и гипоталамус 
[56]֊ Эти наблюдения согласуются с данными о наибольшем снижении՛ 
содержания НА в неокортексе при введении препарата в первые 5- 
дней пос.тнатального онтогенеза и незначительном снижении содержа
ния НА (около 15%) при введении 6-ОДА на 1.1—15-е сутки после- 
рождения. [70]. Гистохимический анализ изменений структуры ДА-ер- 
гических нейронов черной субстанции и нигростриатной системы - при 
введении животным 6-ОДА в первые 17 дней постнатального онтогене
за также подтвердил зависимость эффектов препарата от сроков его- 
введения. При этом наиболее выраженное понижение специфической 
флуоресценции ткани мозга отмечено у крыс, получавших препарат в. 
течение 1-й недели после рождения [66].

Сопоставление эффектов 6-ОДА с разными способами его введе
ния новорожденным животным показало, что внутрибрюшинное и ло
кальное внутримозговое (в область-синего пятна) введение этого пре-. 
парада в первые сутки после рождения приводило к ослаблению НА 
иннервации в коре и гиппокампе, что находит выражение в понижении 
концентрации НА в коре на 80—90%, снижении скорости синтеза 
3Н-НД из 3Н-тирозина в срезах мозга 40-дневных животных [58, 59]֊-
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Однако ДА-ергическая иннервация коры больших полушарий при этом 
■сохранялась, что указывает на большую устойчивость мезокортикаль- 
ной и нигростриатиой ДА-ергических систем мозга к действию 6-ОДА 
по сравнению с НА-ергическими [58]. В то же время внутрицпсте- 
•рнальное введение-6-ОДА вызывало менее специфичный эффект н при
водило к понижению в мозгу не только НА, но и ДА [59].

Понижение в структурах переднего мозга количества КА, актив
ности тнрозпнгидроксилазы, захвата экзогенных КА после 'введения 
6-ОДА новорожденным крысятам объясняется повреждением КА-ергн- 
ческих терминалей, а возможно, и нейронов [56, 64, 70]. Наряду с 
этим имеются данные о понижений уровня содержания КА в конечном 
мозгу, сопровождавшемся повышением их концентрации в стволе после 
введения малых доз 6-ОДА при неизменности в них уровня активности 
тирозингидроксилазы. В этой связи высказано предположение, что 
повреждение КА-ергическпх терминалей может приводить к ослабле
нию тормозной обратной связи на уровне клеточных тел, управляю
щей скоростью синтеза и компенсаторным увеличением синтеза’НА в 
•области, содержащей клеточные тела [69].

Ранее пренатальное формирование НА-ергпческнх проекций к 
структурам переднего мозга указывает на наличие трофической функ
ции со стороны этих нейронов на кору больших полушарий в процессе 
ее развития [71]. Выключение НА-ергичес-кой иннервации в неонаталь
ном периоде, обусловленное введением.крысам 6-ОДА и анализ морфо
логических. особенностей развития мозговых структур в постнатальном 
периоде экспериментально подтверждают это Предположение. У взрос
лых животных с депривацией КА-е'ргичёской активности, наряду с по
нижением содержания в коре НА .на 98%, было, отмечено уменьшение 
числа, длины и ветвистости базолатеральиых дендритов՝~-пирамидных 
■клеток, потеря дендритных шипиков в передней и задней лобнбй, пе
редней теменной и задней теменно-затылочной и опоясывающей из
вилинах коры больших. полушарий. Описано ослабление ветвления 
апикальных дендритов [63, 72]. Однако при введении меньших доз 
'6-ОДА в коре не были отмечены изменения в цитоархитектонике и 
дендритной плотности. На фоне избирательного разрушения НА'-'ерги- 
ческой системы, подтвержденного биохимически, у. 15-дневных кры
сят, получавших в первые сутки постнатального онтогенеза 6-ОДА 
(100 мкг, в/ц), обнаружено уменьшение-на 84% плотности клеток во 

'2- и 3-м слоях височной коры при неизменности общей толщины; нео- 
кортекса [73]. Последнее обстоятельство указывает на то, что введе
ние 6-ОДА новорожденным крысам сопровождалось не только де
структивными явлениями, но способствует также и каким-то процессам 
роста. Об этом свидетельствуют результаты исследований,՛ Обнаружив
ших повышение плотности синапсов в зрительной коре крыс с депри
вацией активности КА систем [74].
’ : Совокупность приведенных данных позволяет заключить, что вве

дение 6-ОДА в раннем постнатальном периоде вызывает у животных 
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хроническую депривацию активности КА-ергических систем. Такие жи
вотные отличаются некоторыми особенностями -исследовательского՛ 
поведения [75—78], несмотря на то, что общая суточная периодика 
их активности остается без изменений [62]. Имеются наблюдения, сви
детельствующие о своеобразном характере их реакций на сенсорные 
раздражители [79, 80] и даже на некоторые фармакологические воз
действия [81, 82]. Эти наблюдения в сочетании с приведенными выше 
данными о морфологических и биохимических изменениях в головном 
мозгу под влиянием введения 6-ОДА в неонатальном периоде позволяют 
рассматривать вызываемую им хроническую депривацию активности 
КА-ергических систем мозга в качестве экспериментальной модели 
врожденных форм патологических состояний, связанных с недоразви
тием этих систем в эмбриогенезе. Данная экспериментальная модель- 
может служить для изучения возможности компенсации возникающих 
при этом нарушений поведения. В частности, она успешно использует
ся в опытах с трансплантацией ткани мозга [83].

