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ИЗМЕНЕНИЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ 
СИНАПТИЧЕСКИХ МЕМБРАН ПОД ДЕЙСТВИЕМ

ФОСФОЛИПАЗ А2, С и О

“БРУСОВАНИК в. И.. “«ЕРИН А. Н, “СЕЛИЩЕВА А. А., 
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'“Биологический факультет МГУ им. М՜. В. Ломоносова. ““Институт эволюционной 
֊физиологии н биохимии им. И. М. Сеченова АН СССР, Ленинград, “““Всесоюзный 

центр психического здоровья АМН СССР, Москва

Методом флуоресцентного и спинового зондирования показано изменение физи
ко-химических параметров мембран синаитосом из мозга крыс под действием раз
личных фосфолипаз. Установлено, что обработка фосфолипазам։։ А2. С и О приводил 
к деполяризации мембран синаитосом и увеличению их отрицательного поверхност
ного потенциала. Действие фосфолипаз А,2 и С вызывает сн։։жеш։е микровязкостн ли
пидного бислоя сина'Птических мембран. Обнаруженные изменения фнзико-хнмнче- 

•СК1ГХ характеристик синаптических мембран под действием фосфолипаз рассматри
ваются с точки зрения возможной регуляторной роли фосфолипидов и продуктов ,։х 
метаболизма в трансмембранной передаче химических сигналов.

В настоящее время установлено, что фосфолипазы играют важ
ную роль в функционировании синаптических мембран [1]. В част
ности, постулировано, что активация фосфолипазы А2 является од
ним из ключевых звеньев трансмембранной передачи химических 
сигналов [2, 3]. Фосфолипаза С принимает участие в метаболизме 
фосфатидилинозитидов, сопряженном с регуляцией тока Са2* внутрь 
нервной клетки [4]. Наконец, фосфолипаза О участвует в метаболиз
ме церамидов—важных компонентов липидов мозга [5]. В опреде
ленных условиях активация фосфолипаз является функционально не
обходимым звеном и обеспечивает не только протекание необходимых 
метаболических процессов, но и модификацию структурной органи
зации липидного бислоя мембран нервных окончаний.

Уже не приходится сомневаться, что липидный бислой, наряду с 
белковыми компонентами, определяет структурно-функциональную 
организацию биологических мембран в целом и, в частности, мембран 
нервных окончаний [1], поэтому модификация липидного бислоя под 

.действием фосфолипаз может приводить к существенным изменениям
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структурно-функциональной организации нервных окончаний. В то՝ 
же время действие фосфолипаз на физико-химические характеристи
ки синаптических мембран практически не изучено..

Настоящая работа посвящена исследованию изменений трансмем
бранного потенциала (ТМП), поверхностного потенциала и микровяз
кости липидного бислоя мембран сииаптосом под действием, фосфол и- 

֊ паз А2, С и D.

Материалы и методы

Синаптосомы из серого вещества мозга крыс линии Wistar получали по методу 
Hajos [6]. Концентрацию белка определяли как описано в работе Markwell и։ 
соавт. [7]. Липиды из мембран сииаптосом экстрагировали по методу Folch л соавт. 
[8]. Разделение фосфолипидных классов проводили с помощью двумерной тонко
слойной хроматографии в микроварианте [9]. Липидный фосфор определял!!՛ мето
дом Vaskovsky и соавт. [10]. О микровязкости липидного бислоя мембран синапто- 
сом судили по времени вращательной корреляции хс спинового-зонда—спнн-меченого 
эфира стеариновой кислоты (ЭСК)* * [П]. Изменения трансмембранного потенциала 
(ТМП) сииаптосом регистрировали с помощью флуоресцентного зонда 3.3-днпро- 
пил-2, 2-тиокарбоцианида: diS-C3-(5)**  [^]> а поверхностного—с помощиЮ флуо
ресцентного зонда 1-анилинонафталин-8-сульфоната (АНС) [13]. Зонды diS-C3 (5),. 
АНС и ЭСК в суспензию сииаптосом вводили в этанольном растворе за 3-5 мин до- 
измерений. Флуорометрические измерения проводили на спектрофлуориметре Hita
chi-850 (Япония) в термостатируемой кювете при 37±1°. Спектральная ширина ще
лей возбуждающего и регистрируемого света составляла 5 нм. ЭПР спектры реги
стрировали на малогабаритном ЭПР-спектрометре в капиллярах диаметром 1 мм.

Препараты для проведения исследовании были՛ любезно предоставлены:
* ЭСК—В. И. Швецом (МИТХТ им. М. В. Ломоносова);

** diS-C3-(5)—Е. В. Никушкиным (Институт общей патологии и патофизиологии. 
АМН СССР);

*** фосфолипаза D—В. И. Кулеие (Институт прикладной энзимологии, Вильнюс).

Обработку мембран сииаптосом фосфолипазами проводили в средах следующего֊ 
состава (в мМ): среда 1— HEPES—20, NaCI—115, КС1—5, NaHCO3—5, Mg£l2՛—1,3, 
глюкозы—10; среда 2 отличалась от среды 1 тем, что содержала 5 мМ NaCI п 14-5 мМ 
KCI. Величина ТМП мембран сииаптосом в средах 1 и 2 равна соответственно 70— 
80 и 0 мВ [14]. Гидролиз фосфолипидов фосфолипазами проводили в присутствии 
экзогенного Са2 + . В случае фосфолипаз А2 и С реакцию- останавливали добавлением. 
5 мМ ЭДТА, а в случае фосфолипазы D—добавлением 5-кратного объема смеси хло
роформ-метанол (2:1 по объему). О степени гидролиза судили по накоплению лизо- 
фосфоли видов, фосфатидной кислоты и водорастворимого фосфора как продуктов 
гидролиза в случае фосфолипаз А2, D и С соответственно.

В работе использовали фосфолипазы А2 и С («Boeringer», ФРГ), олеиновую кис
лоту, HEPES и сахарозу («Serva», ФРГ), АНС («Sigma», США)-, фосфатидную кис
лоту («Koch-Light», Англия), diS-C3-(5) (США), фосфолипазу D***.  Остальные реак
тивы—отечественного производства квалификации не ниже «хч».

Результаты и обсуждение

Известно, что синаптосомы, выделенные из нервной ткани, сохра
няют электрические, осмотические и рецепторные свойства интактных 
нервных окончаний [15] и способны при деполяризации мембран сек
ретировать медиатор. В настоящей работе исследовали действие раз
личных фосфолипаз на изменение таких физико-химических пара
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метров сипаптосом, как ТМП, поверхностный потенциал и микровяз
кость липидного бислоя. При выборе исследуемых физико-химических 
параметров руководствовались следующими соображениями: ТМП 
определяет канальную проводимость синаптических мембран и обес
печивает проведение возбуждения по нервному окончанию, регули
руя секрецию медиатора в синаптическую щель. Поверхностный по
тенциал участвует в обеспечении регуляции воротных механизмов 
транспорта ионов. Микровязкость липидного бислой определяет, не
видимому, подвижность мембранных рецепторов и поэтому может 
сказываться на процессе взаимодействия лигандов с рецепторами.

Рис. 1. Температурная зависимость в координатах Аррениуса подвижно
сти Тс зонда ЭСК (2.10-4М) в мембранах сипаптосом (30 мг белка/мл) 

(7) и в мембранах сипаптосом, обработанных фосфолипазой .42 (2), 
фосфолипазой С (3) и фосфолипазой О (4). Объем образца—30 мкл, сте
пень обработки фосфолипазами составляет 20—25% гидролизо-ванных 

фосфолипидов
Рис. 2. Кинетика изменения флуоресценции сН8-С3-(5) (10-7 М), введенно
го в суспензию сипаптосом (300 мкг белка/мл) в средах / и 2 под дей
ствием фосфолипазы А2 (10 мкг/мл), фосфолипазы С (1 мкг/мл) и фос
фолипазы 2) (0,1 мкг/мл). Среды инкубации содержат 1 мМ СаС12. Дли
на волны возбуждения—650 нм, длина волны флуоресценции—688 нм. 
Стрелками указаны моменты введения фосфолипаз (2) и валиномицина 
(2). По оси ординат Е/Ео—отношение интенсивности флуоресценции зои
ла в суспензии сипаптосом при соответствующих добавках к интенсивно

сти его флуоресценции без каких-либо воздействий

Таким образом, ясно, что выбранные для исследования физико-хими
ческие характеристики определяют эффективность трансмембранной 
передачи химического сигнала и синаптической передачи в целом.