Приведенные в обзоре материалы свидетельствуют о том, что՛ 
нейротоксин 6-ОДА является своего рода «инструментом» для изуче
ния функций КА-ергнческих систем мозга. Однако для правильной! 
оценки полученных при этом результатов необходимо учитывать зави
симость эффектов 6-ОДА от разных способов его применения.

MECHANISMS OF TOXIC EFFECT OF 6-HYDROXYDOPAMINE ON՜ - 
CATECHOLAMINERGIC BRAIN STRUCTURES

GROMOVA E. A., SEMENOVA T. P., GRISHCHENKO N. Y„

Institute of Biological Physics, USSR Academy of Sciences, Poustchino

The results of investigation of 6-hydroxydopamine (6-OHDA) ef
fects on catecholaminergic (CA) brain structures are discussed. Evidence- 
of different implication of chronic and acute deprivation of brain CA sys
tem activity due to various methods of 6-OHDA application are pointed.. 
The mechanisms of its specific toxic action on central CA neurons are- 
discussed. Results of these investigations indicate that 6-OHDA may be 
used as a specific tool for analysis of function of brain CA systems. .
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ся также вопросы связанные с исследованием агонистов и антагонистов опиоидных 
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НЕИРОХИГ^ИЛ«

т. 4, № 4, 1985

УДК 612.8:547.233

МЕХАНИЗМЫ УЧАСТИЯ КАТЕХОЛАМИНОВ В РЕГУЛЯЦИИ 
АКТИВНОСТИ ГЕНОМА КЛЕТОК

БОЖКО Г. X.

НИИ неврологии и психиатрии им. В. П. Протопопова, Харьков

Обобщаются результаты исследований, свидетельствующие об универсальном 
значении активирования аденнлатцяклазной системы в действии всех известных ней
ромедиаторов и гормонов, включая стероиды и тиреоиды. Показано, что некоторые 
пептидные гормоны и катехоламины взаимодействуют с компонентами хроматина. В 
отдельных случаях обнаружены специфические участки связывания п рецепторы дан
ного класса биологических регуляторов. Рассматриваются результаты исследований о 
поступлении катехоламинов .в ядра нервных клеток и молекулярные механизмы их 
взаимодействия с компонентами хроматина. В хроматине норадреналин оказывает 
влияние преимущественно на уровне ДНК-белковых комплексов. Взаимодействие с 
ДНК и комплексами гистоны-негистоновые белки не может быть решающим в прояв
лении эффектов катехоламинов на функцию генома. Предполагается, что ответы кле
ток на действие катехоламинов включают два этапа: интегральное стимулирование 
при помощи аденплатциклазной системы и регуляцию активности индивидуальных 
генов в результате-взаимодействия с внутриядерными структурами.

Достижения молекулярно-биологических исследований генома нерв
ных клеток позволили приступить к выяснению молекулярных меха
низмов действия нейромедиаторов. При этом обнаружилось отсутствие 
принципиальных отличий в первичных (молекулярных) эффектах на 
геном регуляторов типа гормонов и нейромедиаторов. Напротив, отме
чается их существенное подобие [1]. Это дает возможность при рас
смотрении молекулярных механизмов действия нейромедиаторов прив
лекать экспериментальные данные и выводы, полученные в исследова
нии эффектов на геном типичных гормонов. Открывается перспектива 
создания общей теории регуляции генома на основе выявления единых 
закономерностей в действии гормонов и медиаторов па различные типы 
нервных и соматических клеток.

Цель настоящего обзора заключается в обобщении результатов, 
полученных при изучении молекулярных механизмов действия, глав
ным образом, одного из нейромедиаторов—норадреналина. Обсуж
дается возможность его проникновения в ядра клеток и взаимодей
ствия с компонентами хроматина. Отмеченные вопросы частично за

442



трагивались в более ранних обзорах [1, 2]. Одна из недавних статей 
посвящена обобщению результатов влияния катехоламинов па синтез 
белков и нуклеиновых кислот [3]. Поэтому в обзоре подобные данные 
за редким исключением не рассматриваются.

Описание общих закономерностей гормонально-медиаторной ре
гуляции приводится в монографии В. А. Ткачука, которую следует 
оценить как итог установившихся в этом направлении՛ представлений 
[4]. Вместе с тем рассматриваемая проблема развивается настолько 
быстро, что уже ощущается противоречивость или неоднозначность не 
успевших стабилизироваться взглядов.

После того как была обнаружена роль аденилатциклазы и сАМР 
в опосредованном действии адреналина на стимулирование катаболизма
углеводов и липидов, этот механизм экстраполировался на процессы 
регуляции генома с участием всех гормонов и нейромедиаторов. До не
давнего времени господствовало мнение, что все известные гормоны и 
нейромедиаторы четко разделяются на два типа по способу регуляции 
активности генома клеток. Стероиды и тирсоиды проникают в ядра 
клеток и взаимодействуют с хроматином. Другие регуляторы гормо
нально-медиаторной группы в клетку не проникают, взаимодействуют 
с рецепторами плазматической мембраны, а дальнейшие эффекты на 
геном зависят от посреднической роли циклических нуклеотидов. Меж- 

ду тем 
злиять
личиной 
диницу

выяснилось, что на активность аденилатциклазы способа 
кортикостероиды и тироксин. Был обнаружен бе„лМг 54 кД, представляющий собой резону С-В<?՜ 
протеинкиназы II, фосфорилирование которого \я С>°ЬС՜ 

стероидов и сАМР. Это дало основание заключить, что мех ИСПТ от 
ствия как полипептидных гормонов, так и степоиплп ' аяизм Дей- 
зан с функцией аденилатциклазной системы [5] В к четка Д°В СВЯ՜ 
муса крыс добавление эстрадиола приводило к увеличТни ГИП°тала՜ 
сАМР. Теофиллин усиливал этот эффект, а ингибиторы а- и R Ур0ВНя 
рецепторов препятствовали действию эстрадиола [6] В лих адрено՜ 
области мозга обнаружено взаимодействие эстрогенов с ^"Мбической 
для норадреналина, сопряженными с аденилатциклазой Ргу?ПТ°рами 
образом, универсальное значение сАМР как посредника-дейст ТаКИм 
монов существенно расширилось. В11я гор-

С другой стороны, можно считать твердо установленным таких гормонов полипептидной природы как инсулин по ’ ЧТ° ДЛя 
торов, находящихся в плазматической мембране, присутств^0 РеЦеп՜ 
фическис участки связывания в ядре клетки. Описан меха ''°Т Специ՜ 
порта инсулина в ядра гепатоцитов и ядерпые рецепторы сп'^* Тра,1с՝ 
к инсулину в клетках печени. Эти данные настолько убе’дитеЦП^ИЧНЫе 
вошли в авторитетный учебник по биохимии [8]. Первичн е‘1ЬНВ1, ЧТо 
пролактина так же, как инсулина, осуществляется не через6 Деиствпе 
циклазную систему. Этот пептидный гормон селективно ад6НИлат- 
транскрипцию казеиновой .мРНК ц время ее почураспа ' С"ЛИВае1 
25 раз). Число подобных примеров постоянно возрастает г В 17~~ 

н чшет. с полной 
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уверенностью к ним можно отнести эритропоэтин, который сначала 
способствует дифференцировке стволовых клеток крови по эритроид
ному пути, а затем индуцирует в эритробластах синтез глобиновой 
мРНК. Характерно также действие соматотропина, один из ранних 
эффектов которого заключается в усилении синтеза рРНК, повышении 
активности ядрышковой РНК-полимеразы. Введение гормона роста 
приводит к уменьшению фосфорилирования негистоновых белков и 
увеличению фосфатных групп в гистонах. К числу низкомолекулярных 
гормонов, действующих через генетический аппарат клетки, непосред
ственно участвующих в регуляции синтеза РНК, относится большая 
группа гормонов растений—ауксины, гибберелипы, цитокинины. Для 
них, как и для стероидов, показано существование рецепторных бел
ков, ограниченное количество мест связывания на хроматине и прямое 
влияние на синтез РНК всех классов [9, 10].

Результаты экспериментов по изучению действия гормонов и ней
ромедиаторов, в том числе катехоламинов, па концентрацию сАМР и 
направленность изменений метаболизма белков и нуклеиновых кисло г, 
связанную с соответствующим изменением уровня сАМР, весьма про
тиворечивы. Наблюдались все возможные варианты — увеличение, 
уменьшение и отсутствие эффекта [11, 12]. Также далеко не однозначны 
данные по исследованию конечного этапа в цепи реакций, обусловлен
ных активацией катехоламинами аденилатциклазы—процесса фосфо
рилирования белков [14]. Катехоламины способны изменять синтез 
белков и нуклеиновых кислот в самых различных типах эффекторных 
клеток, однако конкретные механизмы, точки приложения этих влия
ний, концентрационные зависимости, особенности эффектов в различ
ных дифференцированных тканях остаются неизвестными.

Между тем можно с уверенностью сказать, что в пролифелирую- 
щих клетках стимуляция синтеза специализированных белков, РЫК и 
ДНК не зависит от увеличения содержания сАМР. В пользу этого сви
детельствуют следующие убедительные результаты экспериментов, 
выполненных па культивируемых клетках асцитной карциномы и хря 
щевой ткани куриных эмбрионов. При введении в инкубационную 
среду дибутирил-сАМР или сАМР вместе с ингибитором ФДЭ 3-изо- 
бутил-1-метилксантином было установлено, что причиной стимулиро
вания белков и нуклеиновых кислот является внутриклеточный АТР из 
продуктов метаболизма сАМР [13].

Анализ молекулярных механизмов регуляции активности генома 
клеток катехоламинами с учетом накопленного к настоящему времени 
экспериментального материала приводит к следующим заключениям. 
сАМР далеко не единственный второй посредник в действии нейро
гормонов. В этом качестве столь же существенна роль олиго-А, каль
модулина и Са2+. Эти и некоторые другие факторы формируют ре
гуляторные циклы, согласованная работа которых обеспечивает опти
мальную специализированную функцию клеток [2, 15]. Вероятно, что 
недооценка этого обстоятельства служит одной из причин неоднознач- 
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пости результатов экспериментов при исследовании изолированных 
циклических нуклеотидов (сАМР, сСМР).