Влияние фосфолипаз А2, С и О на микровязкость мембран си֊ 
наптосом. В качестве зонда, чувствительного к микровязкости синап
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тических мембран, использовали спин-меченый ЭСК. Поскольку ни- 
троксильный радикал ЭСК ковалентно связан с -7-м атомом жирно
кислотной цепи,. ои локализован непосредственно в гидрофобной об
ласти липидного бислоя, и время вращательной корреляции тс ЭСК 
-отряжает микровязкость липидного бислоя мембран сииаптосом [11]. 
Как видно из данных, представленных на рис. 1, обработка сииапто
сом фосфолипазами А2, С и О влияет на микровязкость мембран раз
личным образом: фосфолипазы А2 и С снижают время вращательной 
корреляции тс ЭСК во всем исследуемом интервале температур (от 
О до 40°). В то же время фосфолипаза О практически не меняет вре
мя вращательной корреляции. Представленные данные позволяют 
сделать заключение о том, что действие фосфолипаз А2 и С вызывает 
снижение микровязкости фосфолипидного бислоя сииаптосом, а дей
ствие фосфолипазы О не сказывается на микровязкости. Аналогич
ные результаты—снижение микровязкости мембран сииаптосом под 
действием фосфолипазы А2—наблюдали и ранее при измерении поля
ризации флуоресценции 1,6-дифенил-1,3,5-гексатриена. При этом было 
установлено, что снижение микровязкости вызвано, в основном, обра
зованием свободных жирных кислот, а не лизофосфолипидов [16], 
Последний факт находится в хорошем соответствии с многочисленны
ми данными р том, что свободные жирные кислоты вызывают сни
жение микровязкостп различных модельных и природных мембран 
[17]. Снижение микровязкостп мембран сииаптосом под действием 
фосфолипазы С может быть, по-видимому, следствием форми
рования внутримембраниых частиц в результате образования диацил- 
глицерина [18]. С другой стороны, хотя под действием фосфолипазы 
О образуется фосфатидная кислота, также обладающая модифици
рующим действием на фосфолипидный бислой [19], в мембранах си- 
наптосом не удается зарегистрировать изменение микровязкости ме
тодом спинового зондирования.

Влияние фосфолипаз А2, С и О на ТМП сииаптосом. Изменение 
ТМП сииаптосом оценивали с помощью флуоресцентного зонда 
•сП5-Сз-(5) [12]. На рис. 2 представлены изменения ТМП сииаптосом во 
времени после добавления фосфолипаз А2, С и О. В среде 1 обработ
ка сииаптосом фосфолипазами приводит к увеличению флуоресцен
ции зонда сН5-С3-(5), связанного с мембранами, что может соответ
ствовать деполяризации мембран сииаптосом. В среде 2 указанные 
фосфолипазы нс изменяют ТМП сииаптосом. Это закономерно, по
скольку ТМП в среде 2 равен нулю, и обработка фосфолипазами не 
может сопровождаться перераспределением ионов, то есть измене
нием ТМП.

Естественно предположить, что наблюдаемые изменения ТМП си- 
наптосом под действием фосфолипаз вызваны образованием продук
тов гидролиза фосфолипидов. Действительно, как следует из рис. 3, 
введение олеиновой и фосфатидной кислот приводит к деполяризации 
мембран сииаптосом, в то время как введение лизофосфатидилхолина 
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и лизофосфатидилэтаноламииа з концентрации 50 мкМ не изменяет 
ТМП. Действие продуктов гидролиза фосфолипазой С не удалось 
промоделировать введением диацилглицерина в связи с тем, что это 
соединение не растворимо в этаноле.

Полученные данные позволяют сделать заключение, что обработ
ка синаптосом различными фосфолипазами приводит к деполяриза
ции мембран синаптосом, обусловленной, по-видимому, изменением 
пассивной проницаемости мембран для К*.  В пользу этого предпо-

Рис. 3. Кинетика изменения флуоресценции (П5-С3-(5) в суспензии синап
тосом (300 мкг белка/мл) в среде 1 ври введении олеиновой (0,1 мМ) (/)՝ 
и фосфатидной кислот (0,05 мМ) (2). Обозначения те же, что и на рис. 2

Рис. 4. Кинетика изменения флуоресценции АНС (10 ~ 7М) в суспензии 
синаптосом (100 мкг белкаДмл) в среде 1 под действием фосфолипазы 
Л2, фосфолипазы С и фосфолипазы О. Концентрации фосфолипаз те же. 
что и на рис. 2. Длина волны возбуждения—360 нм, длина волны флуо

ресценции—430 им. Обозначения те же, что и на рис. 2

ложепиЯ говорит тот факт, что при добавлении валиномицина (10 - 2М) к 
синаптосомам, обработанным фосфолипазами, не наблюдалось изме
нений флуоресценции <115-Сз-(5) (рис. 2). В то же время гидролиз, 
фосфолипидов мембран синаптосом фосфолипазами не приводит к на
рушению целостности мембран. Это заключение сделано на основа
нии того, что обработанные фосфолипазами синаптосомы не способ- 
пы к ферментативному окислению экзогенного пирувата лактатдегид- 
рогеназой синаптосом, содержащейся в цитозоле (графические дан
ные не приводятся). В то же время, судя по нашим данным, ультра
звуковая обработка или добавление 0,1%-иого тритона Х-100 приво
дит к резкому увеличению скорости окисления экзогенного пирувата.

Влияние фосфолипаз Л2, С и Ь на поверхностный потенциал си
наптосом. в качестве зонда, чувствительного к поверхностному потен
циалу, использовали отрицательно заряженный флуоресцентный зонд. 
АНС. При работе с этим зондом часто возникают определенные мето
дические трудности, вызванные различной проникающей способностью- 
зонда в различных модельных и биологических мембранах. В случае
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мембран сииаптосом АНС тем не менее может быть использован как 
зонд, чувствительный к поверхностному потенциалу, поскольку АНС 
не проникает через мембрану сииаптосом [20].

Обработка фосфолипазами Аг, С и D вызывает существенное сни
жение флуоресценции АНС, добавленного к суспензии сииаптосом 
как в среде 1, так и в среде 2 (рис. 4). Поскольку в обеих средах в 
отсутствие сииаптосом не наблюдается флуоресценции АНС, все реги
стрируемые изменения флуоресценции отражают флуоресценцию зон
да, связанного с мембранами. Этот факт, а также практически пол
ное совпадение изменений флуоресценции АНС в средах 1 и 2 позво
ляет заключить, что наблюдаемое снижение флуоресценции АНС при 
обработке сииаптосом фосфолипазами А2, С и D отражает увеличе
ние отрицательного поверхностного потенциала мембран сииаптосом. 
Такое изменение поверхностного потенциала при действии фосфоли
пазы А2 вполне понятно, если учесть, что образующиеся при гидро
лизе фосфолипидов свободные жирные кислоты несут в полярной ча
сти отрицательный заряд. При действии фосфолипазы С из мембран 
удаляется полярн;«1 группа, локальный положительный заряд кото
рой является, по-видимому, местом адсорбции АНС. Наконец, при 
гидролизе фосфолипидов фосфолипазой D образуется фосфатидная 
кислота, несущая отрицательный заряд.

Приведенные результаты позволяют сделать заключение о том, 
что действие фосфолипаз па мембраны сииаптосом сопровождается 
существенными изменениями их физико-химических характеристик. 
Необходимо отметить, что степень обработки фосфолипазами в на
ших экспериментах существенно превышает интенсивность протека
ния реакций гидролиза фосфолипидов под действием фосфолипаз in 
vivo. Это вызвано тем, что чувствительность современных физико-хи
мических методов нс позволяет исследовать менее интенсивные воз
действия. В то же время, по-видимому, в отдельных кластерах фосфоли
пидного бислоя синаптических мембран модификация липидов под 
действием фосфолипаз может быть столь же значительной. Следова
тельно, обнаруженные изменения физико-химических параметров си- 
наптосомных мембран ..могут сопровождать активацию фосфоли
паз в таких процессах, как, например, секреция медиаторов, в кото
ром принимает участие эндогенная фосфолипаза А2 [20]. Аналогич
ные изменения могут происходить при активации фосфолипазы С, 
запускающей метаболизм фосфоинозитидов, сопряженный с током 
Са2+ [21].

Изменение ТМП, поверхностного потенциала и микровязкостч 
липидного бислоя синаптических мембран должно приводить к моди
фикации таких функционально важных процессов, как транспорт 
Са2+, подвижность мембранных рецепторов, непосредственно не свя
занных с аденилатциклазой, то есть влиять на весь каскадный меха
низм передачи сигнала через мембрану внутрь клетки. Поэтому сово
купность полученных данных можно рассматривать как еще одно до- 
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казательство того, что наряду с ролью структурного матрикса липиды 
могут играть также регуляторную роль в функционировании мем
бран нервных окончаний.

EFFECT OF PHOSPHOLIPASES А2. С AND D ON THE 
PHYSICO-CHEMICAL CHARACTERISTICS OF SYNAPTIC 

MEMBRANES

«BRUSOVANIK V. Y„ *”ER1N A. N., ’SEL1SHEVA A. A., «GORBUNOV N. V.,. 
«TYURIN V. A., «’PR1LIPKO L. L„ «KAGAN V. E.