Значение процессов сАМР-зависимого фосфорилирования в ядрах 
клеток для регуляции активности генома весьма ограничено- Сущест
венную роль играет также сАМР-независимый (перенос фосфатных 
остатков. В отдельных звеньях регуляторных систем, включающих 
сАМР, стимулирование процесса достигается при дсфосфорилировании 
[16]. Недавно было установлено, что в клетках мозга протеннкиназная 
активность преимущественно сосредоточена в цитоплазме. В мембран
ной фракции активность киназ составляла 38%, и лишь 6,3% прихо
дилось на долю клеточных ядер. В ядрах при увеличении содержания 

стимулирование фосфорили- 
возрастало в несколько раз 
в ядрах нейронов и других 

сАМ'Р-независимыё протеин-

сАМР наблюдалось лишь незначительное 
рования в отличие от цитозоля, где оно 
[1/]. Это согласуется с тем фактом, что 

в

клеток присутствуют преимущественно
киназы- сАМР-зависимые протеинкииазы характеризуются низкой суб
стратной специфичностью и могут фосфорилировать многие белки, - 
том числе и в хроматине, в состав которого входит около 500 ппдиви-
дуальных белков. Причем они лучше катализируют фосфорилирование 
„.стонов по сравнению с негнетоновымн белками хроматина [16].

Фосфорилирование гистонов хроматина имеет значение для прояв
ления эффектов катехоламинов о сАМР в индукции или ингибирован.... 
транскрипц.....Известно, что диссоциация гистона Н1 является первым
необходимым условием деконденсацпн хроматина. Этот процесс в свою 
очередь способствует началу транскриоировання ДНК. Вместо с тем 
фосфорилирование Н1 снижает его способность вызывать .«...форма- 

пнк- Модифицированный Н1 связывается со ционные изменения в ДНК. 1 г *пык՜ в препарате, а кооперативность его взап- многпми или со всеми ДНК » “1 ‘ *П1,„ .„.„„Тея Показана корреляция между коиденса-модеиствия с ДНК нарушаем-”.. . „ митотического цикла и фосфорилированиемциен хромосом н профазе мн‘и г. Т1П1. участии специфических киназ гистон Н1. Фосфорилированный ПРП ■>
„ . . „,„ярт поперечные сшивки ДНК и агрегациюболее эффективно вызывает ւ.пржорилированныи, что не согласуется с из- полипуклеотида, чем нефосфор ւ

" тмтлжительного заряда его молекулы [18].мснснисм величины положи и-,, генетического аппарата клеток с участиемМеханизмы регуляции • н
- „.„..ы характеризуются невысоким уровнем спе-аденилатциклазнои систем» • ■, . .. результате гормонального эффекта функциицифичности- Усиление в ре-1? » г1 „ „я., группы генов, кодирующих синтез белковиндивидуальных генов пл։ ւ .

... .. „„трмы трудно представить в рамках классическойодной ферментной систел .г- л»Лп1 1 „„ яденилатциклазы, синтез сАМР, стиммлирова-схемы: активирование ад - 1
„ие „„ои-пикиназ. фоефОрпЛ.1ро.։а....с хроматиновых белков. Возникает 

относительно низкой специфичностью псредаточ- противоречие между °111 1
, лмо! и высокоспецифическим ответом клетки—актива- ного звена (сАМН 11 „„..пт набора генов. Сигнал с плазматической мембраны циеи определенною .

, на систему низкомолекулярных веществ, которые неспосоо- 
пь^нест^информацию, необходимую для высокоспецифйческой актива
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ции генов. В жировых клетках—адипоцитах увеличение_концентрации 
с АМР достигается при действии, по крайней мере, восьми гормонов 
(АК.ТГ, глюкагон, адреналин и др.). Все они располагают собствен
ными рецепторами, однако активируется при этом одна и та же адени- 
латциклаза [10].

Полагают, что катехоламины осуществляют свои специфические 
эффекты благодаря изменению компартментализацни веществ в клет
ке. Это согласуется с их быстрым (порядка секунд или минут) дей
ствием. Однако в этом случае понятие компартменталнзации под
меняется изменением проницаемости клеточных мембран. Катехолами
ны связываются с рецепторами, расположенными в плазматической 
мембране и открывают каналы пассивного транспорта ионов. Проис
ходит перераспределение веществ в клетке или между клетками [4]. 
Синаптические эффекты катехоламинов несомненно сопровождаются 
изменением работы ионных каналов, в то время как регуляция функций 
генома не связана непосредственно с изменением проницаемости кле
точных мембран. Естественно, при этом действие нейрогормона может 
лишь опосредованно влиять на синтез белков путем изменения обеспе
ченности систем белкового синтеза субстратами и энергией. Сущест
венно, что сАМР-зависимое фосфорилирование направлено прежде 
всего на модификацию мембранных структур [4].

При активировании аденилатциклазной системы ускоряется или 
замедляется общий белковый синтез. Такая фаза в действии гормонов 
и нейромедиаторов наблюдалась в многочисленных экспериментах. В 
большинстве случаев стимулируется или индуцируется синтез de novo 
одновременно значительного количества различных белков, и повышает
ся активность общего метаболизма [19]. Вероятно, что эти процессы 
обеспечивают подготовку клетки для реализации специфического эф
фекта нейромедиаторов и гормонов на геном и являются причиной хо
рошо известного для стероидов латентного периода, предшествующего 
синтезу индивидуальных мРНК- Вместе с тем следует предположить,, 
что это лишь один из этапов нейрогормональной регуляции, подобный 
стрессу на клеточном уровне, неспецифичеокой реакции готовности. 
Однако для клетки наиболее важна специфическая индукция и репрес
сия синтеза белков, то есть изменение концентрации лишь одного или 
нескольких белков при неизменной концентрации всех остальных [4].. 
Эта мысль все больше занимает исследователей. В отношении регуля
ции синтеза стероидов она формулируется таким образом, что вполне 
может быть распространена и на синтез белков. «Существует, по-видн- 
мому, два одинаково важных и согласованно работающих механизма 
активации стероидогенеза. Один из них опосредуется реакциями 
сАМР-зависимого фосфорилирования ферментов, а другой—измене
нием матричной активности генома» [4].