’Department of Biology, Moscow State University; ’’Institute of Evolutionary 
Physiology and Biochemistry, USSR Academy of Sciences, Leningrad;

’’’All-Union Center of Psychic Health, USSR Academy of 
Medical Sciences, Moscow

Phospholipases alter physico-chemical characteristics of rat brain, 
synaptosomal membranes (fluorescent and spin probe data). Treatment 
with phospholipases A2, C and D leads to depolarization of synaptoso
mal membranes and to increase of negative surface potential of the, 
membrane. Phospholipases A2 and C decrease the microviscosity of sy
naptic membranes lipid bilayer. Data obtained are discussed in the view 
of the possible regulatory role of phospholipides and products of their 
metabolism in the transmission of chemical signals through membrane.
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НЕИРОХИМИЛ
т. 5, № 1, 198®

УДК 543.8.612.822.1

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПРЕПАРАТОВ ЛИОФИЛИЗОВАННЫХ 
МЕМБРАН ДЛЯ РАДИОРЕЦЕПТОРНОГО АНАЛИЗА ОПИАТОВ

И ОПИОИДНЫХ ПЕПТИДОВ

СЕРГЕЕВА М. Г., КУРОЧКИН И. Н„ СКЛЯНКИНА О. А., ЗАЙЦЕВ С. В., 
ВАРФОЛОМЕЕВ С. Д.

Межфакультетская проблемная научно-исследовательская лаборатория молекуляр
ной биологии и бнооргаиической химии им. А. Н. Белозерского, МГУ, Москва

Исследовано влияние условий лиофилизации мембранных препаратов головного 
мозга крыс на свойства опиатных рецепторов. Найден способ восстановления свойств 
опиатных рецепторов, изменяющихся при лиофилизации в обычных условиях до уров- ՛ 
ня свойств рецепторов свежевыделеиных мембран. Определены условия приготовле
ния лиофилизованных препаратов с неизменными по сравнению со свежевыделенными 
мембранами характеристиками. Рассматриваются пути оптимизации радиорецептор- 
ного анализа опиатов и опиоидных пептидов с применением лиофилизованных мем
бран: выбор среды изучения связывания (использование ионов, селективно влияющих 
на связывание лигандов с различными опиатными рецепторами), подбор концентра
ции меченого лиганда. • ~-

В исследовании свойств опиатов, выделении новых опиоидных 
пептидов, скрининге синтезированных на их основе препаратов важ
ную роль играет раднорецепторный анализ [1—3]. Этот метод осно
ван на использовании препаратов свежевыделенных или заморожен
ных мембран головного мозга животных, содержащих опиатные ре
цепторы. Существенным недостатком метода является низкая ста
бильность и нестандартность, препаратов мембран [4]. Нами было
показано, что лиофилизация мембран головного мозга крыс позво
ляет получать 'Препараты, сохраняющие высокую способность к спе
цифическому связыванию лигандов опиатных рецепторов и обладаю
щие высокой стабильностью [4, 5]. Однако проведенные ранее ис
следования показали, что в процессе получения лиофилизованных 
мембранных препаратов мембраны претерпевают некоторые измене
ния, что приводит, в частности, к уменьшению сродства лигандов к 
их высокоаффинным рецепторам. [4]. В настоящей работе исследует
ся влияние условий лиофилизации мембран на свойства опиатных 
рецепторов, рассматриваются пути оптимизации радиорецепторного- 
анализа опиатов и опиоидных пептидов с применением лиофилизован
ных мембран.
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Материалы и методы

Получение препарата мембран клеток головного мозга крыс проводили методом, 
-описанным ранее [4]: мозг без мозжечка гомогенизировали в 50 мМ трис-НСЬбуфе- 
ре («Merck», ФРГ), pH 7,4 при 4° из расчета 80 мл буфера на I мозг в гомогени
заторе типа стекло-тефлон. Полученную суспензию центрифугировали при 20000 g 
в течение 20 мин при 4°. Надосадочную жидкость удаляли, а осадок ресуспендироза- 
ли в буфере А, близком по составу к физиологической среде, содержащей 120 мМ 
NaCI, 5 мМ KCI, I мМ СаС12, 1 мМ MgCl2, 0,5 мМ NaH2PO4, 5 мМ HEPES 
(«Sigma», США), pH 7,4 при 37% и выдерживали 30 мин при 37°. Суспензию вновь 
центрифугировали при 20000 g в течение 20 мин. Осадок ресуспендировали в бу
фере А (свежевыделенный препарат мембран). Для получения препарата лиофилизо
ванных мембран осадок ресуспендировали в требуемом объеме бидистиллированиой 
воды (25—30 мл на 1 мозг). Полученную суспензию мембран помещали в кругло- 
донные колбы емкостью 1 л так, чтобы объем суспензии нс превышал 1/20 части 
объема колбы. Колбы с суспензией мембран быстро замораживали в жидком азоте и 
помещали на лиофильную установку ПЕТО CD-52 (вакуум 10-3 мм рт. ст.). Процесс 
лиофилизации продолжался 10-12 ч. Непосредственно перед экспериментом лиофили
зованные мембраны суспендировали -в требуемом объеме среды инкубации. При ис
следовании влияния среды, в которой происходит лиофилизация на свойства полу
чаемых мембран, осадок после второго центрифугирования ресуспендировали в сле
дующих средах: 0,2 М сахарозе, аммонпйбикарбонатном буфере—10 мМ NH4HCO3 
pH 7,4, буфере А и воде. Далее препараг лиофилизованных мембран получали и «с- 
следовали обычным способом.

Равновесное связывание меченых соединений с препаратами мембран мозга изу
чали при 37° в буфере А или в «безнатриевой» среде, получающейся из буфера А прч 
замене в нем 120 мМ NaCI на 120 мМ КС1. Реакционная смесь содержала 60 мкл 
суспензии препарата мембран, 50 мкл 1,4—2800 нМ 3Н-морфина, 0,8—2800 нМ 

-ЗН-О-А1а2-П-Ееи5-энкефалина, 50 мкл раствора немеченого лиганда или буфер
ного раствора. Время инкубации лиганда с препаратом мембран составляло 30 мин. 
Разделение связанного и свободного лиганда проводили методом вакуумного филь
трования через фильтры фирмы «Whatman GF/В» [4]. Для этого реакционную смесь 
разбавляли 3 мл холодной среды инкубации и полученную суспензию перекосили из 
фильтры. Фильтр трижды промывали 3 мл холодной среды инкубации. Количество 
■связанного лиганда определяли по уровню радиоактивности фильтров, используя то- 
луол-феноксольный сцинтиллятор [4]. За величину специфического связывания при
нимали разницу между уровнем связывания в отсутствие и в присутствии 1 мкМ не
меченого лиганда.

Определение содержания опиатных лигандов в крови собаки проводили следую
щим способом. Кровь собирали в гепаринизированные пробирки и центрифугировал::. 
100 мкл полученной плазмы добавляли к 500 мкл препарата лиофилизованных мем
бран (концентрация белка 1,2мг/мл), ресуспендированных R буфере 10 мМ HEPES 
(К-2-оксиэтилпиперазин-Н-этансульфонова я кислота) pH 7,4 при 25° и добавлял՛։ 

50 мкл 7 нМ зн-.налоксона и 50 мкл морфина (концентрация 0—1,4.10 — 5М). Смесь 
инкубировали 30 мни при 25° и изучали равновесное связывание обычным способом.

В работе использовали меченые лиганды 3Н-налоксон с У. А. 59 Ки/ммоль и 
3Н-О-А1а2-В-Ееи5-энкефалин с У. А. 22 Ku/ммоль («Amcrsham», Англия).

Чистоту меченных тритием соединений проверяли методом высокоэффективной 
ж ид костно й х ром а тогр а фи и.

Обработку экспериментальных данных проводили с использованием ЭВМ PDP 
11/4'5 по разработанной нами программе [6] в соответствии с моделями комплексо
образования лигандов с одним или двумя независимыми типами центров связывания.
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Результаты и обсуждение

Влияние условий лиофилизации на свойства мембран. При изуче
нии влияния состава среды лиофилизации на способность лиофилизо
ванных мембран специфически связывать лиганды одинаковое коли
чество свежевыделенного препарата мембран суспендировали в саха
розе, аммонийбикарбоиатном буфере, буфере А или воде, заморажи
вали в жидком азоте и лиофилизовали. Полученные лиофилизован

Рис. 1. Рис. 2.
Рис. 1. Влияние состава среды лиофилизации на связывание 0,12 нМ 
3Н-О-А|а2-О-Ееи5-энкефалииа с лиофилизованными мембранами головного 
мозга крыс {в %). Концентрация белка 2 мг/мл. I—свежевыделенные 
мембраны, 2—лиофилизованные в воде. 3—лиофилизованные в аммонии- 

карбонатном буфере, 4—лиофилизованные в сахарозе
Рис. 2. Влияние инкубации ресуспендировапного препарата лиофилизо
ванных мембран (концентрация белка 1.8 мг/мл) при 0° на специфическое 
связывание зн-О-А1а2-О-Ееи3-энкефалпна. /—свежевыделеиные мембраны, 
2_ ^—лиофилизованные мембраны после 0-часовой, 3-часовой, 7-часовой
инкубации соответственно (данные представлены в координатах Скэт- 
чарда: по оси абсцисс—концентрация специфически связанного с .мембра
нами лиганда, но оси ординат—отношение этой концентрации к концен

трации лиганда в растворе)

ные препараты ресуспендировали в стандартной среде (буфер А) и 
изучали способность к связыванию пептида. При лиофилизации в бу
фере А получались трудно ресуспендируемые хлопья, что исключало 
возможность стандартизации процесса связывания лиганда и исполь
зования буфера А в качестве среды лиофилизации՛ Данные, получен
ные с другими средами, представлены на рис. 1, из которого видно, 
что вне зависимости от состава среды лиофилизации специфическое 
связывание мембран с 3Н-О-А1а2-О-Ьеи5-энкефалином снижается во 
всех случаях в 1,5—2 раза по сравнению со свежевыделенным пре
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паратом мембран. Это позволяет сделать вывод о том, что лиофили
зация мембран в растворе сахарозы и аммоний-бикарбоиатном буфе
ре не имеет преимуществ перед лиофилизацией их в воде.

Для выяснения обратимости изменения опиатной ■активности при 
лиофилизации изучено влияние инкубации ресуспендированного лио
филизованного препарата мембран на специфическое связывание 
опиатных лигандов. Данные по влиянию инкубации суспензии лиофи
лизованных мембран головного мозга крыс в буфере А. при 0° на՛ 
связывание О-А1а2-О-Ееи5-энкефалина приведены на рис. 2. Установ-

Таблица I 
Влияние длительности инкубации препарата мембран (1,2 мг белка/мл) па пара

метры связывания ЗН-морфина в буфере А ■

Примечание. К,. К2—константы диссоциации высокоаффинного и низкоаффинвого- 
центров связывания лиганда, К10, К20—концентрации центров

Препараты К։, нМ Р10 нмоль/ 
мг белка К2, нМ К20 пмоль/ 

мг белка

Свежевыделенные 
мембраны 4,14-1,4 0,09+0,01 122+31 0,25±ЗИ
Препарат лиофилизо

ванных .мембран 
инкубированный в 
воде не более 
1 мин 5,0+1,0 0,08+0,01 100+28 • 0,23+0.06

Препарат лиофилизо
ванных мембран, 
инкубированный в 
в воде 7 мин _ — 44+15 0.22+0,08

лено, что специфическое связывание энкефалина лиофилизованными 
мембранами становилось через 3 ч таким же, как и специфическое 
связывание свежевыделенпых препаратов мембран. Аналогично эн
кефалину регенерация имеет место и в случае с морфином. Следует 
отметить, что дальнейшая инкубация лиофилизованного препарата 
мембран после регенерации 4—7 ч не приводила к существенным из
менениям параметров специфического связывания. Такая же стабиль
ность описана и для инкубации в тех же условиях свежевыделенных, 
препаратов мембран [4]. Таким образом, полученные результаты по
казывают, что изменения опиатной активности у лиофилизованных 
препаратов мембран обратимы и измененные мембраны могут՛ быть- 
регенерированы.

Чтобы выяснить, с каким из этапов процесса получения лиофилизо
ванного препарата связаны наблюдаемые изменения опиатной активно
сти мембран, исследовано влияние продолжительности инкубации пре
парата мембран в воде перед лиофилизацией на свойства опиатных 
рецепторов. Соответствующие результаты, приведенные в табл. 1, по
казывают, что свойства лиофилизованных мембранных препаратов, 
зависят от длительности инкубации их в воде предшествующей лио
филизации. В то время как инкубация в воде не более 1 мин позво
ляла получать неизмененные лиофилизованные препараты, продол
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жительное выдерживание мембран в воде (7 мин ) приводило к из
менению их характеристик. Следовательно, наблюдаемые в процессе 
получения лиофилизованного препарата изменения опиатной актив
ности мембран связаны не с замораживанием и обезвоживанием пре
парата, а с инкубацией мембран в воде.

Таким образом, проводя процесс суспендирования мембран в во
де и замораживания в течение 1 мин можно получить лиофилизован
ные мембраны с неизмененными характеристиками. К сожалению, да
леко не всегда удается провести этот процесс за столь короткие сро
ки, .особенно при выделении больших порций мембран. В этом слу
чае при необходимости можно проводить регенерацию полученного 
мембранного препарата.

Получение лиофилизованного препарата мембран, содержащих 
опиатные рецепторы с неизмененными характеристиками связывания, 
открывает широкие возможности в использовании радиорецепторно-

Таб.шца 2 
Характеристики .связывания опиатных лигандов с лиофилизованными мембранами

(1.2 иг .белка/мл) з безиатрпевой среде (радиорецепторный анализ)

Параметры

D-Ala2-D-Leu5- 
ч энкефалин Морфин Налоксон

регене
рирован
ные мем

браны

нерегенери- 
рованные 
мембраны

регене
рирован
ные мем

браны

нерегенери- 
рованные 
мембраны

регене
рирован
ные мем

браны

нерегенсри- 
рованные 

мембраны

К։, нМ 2.5 _ 1.7 — 0.7 1
иМ 0,1 — 0,08 — 0.07 0,1

К3, нМ 30 10 62 12 17 18
нМ 0.2 0,2 0,23 0,25 0;3 0,3

Константа нсспе- 
цифического 
связывания 0,004 0,005 0,007 0,006 0,006 0,007

Минимально оп
ределяемая кон
центрация лига
нда (чувстви
тельность 
Ьмин), нМ 0,35 1.5 0,25 1.7 О.п 0,15

Максимально оп
ределяемая кон
центрация 
1-макс, нМ 674 320 240 680 1050 540

Точность при 
Ь=К,(%) 19 21 20 18 23 16

Примечание. 120 мМ КС1, 1 мМ СаС12. 1 мМ М§С12. 0,5 мМ МаН2РО4. 5 мМ 
Н'ЕРЕЗ (pH 7,4; 37”). Расчеты проводились по формулам, предложенным в работе 
[”] исходя из того, что для определения концентрации немеченого лиганда может 
быть использован меченый лиганд той же структуры; относительная ошибка опреде
ления концентрации связанного лиганда1—7%.

го метода анализа для определения опиатов н опиоидных пептидов. 
В табл. 2 приведены характеристики радиорецепторного анализа, по՝ 
лученные для налоксона, морфина и энкефалина, указывающие па 
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то, что количественное определение опиоидных пептидов и опиатов 
радиорецепторным методом с использованием препарата лиофилизо
ванных мембран позволяет с наибольшей точностью определять наномо- 
лярные концентрации исследуемых лигандов.

'При проведении радиорецешорного анализа важную роль играет 
среда, в которой он проводится. В табл. 3 представлены данные по 
влиянию К:а+, Мп21՝ и №2+ на чувствительность определения мор
фина, энкефалина и налоксона радиорецепторным методом. Исполь
зуемые ионы, изменяя сродство опиатных лигандов к рецепторам, 
влияют и на чувствительность анализа, причем их эффект зависит от 
типа определяемого лиганда. Так, например, в присутствии №а + чув
ствительность определения ц-агониста морфина уменьшилась в 2,8 
раза, 6-агониста □-А1а2-О-Ееи5-энкефалпна—в 1,6 раза,, в то время 
как чувствительность определения антагониста налоксона возросла 
в 1,4 раза. В свою очередь, добавление в среду 1 мМ Мп2 + или 
25 мкМ ЬП2 + приводило к более чем 2-кратному увеличению чувстви
тельности определения ц-агониста морфина, не влияя на чувствитель-

Таблица >Г
Влияние ионов металлов на чувствительность раднореиепторного определения мор

фина, налоксона и О-А1а2-О-Ееи5-энкефалина

Лиганд Ионы

Параметры связывания лиганда

Чувствите
льность 

Емки,. нМК։ нМ К2 нМ R™ 
нМ

R։» 
иМ

константа 
неспецифи

ческого 
связывания,

О-А1а2- —1ЧаС1 2,5 30 0,1 о,2 0,004 0,35
В-Ееи5֊эн- +№С1 3,8 55 0,1 0,2 0,004. 0,56
кефалин

+1\аС1-}-1 мМ
МпС1, 3,2 16 0,1 0,2 0,004 0,57.՜

+НаС1-|-25 мкМ 
Н1С1, 3,1 15 0,1 0,2 0,004 0.56

Морфин -ЫаС1 1,7 62 0,08 0,23 0.007 0,25
4-1\аС1 5,0 100 0,08 0,23 0,007 0,70

+КаС1-|-1 мМ 
МпС12 2,5 50 0,08 0,23 0,007 0,32

4-1\аС14֊25 мкМ 
МС1, 2,4 100 0,008 0,23 0,007 0,29

Налоксон -КаС1 0,7 17 0,07 0,3 0,006 0,11
+№С1 0,5 20 0,07 0,3 0,006 0,08.