Одним из главных аргументов при обосновании необходимости 
вторичных посредников в механизмах действия катехоламинов счи
тается наличие каскадной системы усиления сигнала этих нейрогор- 

446



молов, поскольку физиологические их концентрации (-•֊'10М) на 
один-два порядка ниже концентрации субстратов. При этом упускается 
из виду, по крайней .мере, два существенных обстоятельства. Эффек
тивная концентрация катехоламинов может быть значительно больше, 
чем 10“8 М. Например, в процессах проведения нервного импульса 
концентрация норадреналина в синаптической щели в момент выброса 
нейромедиатора составляет 10~4—10՜3 М [20]. С другой стороны, 
хорошо известно, что действующие концентрации стероидов равны 
Ю՜10 —10՜3 М, то есть по порядку величин не отличаются от значе
ний, характерных для норадреналина. Получается, что два класса гор
монов, которым приписываются альтернативные механизмы регуляции 
активности генома, обладают одинаково важным качеством—присут
ствуют в клетках в близких друг другу концентрациях. Следовательно, 
выбор особенностей регуляции по этому признаку, предусматривающий 
усиление сигнала для одного вида гормонов и отсутствие такой необ
ходимости для другого, выглядит неубедительно. Рассмотренные ре
зультаты дают основание предположить, что первичный ответ клетки 
на действие стероидов и катехоламинов осуществляется по типу стресс- 
реакцни, вызванной активированием аденнлатциклазной системы. 
Дальнейшие регуляторные эффекты этих биологически активных ве
ществ на геном обусловливаются особенностями их химической струк
туры и реализуются на уровне хроматина: индуцируется транскрипция 
структурных генов, активных в данной1 специализированной клетке.

Как уже упоминалось, в результате сАМР-зависимого активиро
вания протеинкйназ в хроматине фосфорилируются преимущественно- 
гистоны. Эти белки представляют собой неспецифические интегральные 
ингибиторы транскрипции. Взаимодействие их с ДНК в отличие от не
гистоновых белков включает или выключает функцию участков генома 
в целом- Тонкая регуляция активности индивидуальных генов гистонами 
по многим причинам не может осуществляться. Модификация (фосфо
рилирование) гистонов должна вызывать сразу крупный генерализо
ванный ответ генетического аппарата клеток. В пользу такого заклю
чения свидетельствуют также данные о том, что введение животным 
сАМР в широком интервале концентраций вызывает стимуляцию син
теза в ткани головного мозга только рРНК и тРНК, в то время как 
синтез ядерных РНК АУ-типа даже угнетается. Иными словами, акти
вируется предсушествовавшая программа новообразования макромо
лекул Индукция синтеза мРНК отсутствует. Интересно, что противо
положный эффект вызывает введение сОМР. В этом случае индуци
руется накопление ядерных РНК АУ-типа (пре-мРНК) [14].

Показано, что повсеместно нервные и соматические клетки обла
чают рецепторами соответственно к различным нейромедиаторам и гор
монам, причем, как правило, разнонаправленного действия. Осуще
ствляется независимая регуляция определенных участков хроматина, а 
не модуляция одного гормона другим [21, 22]. Непонятно в этом случае, 
как реализуется специфичность регуляторных эффектов на геном от
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дельных катехоламинов, других нейромедиаторов и гормонов, если все 
они активируют аденплатциклазу. Трудно понять также, как происхо
дит дифференциация физиологических ответов в таких клетках на ос
нове механизмов, ограниченных взаимодействием эффектора с рецеп
торами плазматической мембраны. Известно, что специфичность опре
деляется соответствующими рецепторами компетентных клеток, то 
есть гормон или нейромедиатор способен действовать на все ткани, а 
специфический эффект, проявляется только в клетках, располагаю
щих нужным рецептором. Вместе с тем, поскольку синтез рецептора, 
как и других белков, кодируется нуклеотидными последовательностями 
ДНК, надо полагать, что специфичность регуляторных влияний обус
ловлена в конечном итоге свойствами генома.

Неизбежным следствием представлений о специфической роли 
сАМР в регуляции является необходимость допущения жесткой детер
минированности структуры и функции генома. В какой-то мере, подра
зумевая дифференцировку тканей в многоклеточных организмах, 
структура иу-клеогистоиов действительно детерминирована и насле
дуется по эпигенетическому типу. Однако речь при этом может идти 
лишь о той структуре, функция которой затем уже будет регулиро
ваться гормонами и нейромедиаторами. В этом случае нет оснований 
считать геном строго запрограммированным, поскольку в многочис
ленных экспериментах с эукариотическими клетками наблюдалось 
явление гормональной индукции [22].