Примечание. Рассчитано по Зайцеву и соавт. £7] исходя из того, что для изме
рения концентрации немеченого лиганда может быть использован меченый лиганд той 
же структуры; относительная ошибка определения концентрации связанного лиганда 
7%; концентрация белка—1,2 мг/мл.

ность радиорецепторного определения энкефалина. Все это՛ необходи
мо учитывать при выборе среды для анализа того или иного опиат
ного лиганда.
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Чувствительность радиорецепторного анализа зависит не только 
от условий среды, по и концентрации меченого лиганда. На рис. 3 
представлена зависимость чувствительности анализа (Ь мин) от ве
личины отношения концентрации меченых 3Н-О-А1а2-О-Ьеи5-1эн.кефа- 
липа, налоксона, морфина (Ь*) к константам связывания (К*) этих 
лигандов с рецепторами лиофилизованных мембран. Чувствитель
ность анализа повышалась с уменьшением Ь*, имея максимальное 
значение при но практически уменьшение концентрации ме
ченого лиганда имеет свои границы, что связано с увеличением вре
мени счета радиоактивной метки при сохранении заданной точности 
счета. В табл. 4 представлена зависимость времени счета пробы от 
концентрации меченого лиганда. Из анализа таблицы видно, что вы
бор концентраций меньше 0,2 К* не имеет практического смысла, так 
как резко увеличивается время, необходимое для просчета образца՛ 
с требуемой точностью.

Рис. 3. Зависимость чувствительности радиорецепторного анализа от кон
центрации меченого лиганда. 1—зН-иалатеон, 2—зн-В-А1а2-Е>-Ьеи5-энке- 

фалпп, 3—ЗН-морфии
Рис. 4. Калибровочная кривая определения морфина (пи’) в плазме кро

ви собаки. Меченый лиганд—зн-иалоксон (0,5 нМ)

Высокая стабильность и стандартность лиофилизованного препа
рата позволяет предложить метод радиорецепторного анализа с ис
пользованием лиофилизованных мембран для определения опиатов ■։ 
опиоидных пептидов в крови животных и человека [9], который поз
воляет определять наномолярпые концентрации морфина. На рис. 4 
приведена калибровочная кривая определения морфина в плазме 
крови собаки.

Таким образом,, лиофилизованные мембраны могут быть с успе
хом применены для радиорецепторного анализа. Оптимальными ус
ловиями проведения анализа являются низкая концентрация мечено-

2-1397
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го лиганда (0,2К*<Ь*<СК*), использование безнатриевой среды для 
определения р- и 6-агонистов среды, содержащей № + для оп
ределения антагонистов, присутствие в среде анализа Мп2 + или 1Ч|2 +

Зависимость времени счета пробы от концентрации меченого лиганда
Таблица 4

Удельная 
.активность 

лиганда
Концентра

ция

Общее связывание Неспецифическое
НИС

связыва-

и мп/м ин
время 
счета 

образца, 
мин

время 
счета 
фона, 
мин

ИМП/МИП

время 
счета 

образца, 
мин

время 
счета 
фона, 
мин

0,01 К 26,9 74 60 _ _ _
22 Ки/ммоль 0,05 К 135 4,8

2,0
2,0 27 74 60

0,1 К 269 0.6 54 16 8
0,2 К 538 0,9 — 108 6 2
0.5 К 1342 0,3 — 269 1,8 0,6

0,01 к 39 3,9 9 _ _ —
0,05 к 78 7,8 3 16 250 200

"59 Ки/ммоль 0,1 к 786 79 _ 157 3.8 1
0,2 к 1572 0,3 _ 314 1.7 ——

1 0,5 к 3929 0,1 — 786 0,6 —

Примечание. Рассчитано no Donald и соавт. [8]. Условия эксперимента: связы
вается 5% от добавленной метки, неопецифическое связывание составляет 20% от 
рбщего (неспецифическое связывание определяется в присутствии 10-GM немеченого 
лиганда); К=5 нМ (костанта связывания меченого лиганда). Уровень радиоактив
ности посчитали с 5% ошибкой, эффективность счета 40%. срои уровня радиоактив
ности составляет 10 имп/мнн

при определении р-агоннстов. Оптимальными условиями получения 
лиофилизованных препаратов мембран являются лиофилизация в во
де, короткое время инкубации в воде перед лиофилизацией, регене
рация мембран в буфере А при получении модифицированного препа
рата.

LYOPHILIZED MEMBRANES: USE FOR RADIORECEPTOR 
ASSAY OF OPIATES AND OPIOID PEPTIDES

SERGEEVA M. G-. KUROCHKIN I- N., SKLYANKINA O. A., 
ZAITSEV S. V„ VARFOLOMEEV S. D.

A. N. Belozersky Laboratory of Molecular Biology and Bloorganic 
Chemistry, Moscow State University, Moscow, USSR

The effect of lyophilization conditions of rat brain membrane pre
parations on the properties of opiate receptors has been studied. The 
procedure has been found to restore the opiate receptor properties, alte
red by lyophilization in routine conditions, to the state of freshly prepa
red membranes. The conditions have been developed to prepare lyophi
lized preparations with unaltered parameters compared to freshly prepa
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red membranes. The ways of optimization of radioreceptor assay for opi
ate and opioid peptides based on lyophilized membranes are conside
red: the choice of ligand binding medium (use of ions selectively affec
ting the ligand binding to various opiate receptors) and the choice of 
the tracer concentration.
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УДК 577.156:612.8.015

ВЫДЕЛЕНИЕ, ОЧИСТКА И ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ 
СВОЙСТВА АМИНОТРИПЕПТИДАЗЫ МОЗГА КОШЕК

МЕЛЕШКО В. И., ГЕНГИН М. Т„ РЕВА А. Д.

Кафедра биофизики и биохимии Днепропетровского госуниверситета

Из головного мозга кошек выделена и очищена в 643 раза растворимая ами- 
иотрипептидаза (субстрат Ьеи-О1у-О1у). Фермент гомогенен при разделении в 7,5%- 
ном ПААГ. Величина Мг равна 70—72 кД, pH оптимум—7,6. Очищенный препарат 
фермента не гидролизует дипрптпды. не действует на энкефалины. Активность фер
мента не зависит от ионов двухвалентных металлов, не чувствительна к ЭДТА, 
л-хлормеркурибеизоат подавляет активность аминотрипептидазы.

В последнее время значительно возрос интерес к протеолитиче
ским ферментам нервной ткани. Обусловлено это прежде всего тем, 
что ферменты протеолиза рассматриваются как важный фактор ре
гуляции внутриклеточного метаболизма благодаря их участию в пост- 
транскрипциоиной .модификации белков [1]. Некоторые пептидгпд- 
ролазы мозга выступают в качестве компонентов систем, обеспечи
вающих функционирование пептидергических синапсов, катализируя 
реакции образования и распада пептидов (медиаторов, модуляторов) 
[2, 3].

Важная роль в обмене нейропептидов отводится ферментам с 
аминопептидазной специфичностью действия. Так, например, инак
тивация энкефалинов в мозгу осуществляется преимущественно под 
действием энкефалинаминопептидазы [4]. Показано, что катаболизм 
Лг£-вазопрессина и окситоцина также связан с действием аминопеп
тидаз [5].

В мозгу' обнаружены несколько различающихся по свойствам, 
внутриклеточной локализации и специфичности действия аминопепти
даз [6—10]. Среди них идентифицированы аминотрипептидазы—фер
менты, специфически гидролизующие только трипептидные субстраты 
[11—13]. Были выделены и очищены аминотрипептидазы до гомоген
ного состояния из мозга быка [11], обезьяны [12] и крыс [13]. В то 
же время в нервной ткани животных обнаружены и идентифицированы 
трипептиды, обладающие гормональными и модуляторными свойст
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вами [13]. В гипофизе и в некоторых других тканях выявлен спе
цифический фермент (трипептидиламинопептидаза), отщепляющий 
Н-концевые трипептиды от бычьего гормона роста [14].

В этой связи определенный интерес представляет изучение фер
ментов, принимающих участие в деградации трипептидных суб
стратов.

Целью настоящей работы было выделение из головного мозга 
кошек растворимой аминопептидазы, гидролизующей Ееи-Шу-Оу, и 
■изучение её физико-химических свойств.

Материалы и методы

Фермент выделяли из больших полушарий головного мозга половозрелых ко
шек. Животных демонтировали, быстро извлекали головной мозг и помещали в ох
лажденный (0—4°) раствор 0,25 М сахарозы, затем очищали его от оболочек и кро
веносных сосудов, промывали от остатков крови в 0,25 М сахарозе и гомогенизи
ровали в 0,01 М калий-фосфатном буфере pH 7,6, в соотношении 1:9 (масса/объём). 
Центрифугированием гомогената при 30000 £ в течение 60 мин отделяли субклеточ
ные структуры. Белки иадосадочной жидкости фракционировали сернокислым аммо
нием. Фракцию 0,4—0,7 насыщения, обладающую максимальной величиной У. А. 
фермента, растворяли в 0,1 М К+-фосфатном буфере, pH 7,6, диализовали против 
этого же буфера п наносили на колонку с ДЭАЭ-сефадексом А-50 (1,8X18 см). 
Колонку с гелем предварительно уравновешивали калий-фосфатным буфером (0,01 М, 
pH 7,6) и элюировали им несвязавшнеся с понообменпиком белки. Фракционирова
ние связавшихся белков проводили в линейном градиенте К+ -фосфатного буфера 
pH 7,6 (0,01—0,2 М). Фракции с аминотрипептидазной активностью объединяли, 
диализовали против 0,01 М фосфатного буфера pH 6,5 и наносили на колонку с 
гидроксилапатитом (2.5X3 см), уравновешенную этим же буфером. Промыванием 
колонки стартовым буфером удаляли несвязавшнеся белки, а сорбированные бел
ки фракционировали линейным градиентом (0,01—0,2 М) фосфатного буфера, pH 6.5. 
Последняя стадия очистки фермента включала фракционирование ТГа колонке (1,5Х 
Х68 см) с сефадексом 0-200.

Очищенный препарат исследовали па гомогенность, субстратную специфичность, 
влияние ингибиторов, различных реагентов и другие свойства.

Активность фермйнта определяли, как описано ранее [15], белок—спектрофото- 
метрическн и по методу Бошгу [16]. Ферментативную активность выражали в 
мкмоль аминогрупп, освободившихся при гидролизе Беи-Шу-Иу за 60 мин инкуба
ции при 37° в расчете на 1 мг белка.

Результаты и обсуждение

Выделение и очистка аминотрипептидазы. При подобранных усло
виях Фракционирования белков на ионбобменнике (рис. 1., табл. 1) до
стигается высокая степень очистки фермента. Величина У. А. амп- 
нотрипептндазы во фракциях, полученных на этой стадии, составляет 
46,6 мкмоль, что соответствует 173-кратной очистке по отношению к 
гомогенату. Фракции с ферментативной активностью объединяли и 
наносили па колонку с гидроксилапатитом. На рис. 2 представлена 
типичная хроматограмма белков и профиль элюции фермента при 
очистке на гидроксилапатите. Фракции, содержащие аминотрипепти
дазу, объединяли, концентрировали на ультрафильтре УАМ-150 и иа- 
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носили на колонку с сефадексом 0-200 (рис. 3). На стадии гель-филь
трации получен препарат фермента с очисткой в ”643 раза. Выход 
аминотрипептидазы по отношению к суммарной активности в гомо
генате составил 9%.

Рис. 1. Очистка амииотрипептидазы из головного мозга кошек на ио- 
нообменнике ДЭАЭ-сефадексе А-50: 1—белок, 2—активность фермента- 

•3—градиент буфера

Рис. 2. Профиль элюции аминотрипептидазы при хроматографии на ко
лонке с гндроксилапатитом: 7—белок, 2—активность фермента, 3—гра

диент буфера

Рис. 3. Гель-фильтрация на колонке с сефадексом 0-200 препарата ами
нотрипептидазы, полученного после очистки на гндроксилапатите: /—бе

лок, 2— активность фермента
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Определение величины М г очищенного препарата аминотрипепти- 
■дазы. Мг фермента определяли двумя методами—гель-фильтрацией 
и диск-электрофорезом в ПААГ с ДДС-Ма. В первом случае колон
ку калибровали белками с известной величиной Мг (цитохром С— 
12,3 кД, овальбумин—45 кД, бычий сывороточный альбумин—68 кД, 

Таблица 1
Выделение и очистка амииотрийептпдазы из головного мозга кошек

Стадии очистки Объем, 
мл

Содержание белка Активность
Выход, 

%
Степень 
очистки

общее мг/мл общая удельная

Гомогенат 180 1440 8 388,8 0,27 100 1
Супернатант 
Фракция 0,4—0,7

140 262,5 1.9 238,1 1,08 72,8 4

насыщения 40 121,6 3,04 211,5 1,74 54,4 6,4
ЛЭАЭ-сефалекс

А-50 30 3,43 0,114 159,6 46,60 41,1 173
Гидроксилапатит 15 0,93 0,062 107,23 115,30 27,6 427
Сефадекс 0-200 5 0,20 0,040 34,83 174,15 9,0 643

щелочная фосфатаза—80 кД и гексокиназа—100 кД). Результаты 
опытов представлены на рис. 4. Величина М г очищенного препарата 
аминотрипептидазы из мозга кошек по данным гель-фильтрации со
ставляет 70 кД. Методом диск-электрофореза с ДДС-Ма была получена 

единственная белковая зона со значением относительной подвижно
сти, соответствующей Мг 72 кД (рис. 4). Данные диск-электрофоре- 

4. Определение величины Мг аминотрипептидазы методами гель
фильтрации (а) и диск-электрофореза (б)

тического анализа свидетельствуют о гомогенности очищенного пре
парата аминотрипептидазы и указывают на то, что аминопептидаза 
является простым белком, состоящим из одной полипептидцой цепи.
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Выделенный фермент из мозга кошек по величине Мг близок к одной 
из форм аминопептидаз, выделенных из мозга быка [11]. Авторы упо
мянутой работы изолировали три формы фермента, две из которых 
имели Мг, равные 61,5 и 85,7 кД. Очищенная аминопептидаза из моз
га обезьяны, по данным гель-фильтрации, имела М 65 кД, а по дан
ным диск-электрофореза—70 кД [12]. Возможно, что существуют 
различия в размерах молекул аминотрипептидазы мозга в зависимо
сти от вида животных. Однозначное заключение, по-видимому, будет 
преждевременным из-за недостатка сведений и, кроме того, не исклю
чено, что разные значения величины Мг՛ фермента обусловлены мето
дическими погрешностями.

Влияние различных концентраций субстрата (Веи-С1у-О1у) на ак
тивность аминотрипептидазы. На рис. 5, а представлены результаты 
опытов по исследованию зависимости скорости ферментативной реак
ции от концентрации субстрата. График зависимости скорости реак֊

Рис. 5. Зависимость активности амииотрпиептпдазы мозга от насыщения 
субстратом (и), температуры (б) и pH инкубационной среды (в)

ции от концентрации субстрата представляет собой равнобочную ги
перболу. Величина Кт, рассчитанная по Корниш-Боудену [17], рав
на 0,69 мМ. Значение Кп1, полученное в наших опытах, сопоставимо 
со значениями К„, для аминотрипептидаз из мозга и других органов 
животных [8, 11 — 13, 18].

Влияние температуры на активность фермента. Аликвоты очи
щенного белка аминотрипептидазы предварительно нагревали в те
чение 15 мин при различных значениях температуры в интервале от 
37 до 70°, затем охлаждали на ледяной бане, добавляли субстрат и 
инкубировали, как обычно при определении активности фермента. 
Результаты этой серии опытов представлены на рис. 5, б. Остаточ
ную активность фермента после его нагревания при 37° прини
мали за 100%. Установлено, что аминотрипептидаза постепенно инак
тивируется при нагревании от 37 до 55°. Предварительное нагрева
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ние при температуре 55° приводит к полной инактивации аминотри- 
пептидазы. При аналогичных условиях также наступает полная инак
тивация аминотрипептидазы, выделенной из мозга обезьяны [12].

Влияние pH среды на активность аминотрипептидазы. На рис. 
5, в приведены данные опытов по определению активности фермента 
при различных значениях pH инкубационной среды. Видно, что вы- 
сокоочищенная форма аминотрипептидазы мозга кошек имеет четко 
выраженный оптимум действия при pH 7,6. Высокоспецифичная ами
нотрипептидаза цитозоля мозга крыс проявляет максимальную ак
тивность к трипептидному субстрату при pH 7,8 [1,3]. Аминотрипеп
тидаза из мозга обезьяны с наибольшей скоростью гидролизует Беи- 
О1у-й1у при pH 7,5 [12]. Таким образом, выделенная из мозга кошек 
аминотрипептидаза имеет практически такое же значение pH опти
мума действия, как и соответствующие ферменты из мозга крыс [13] 
и обезьяны [12].