Происходят качественные сдвиги в экспрессии генов—показано, 
например, что до введения эстрадиола в печени птиц специфические 
мРНК отсутствуют [9]. В эукариотических клетках синтезируется 
около 105 различных молекул ядерных РНК- При этом даже в специа
лизированных секреторных клетках специфические для них мРНК 
составляют лишь незначительную часть (~0,1—0.7%). то есть для под
держания стационарного состояния (нужды самоуправления) необходи
мо подавляющее большинство транскрибируемых мРНК- Вместе с тем 
понятно, что гены внутреннего жизнеобеспечения клетки нс могут быть 
детерминированы, так как должны реагировать -на изменение многих 
факторов внутренней и внешней среды, а не только на один гормон 
или нейромедиатор. Против детерминированности генома свидетель
ствуют также данные о том, что разные гормоны в одних и тех же 
клетках могут активировать синтез различных белков [9, 10, 22]. Не 
было обнаружено у прокариот специфического связывания рецептор
ного для сАМР белка с ДНК. Этот белок способен связывать нативные 
ДНК самого различного происхождения: фаговую, тимуса теленка, 
спермы лосося, эритроцитов курицы. Наблюдалось также связывание 
с денатурированной ДНК и с одиночными нитями нерепликативной 
формы фаговой ДНК. Следовательно, избирательность в, регуляции 
каких-то определенных генов при активации адеиилатциклазы и в 
этой простой системе отсутствует [23].

Гормональная регуляция не обладает триггерными свойствами.
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Наблюдается ле включение или выключение определенной функции, а 
только ее усиление или ослабление [4]. Между тем этот принцип обес
ценивается, если считать, что специфичность гормонального сигнала 
определяется набором генов и белков, функционирующих в данных 
клетках [2, 4]. В этом случае оказывается, что достаточно клегке 
пройти этапы дифференцировки, а в дальнейшем уже не важно, какой 
сигнал химической или физической природы активирует геном. Полу
чается, что нет необходимости в разнообразии гормонов, нейромедиа
торов и т. д., так как ответ клетки жестко детерминирован. Между тем 
наблюдается согласованность физиологических эффектов адреналина и 
норадреналина и противоположно направленное влияние их на про
цессы трансляции, транскрипции и репликации. Это находит отраже- 
нис в том, что здрензлин угнетзет митотическую зктивность, а нора
дреналин ее стимулирует. Вместе с тем ооз эти катехоламина, спосоо՜ 
ные активировать адснилатциклазу, выступают как агонисты а- и р-ад- 
ренорецепторов. В присутствии же сАМР деление клеток подавляется 
[3]. Следовательно, должны быть рецепторы со знаком « + » и «—». 
Между тем понятно, что регулирующих белков должно быть меньше, 
чем структурных генов, иначе создается порочный круг, в котором за 
каждым структурным геном будет стоять бесконечная цепочка регу
ляторных белков и генов, контролирующих друг друга [10]. Рецеп
торы, таким образом, выступают в качестве молекул, лишь совершен
ствующих гормонально-медиаторную регуляцию. Предшественник син
теза катехоламинов-ДОФА оказывает выраженные эффекты на со
стояние макромолекулярных синтезов, отличающееся от действия ка
техоламинов, между тем специальные рецепторы для этой аминокисло
ты неизвестны [1]. Возбуждение адренергических р-рецепторов, что 
закономерно связано с повышением уровня сАМР, ингибирует митоти
ческую активность, а возбуждение а-рецепторов стимулирует регене
рацию печени [24]. В какой-то мере названные противоречия могут 
сглаживаться, если допустить, что высокие и низкие концентрации 
сАМР активируют различные классы протеинкиназ, обусловливающих, 
в свою очередь, даже противоположные эффекты на процессы проли
ферации [5]. Однако объяснить специфичность действия различных 
гормонов и нейромедиаторов на основе одного и того же механизма 
(индукция синтеза сАМР) по-прежнему затруднительно. Отмечается 
неопределенность зависимости функции отдельных нейронов от со
стояния аденилатциклазной системы. Описаны эксперименты, в кото
рых не удалось подтвердить подобие влияния норадреналина и сАМР 
на возбудимость нейронов [25].

Таким образом, участие аденилатциклазной системы в опосредо
вании действия на геном катехоламинов характеризуется в основном 
интегральными, эффектами, что дает основание предполагать возмож
ность регуляции генома клеток нейромедиаторами путем взаимодей
ствия с ядерными структурами. Важным свидетельством этого было 
бы наблюдение изменения матричной активности хроматина изолиро-
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ванных ядер в присутствии катехоламинов. Постановка таких опытов 
была затруднена тем,' что оптимум pH активности РНК-полимераз 
находится вблизи pH 8,0, а катехоламины в этих условиях окисляются. 
Методические трудности удалось преодолеть, используя свойство ци
тозоля ингибировать самоокисление катехоламинов. В результате 
было установлено, что норадреналин вызывал увеличение синтеза 
мРНК [26]. Существенно, что изменение матричного ДНК-за видимого 
синтеза РНК в изолированных ядрах нейронов многократно воспроиз
водилось под влиянием нейромедиаторов (АХ, серотонин, ГАМК), мо
лекулы которых более устойчивы по сравнению с норадреналином. 
Актиномицин D устранял эти эффекты нейромедиаторов [20, 27].

При рассмотрении механизмов регуляторного действия катехола
минов, предусматривающих их взаимодействие с внутриядерными 
структурами, необходимо располагать данными о .проникновении ней
ромедиатора в клетки. В экспериментах с радиоактивно меченым нора
дреналином было обнаружено, что он легко транспортируется в изоли
рованные ядра нервной ткани и связывается с различными фракциями 
хроматиновых белков [28]. Катехоламины проникают также в ядра 
различных типов культивируемых клеток [29—31]. Весьма существен
но, что норадреналин способен связываться с белками хроматина и 
кариоплазмы in vivo после введения в боковые желудочки мозга с ин
тенсивностью, пропорциональной скорости синтеза соответствующих 
фракций. Получены результаты, указывающие на то, что меченый но
радреналин связывается с вновь синтезированными белками хромати
на, новообразование которых было индуцировано в результате интра
краниального введения нейромедиатора. Исследование кинетики взаи
модействия с различными ядерными структурами выявляет последова
тельность процесса движения нейромедиатора: уменьшение уровня мет
ки в кариоплазме соответствует ее увеличению в хроматине [28].

Практически весь норадреналин, содержащийся в кариоплазме, 
находится в связанном состоянии с высокомолекулярными ее компо
нентами. В остаточном ДНК-протеиновом комплексе, белки которого 
наиболее вероятные претенденты на роль специфических регуляторов 
активности хроматина, норадреналин связывается с полппептиднымп 
компонентами, а не с ДНК-

Известно, что при рассмотрении специфичности взаимодействия 
нейромедиатора или гормона с рецепторами, учитывается блокирова
ние связывания нейрогормона его химическими аналогами. Лучшими 
в этом смысле аналогами по сравнению с любыми агонистами или ан
тагонистами являются стереоизомеры. Как выяснилось, значение вели
чины связывания dl- и 1-норадреналина с различными белковыми фрак
циями хроматина не было одинаковым. С ДНК-белковым комплексом 
1-изомер взаимодействовал в два раза интенсивнее, чем dl-препарат, то 
есть можно полагать, что величина связывания dl-норадреналина опре
делялась количеством 1-изомера в рацемической смеси. С белками ка
риоплазмы 1-изомер взаимодействовал в 7 раз интенсивнее, чем dl-но
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радреналин. Это, по-видпмому, не зависело от различной проницаемо
сти стереоизомеров норадреналина, так как величина связывания 
с11-препарата с гистонами, и негистоновыми белками отличалась не
значительно по сравнению с ДНК-белковым комплексом и материалом 
кариоплазмы.

При изучении механизмов регуляции процессов транскрипции и 
репликации ДНК стероидными гормонами было обнаружено, что ин
гибиторы РНК- и ДНК-полимераз, действующие путем блокирования 
связывания этих ферментов с ДНК, препятствуют также взаимо
действию гормон-рецепторных комплексов с хроматином [4]. Ин
тересно, что взаимодействие " 1-норадреналина . с ДНК-белковым 
комплексом и белками кариоплазмы В отличие от гистонов и фракции 
негистоновых белков полностью блокировалось актиномицином Э при 
интракраниальном введении его вместе с нейромедиатором. Таким об
разом эффект актиномицина О на взаимодействие норадреналина с 
хроматином подобен действию на связывание стероидных гормонов. 
Эти факты косвенно указывают на присутствие в ядрах клеток мозга 
рецепторов норадреналина и служат обоснованием для их поисков и 
выделения в виде индивидуальных белков [3

Результаты молекулярно-биологических исследований свидетель
ствуют, что биологически активные вещества участвуют в регуляции 
активности генома, оказывая влияние на структуру ДНК, ДНК-белко- 
вые и белок-белковые взаимодействия в хроматине. В связи с этим при 
исследовании молекулярных механизмов действия норадреналина на 
генетический аппарат клеток изучали ёго эффекты на ДНК, комплексы 
ДНК-белок и՜ гпетоны-негцетоновые белки. Было установлено, что но
радреналин связывается с очищенными молекулами ДНК в резуль
тате ионных, водородных и гидрофооных взаимодействий. Данные 
ЯМР-спектроскопии свидетельствовали, что ковалентные связи или 
интеркаляция норадреналина между плоскостями оснований ДНК не 
наблюдаются [33, 34]. Избирательность взаимодействия норадреналина 
по отношению к различным классам очищенных поли- или мононук
леотидов отсутствовала, то есть реакция с ДНК была не специфиче

ской [35].
Макромолекулярная структура ДНК в присутствии норадрена

лина изменялась незначительно. Вместе с тем следует подчеркнуть, что 
при соблюдении условий, препятствующих окислению нейромедиатора, 
дефекты двойной'спирали -не возникают. Какие-либо признаки деграда
ции ДНК не наблюдались [36, 37]. Отсюда следует, что реакция свя
зывания норадреналина и ДНК не имеет сколько-нибудь существенно
го биологического значения [33] • Структура комплексов гистоны-неги- 
стоновые белки под влиянием норадреналина не изменялась. Таким 
образом, на уровне белок-белковых взаимодействий в хроматине нора
дреналин также не действует [39].

Результаты спектроскопии в оптическом и радиодиапазонах, а 
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также удаление радиоактивно меченного норадреналина, после обработ
ки нуклеопротеидов проназой, указывали на преимущественное взаи
модействие нейромедиатора с белковыми компонентами“хроматина. 
Изучение параметров тепловой денатурации ДНК-белковых комплек
сов показало, что норадреналин в концентрации 10՜“ — 10՜8 М вызы
вал нарушение связи ДНК-белок. В пользу этого свидетельствовали 
также эксперименты по гель-хроматографии, в результате которых 
удалось наблюдать частичную депротеинизацию этого комплекса в 
присутствии норадреналина. Существенно, что эффект обладал коопе
ративностью: одна молекула нейромедиатора была способна оказы
вать влияние на участок ДНК, лишь немногим уступающий по величи
не средним размерам генов. Возможно, что физиологические концен
трации норадреналина достаточны для возникновения серьезных изме
нений в структуре хроматина [40, 41].