Влияние ионов металлов и других реагентов на активность ами- 
мотрипептидазы. Исследование влияния ионов металлов и других реа
гентов на активность ферментов дает возможность получить инфор
мацию об активных функциональных группах каталитического центра 
и в некоторой степени о механизме катализа. Было изучено влияние 
ионов двухвалентных металлов и ряда ингибиторов пептидгидролаз. 
Результаты проведенных опытов суммированы в табл. 2.

Таблица 2
Влияние ионов металлов и других реагентов на активность 

амииотрипептидазы головного мозга кошек

Реагент Концентрация, 
ммоль

Скорость гидро
лиза, %

Контроль _ 100
Мп2+ 1 124
М£а + 1 110
Со2+ 1 105
Са։+ 1 93
2п’+ 1 0
ЭДТА 1 93
ЭДТА 5 86
л-ХМБ 1 0

Иодацетат 1 14
р-меркантоэтанол 1 НО
Пуромицнн 1 93
Бацитрацин 1 100

По-видимому, исследуемый фермент для проявления каталитиче
ской активности не требует ионов металлов, поскольку их присут
ствие в инкубационной среде не сказывается на его активности. Ак
тивирование аминотрипептидазы М§2+ не столь существенно, в то 
время как металлзависимые аминопептидазы активируются метал
лами в несколько раз [19]. Полученные данные по -влиянию ЭДТА так
же свидетельствуют в пользу предположения о независимости фер
ментативного катализа от ионов металлов. БН-реагенты полностью 
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подавляют активность аминотрипептидазы, что указывает на сущест
венную роль сульфгидрильных групп аминокислотных остатков фер
мента в механизме катализа. Модификация Б-Э-связей путем добав
ления в инкубационную среду 0-меркаптоэтаиола не оказывает за
метного влияния на активность фермента, то есть роль этих связей 
в молекуле аминопептидазы не существенна для катализа. Микроб
ные антибиотики пуромицин и бацитрацин не оказывают значитель
ного влияния на активность аминотрипептидазы. Пуромицин являет
ся специфическим ингибитором . ариламидаз—ферментов, гидроли
зующих р-иафтиламидные и п-нитроанилидные производные амино
кислот [20]. Бацитрацин менее специфичен и подавляет активнос'гь- 
аминопептидаз, различающихся по свойствам и специфичности дей
ствия. Отсутствие ингибирующего эффекта пуромицина и бацитраци
на свидетельствует о том, что исследуемый фермент не является арил- 
амидазой, а относится к особой группе аминопептидаз, действующих 
на трипептидные субстраты.

Исследование субстратной специфичности аминопептидазы мозга: 
Субстратную специфичность изучали, используя синтетические суб
страты. Исследовали только те из них, которые содержат гидрофоб
ные аминокислоты с Ы-конца, так как известно, что другие ди- и три
пептидные субстраты практически не гидролизуются изученными амй- 
нотрипептидазами из нервной ткани [1Б—13]. Конечная концентра-- 
ция того или иного субстрата в реакционной смеси . составляла 
5-10֊аМ. Скорость гидролиза Ьец-О1у-С1у принимали за 100%. Ре
зультаты опытов обобщены в табл. 3.

Таблица 3'
Субстратная специфичность аминопептидазы мозга кошек

Субстрат Активность, 
%

Субстрат Активность, 
%

Ьеи-О1у-О1у 100 О1у-С1у , 0
А1а-О1у-О1у 70 О1у-С1у+Со։+(1иМ) 0
О1у-О1у-О1у 13 бснз-А1а _ 0
. А1а-А1а 0 бенз-Ме1 0

А1а-О1у 0 2,4-ДНФ-Ьеи 0
А1а-Тгр 0 2.4-ДНФ-61у 0
А1а-А$п 0 Д1а-п֊нитроаинлид ՛ 0
О1у-РЬе 0 Ьеи-Р-пафтиламнд 0
О1у-А1а 0 Ьеи-энкефалнн ' 0
О1у-Уа1 0 МеЬэнкефалкн 0
Уа1-О1у 0

Как установлено, аминопептидаза мозга кошек гидролизует лишь, 
трипептиды, однако и они гидролизуются с различной скоростью. 
Лимитирующим фактором в скорости .гидролиза трипептидов являет
ся строение Ы-концевой аминокислоты. Учитывая’ предполагаемый 
механизм ферментативного катализа, где, как показано выше, гид
ролиз субстрата осуществляется без участия ионов металлов, следует 
отметить, что ферменты с подобным механизмом действия имеют 
«карман» активного центра, строго соответствующий по КОнформа
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ции специфическому субстрату [21]. Остаток N-концевого аланина и 
тем более глицина значительно меньше лейцинового. Этим, по-види- 
мому, и можно объяснить различие в скоростях гидролиза близких 
ло строению трипептидов, отличающихся лишь по N-концевой амино
кислоте. Фермент не гидролизует дипептиды, не проявляет карбокси
пептидазной, ариламидазной активности и не действует на энкефа
лины.

Суммируя данные по изучению свойств и специфичности дейст
вия фермента, можно сказать, что аминопептидаза из мозга кошек 
•является типичной аминотрипептидазой. Исследуемый фермент по 
физико-химическим свойствам и специфичности действия близок к 
ферменту, выделенному из мозга обезьяны [12] и цитозоля мозга 
крыс [13].՜ -

Физиологическая роль аминотрипептидазы в мозгу остается не
ясной. Возможно, что этот фермент принимает участие в деградации 
нейропептидов трипептидной природы [22]. Не исключена и роль 
֊аминотрп пептидазы в разрушении «сигнальных» пептидов, которые 
в большинстве случаев состоят из 20—30 аминокислот, содержат 
большое число нейтральных гидрофобных аминокислот и имеют сход
ное строение [23]. Учитывая строгую субстратную специфичность 
фермента к Leu-Gly-Gly, можно предположить, что изучаемая амн- 
нотрштеятидаза ответственна и за регулирование пула лейцина, яв
ляющегося типичной «кетогенной» аминокислотой [24]. Преимущест
венная локализация фермента в цитозоле, а также относительно вы
сокая активность этого фермента по сравнению с другими пептидгид- 
ролазами мозга [25] дают основание полапать, что амййотрипептида- 
зе принадлежит важная роль в катаболизме внутриклеточных белков 
иа заключительных стадиях.

PURIFICATION AND PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES OF 
AMINOTRIPEPTIDASE FROM CAT BRAIN

,,, MELESHKO V. I., GENGIN M. T., REVA A. D. ,

Chair'of Biophysics and Biochemistry, Dnepropetrovsk State
University

Soluble amlnotrlpeptidase has been purified 643-fold from cat brain. 
TTte enzyme appeared to be homogfene6us on disc PAAG electrophore
sis. Its molecular weiqht is about 70-72 kDa. The pH optimum is 7,6 
•(Leu-Gly-Gly as substrate). The purified enzyme did not hydrolyze di
peptides and enkephalins. Enzyme activity is not affected by divalent 
metal ions and EDTA. The aminotripeptidase activity was completely 
inhibited by p-CMB (10՜* M).
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О ГЕТЕРОГЕННОСТИ ЭНКЕФАЛИНГИДРОЛИЗУЮЩЕИ 
МЕМБРАНОСВЯЗАННОЙ АМИНОПЕПТИДАЗЫ

МОЗГА ЧЕЛОВЕКА

ЖЕРНОСЕКОВ Д. Д.

Кафедра биохимии и биофизики Днепропетровского госуниверситета

Изучалась гетерогенность энкефалингндролизующей мембраносвязанной амино
пептидазы мозга человека с использованием хроматографии на ДЭАЭ-сефарозе СЬ-бВ 
и группоспецифическнх сорбентах феннл-сефарозе и конканавалин-А-сефарозе. При 
хроматографии тритонового экстракта мембранной фракции мозга на ДЭАЭ-се- 
фароз^СЬ-бВ выявлены три фракции. Фракция, элюирующаяся без задержки, осу
ществляет -полный гидролиз МеГэнкефалина. Две другие фракции обладают сход
ной специфичностью действия по отношению к МеГэнкефалину. Одна из них элюи
руется с колонки повышением ионной силы буфера, другая—добавлением в него. 
2%-иого тритона Х-100. Результаты хроматографии исходного препарата фермента՛ 
на конкапавалнн-А-сефарозе позволяют предположить гликопротеидиую структуру 
по крайней мере одной из форм фермента.