Было установлено, что необходимым условием для этого является 
наличие фенильных атомов кислорода в 3- ՝и 4-ом положении бензоль
ного кольца норадреналина, способных к образованию хелатных свя
зей [42, 43]. На этом основании можно заключить, что в составе комп
лекса ДНК-белок норадреналин взаимодействовал не собственно с 
белками, а с двухвалентными катионами, при помощи которых белки 
связаны с ДНК, что согласуется с данными, свидетельствующими о 
большом значении этих катионов в формировании структуры хрома
тина. Связь гистонов с ДНК стабилизируется двухвалентными катиона
ми, и при этом фиксируется определенная конформация двойной спи
рали [44]. Наблюдали связывание с ДНК индивидуальных негистоно
вых белков, опосредованное Ме2+[45]. Обработка хроматина комп
лексонами приводит к его деконденсации [46]. ЭДТА—классический 
комплексон--подобно норадреналину изменял величину параметров 
тепловой денатурации ДНК и вызывал диссоциацию части белков в 
составе их комплекса с ДНК [40, 47]. Определение в нем содержания 
многовалентных катионов металлов показало, что эффективная концен
трация катехоламинов и ЭДТА соответствует суммарному содержанию 

и Саг+ [42]. Все это позволяет считать, что молекулярный 
механизм взаимодействия норадреналина с хроматином может вклю
чать изменение его свойств после нейтрализации названных катионов, 
что вызывает освобождение части белков, деконденсацию определен
ных участков хроматина, подготавливающихся таким ооразом к нача
лу транскрипции. Этот механизм согласуется с данными о том, что при 
умеренной транскрипции структурной области генов .происходит уда
ление гистона Н1 и части коровых гистонов, а при интенсивной—всех 
гистонов. Важно, что удаление Н1—процесс кооперативный .[48].

* ♦ *
Изложенный в статье материал можно рассматривать как элемен-; 

ты теории гормонально-медиаторной регуляции катехоламинами, актив
ности генома эффекторных клеток. Катехоламины, связавшиеся с пост
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синаптической мембраной, активируют аденилатциклазу и стимули
руют все последующие процессы интегральной стимуляции систем эф
фекторной клетки. Часть молекул реутилизируется путем обратного- 
захвата- Одновременно норадреналин проникает внутрь иннервиро
ванной клетки и действует на хроматин по механизму, обеспечиваемому 
его хелатными свойствами. В этом важная роль принадлежит гидрок
силам в 3֊ и 4-ом положении ароматической части молекулы катехо
ламинов, при участии которых происходит также взаимодействие с 
адренорецепторами [43]. Установлено, что обработка ДНК-протеино- 
вых комплексов катехоламинами и эстрогенами вызывала качественно։ 
идентичные изменения в их кривых плавления [49]. Обнаружено, что 
повторные инъекции катехоламинов так же, как стероидов, вызывают 
обычно более выраженные эффекты, чем первые [50]. Катехоламины, 
наряду со стероидными и тиреоидными гормонами, выступают в качест
ве регуляторов роста, развития, дифференцировки клетрк [4, 51]. В 
отличие от быстрых эффектов указанных гормонов в процессах синап
тической передачи, время развития этого их действия измеряется ча
сами. Следует обратить также внимание на то обстоятельство, что- 
тиреоидные гормоны и катехоламины являются производными одной и 
той же аминокислоты—тирозина. Все перечисленное свидетельствует 
в пользу предположения о наличии общих закономерностей в действии 
катехоламинов, стероидных и тиреоидных гормонов... Возможно, эти 
регуляторы действуют на клетки в два этапа, активируя вначале 
аденилатциклазную систему, а затем проникают в ядро и взаимодей
ствуют с хроматином.

Выявленные закономерности и сформулированные представления 
не исчерпывают проблему изучения молекулярных механизмов дей
ствия катехоламинов, а являются лишь предпосылкой для^дальней- 
ших исследований в этом направлении.

MECHANISMS of catecholamine involvement in THE 
REGULATION OF CELL GENOME ACTIVITY

BOZHKQ G. KH.

Kharkov Research Institute for Neurology and Psychiatry, Ministry of Health, UkrSSR

The universal role of adenylate cyclase-cAMP system activation in 
the effect of all known classes of neuromediators and hormones is sum
marized. It has been established that some peptide hormones and ca
techolamines interact with chromatin. In some cases specific binding si
tes and receptors for biological regulators are described. Data concerning 
catecholamine penetration Into nuclei of neurons and the molecular 
mechanisms of CA interaction with chromatin components are considered. 
It is shown that norepinephrine mainly affects DNA-protein complexes 
of chromatine. The catecholamine interaction with DNA and hlstone-
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nonhistone complexes cannot be a decisive factor in the_realization of 
ca effect on genome function. Cells responce to CA action is supposed 
to include two steps: a general stimulation through cyclase system and 
the regulation of individual genes due to interaction with intranuclear 
structures.
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