Как и другие тканевые экзопептидазы аминопептидазы мозга осу
ществляют деградацию белков и пептидов и, в, частности, биологиче
ски активных пептидов-энкефалинов, которые могут выступать в ро
ли нейропередатчиков или нейромодуляторов [1]. Опубликованы ис
следования по изучению цитозольных аминопептидаз [2—4]. Амино
пептидазы, выделенные из мозга различных животных, имеют общие, 
свойства, характерные для группы ариламидаз. ингибирование пуро- 
мицином, ЭДТА, активация БН-реагентами.

В связи с трудностью выделения и очистки мембраносвязанные 
аминопептидазы оказались менее изученными. Первые попытки очист
ки мембранных аминопептидаз включали солюбилизацию фермента1 
из мембран детергентом и ионообменную хроматографию на ДЭАЭ- 
ионообменнике [5, 6].

В настоящее время описаны методы получения высокоочищенных 
препаратов мембранных аминопептидаз мозга различных животных 
[7—9]. Несмотря на то, что встречаются данные о существовании 
двух форм фермента, разделяемых методом диск-электрофореза [10], 
до сих пор основное՛ внимание было уделено лишь одной из них. В

29-



целом, вопрос о множественных молекулярных формах энкефалйнгид- 
ролизующей ՜ аминопептидазы и их свойствах недостаточно, изучен.. В 
отношений другого фермента, расщепляющего энкефалин,—дипепти- 
дилкарбоксипептидазы («энкефалиназы»), показано наличие несколь
ких молекулярных форм [И].

Задачей настоящей работы являлось изучение специфичности раз
личных фракций мембраносвязанной энкефалингидролизующей ами
нопептидазы мозга человека.

Материалы и методы
В работе использованы ДЭАЭ-сефароза CL-6B. фенил-сефароза, конканавалнн-А- 

-сефароза, аминогекснлсефароза («Pharmacia», Швеция); биогель НТР («Bio-Rad»,
США), дитиотреитол, ЭГТА («Sigma», США), аланин-п-цнтроанилид («Serva», ФРГ). 
Met-энкефални был любезно предоставлен М. И. Титовым (Всесоюзный кардиологиче
ский научный центр АМН СССР).

Аминопептидазу выделяли из серого вещества головного мозга человека. При 
определении оптимальных условий солюбилизации мембраносвязанного фермента 
препарат мембран готовили по следующей схеме: 10%-ный гомогенат мозга в 0,05 М 
трнс-HCl буфере pH 7,5, центрифугировали при 30000 g в течение 40 мин. Осадок 
.ресуспенднровалн в исходном буфере в, соотношении 1:2 (весюбъем). Из . получен

ной мембранной суспензии готовили пробы с различным содержанием детергента 
(0; 0,5; 1 и 2%-ный тритон Х-100 в конечной концентрации). После 40-минутной 
инкубации пробы центрифугировали при 30000 g в. .течение часа. В полученных 
надосадочных растворах и осадках определяли аминопептидазную активность.

Для колоночной хроматографии во всех случаях в качестве исходного препа
рата применяли тритоновый солюбнлизат, полученный ։.по схеме, описанной в работе 
Hui и соавт. [7]. Число промывок было увеличено до 3-х с добавлением в среду 

<0,5 М NaCl. При этих условиях исключалась возможная сорбция растворимой ами
нопептидазы препаратами мембран. »

Активность аминопептидазы определяли спектрофотометрнчески и методом тон
кослойной хроматографии. Спектрофотометрическое определение активности фермеита- 
проводилн при длине волны 405 нм. В качестве'субстрата использовался аланил-п- 
ннтроанилид, конечная концентрация которого в инкубационной пробе составляла 
-5-10-4М. Инкубационная смесь содержала 0,12 М фосфатный буфер, pH 7,0 и 
0,12 мМ дитиотреитола. После 45-минутной инкубации прн 37° пробы подвергались 

'2-минутному кипячению с последующим центрифугированием с целью достижения 
шрозрачности исследуемых проб. Величину У. А. фермента выражали в мкмоль 
отщепленного от аланил-п-нитроанилидного субстрата п-нитроанилина (пША) за 
1 мин инкубации в расчете на 1 мг белка.

Энкефалннгидролизующую активность .мембраносвязанной аминопептидазы .опре
деляли при помощи тонкослойной хроматографии на силикагелевых пластинках 
(«Silufol», ЧССР). Инкубацнонная смесь имела следующий состав: 50 мкл препа
рата фермента, 20 мкл 0,05 М трис-HCI буфера, pH 7,5, 50 мкл раствора Met-эн- 
■кефалина (2 мг в 1 мл). Контрольные пробы содержали 20 мкл раствора Met-эн- 
’кефалина и 20 мкл буфера. Кроме того, для идентификации аминокислот, отщеп
ляемых от МеЬэнкефалнна, готовили растворы. .аминокислот-свндетелей в 0,05 М 
трис-НС! буфере, pH 7,5—глицина (2 мг/мл) и тирозина (2 мг/мл). Опытные и 
контрольную пробы помещали в термостат при 37°. После часовой инкубации от 
-опытных и контрольной проб, а также от растворов-свидетелей отбирали аликвоты
по 20 мкл и наносили на силикагелевую пластинку в՛ виде пятна, диаметр которого 
не превышал 1 мм. После нанесения проб пластинку погружали в систему этнлаце- 
тат—изопропанол—5%-ная уксусная кислота (2:2:1). По окончании хроматографии
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пластинку высушивали и окрашивали 2-%ным раствором нингидрина на этаноле. 
Затем пластинку снова высушивали и по появлению пятен аминокислот, отщепляе
мых от эпкефалппгидролпзующей активности ферментативных реакций.

Хроматографию на микроколонке с ДЭАЭ-сефарозой CL-6B (объем геля 1 мл)՛ 
проводили следующим образом: колонку уравновешивали буфером А (25 мМ трис- 
НС), pH 7,5; 2мМ, ЭГТА; 0,2 мМ днтиотрентол), затем наносили 200 мкл исходного՛ 
препарата фермента. Промывку колонки осуществляли вышеуказанным буфером А 
(4 объема колонки). Элюцию фермента проводили в два этапа: исходным буфером, 
содержащим 0,3 М NaC) и буфером такого же состава, содержащим 2%-ный тритон 
Х-100. Объем собираемых фракций составил 1 мл, скорость элюции—18 мл/ч.

Колонку с фепил-сефарозой (объем геля 1 мл) уравновешивали 0,05 М трис- 
НС) буфером, pH 7,5. После нанесения исходного препарата фермента (200 мкл)՛ 
колонку промывали вышеуказанным буфером. Элюцню проводили буфером, содер
жащим 2%-ный тритон Х-100. Объем собираемых фракций составлял 1 мл, скорость 
элюции—25 мл/ч.

Колонку с коиканавалин-А-сефарозой (объем геля—1 мл) уравновешивали 
0,025 М трис-НС) буфером, pH 7,4, содержащим MgCl2, МпС12 и CaCI2 (no 1 мМ) 
я 0,1%-ный тритон Х-100. Элюцию гликопротеинов проводили 10%-ным раствором 
Метил-а-В-глюкопиранозида, приготовленном на том же буфере. Объем элюата со
ставлял 1 мл, скорость элюции—25 мл/ч.

Получение очищенного препарата мембраносвязанной аминопептидазы проводи
ли последовательно хроматографией исходного препарата фермента па ДЭАЭ-сефа- 
розе CL-6B, биогеле НТР и AH-сефарозе 4В.

Колонку с ДЭАЭ-сефарозой CL-6B (1,7x21 си) уравновешивали буфером А. 
После нанесения ферментного препарата колонку промывали указанным буфером. 
Элюцию осуществляли линейным градиентом NaC) (0—0,4 М) общим объемом 400 мл 
(объем фракций—8 мл, скорость элюции—18 мл/ч). Пробы, содержащие аминопеп
тидазную активность, объединяли и наносили на колонку с биогелем НТР (1,1Х 
Х8,4см), предварительно уравновешенную буфером А. Фермент элюировали, исполь
зуя линейный градиент фосфата (0—0,2М), общим объемом 300 мл (объем фрак
ций—5 мл, скорость элюции—12 мл/ч). '

Объединенную фракцию после хроматографии на биогеле НТР наносили на ко
лонку с AH-сефарозой 4В (0,9X5,5 см). Фермент элюировали градиентом NaC) 
(0—1М). Объем элюата составлял 3 мл, скорость элюции—18 мл/ч.

Белок во фракциях определяли no Bradford [12], Lowry и соавт. [13].

Результаты и обсуждение

Исследование зависимости выхода активности фермента от кон
центрации детергента показало, что при соотношении детергент/бе- 
лок 1,66 солюбилизуется практически весь фермент (рис. 1). Поэто
му при выделении и очистке фермента на стадии солюбилизации мы 
применяли тритон Х-100 в конечной концентрации 1%, что соответ
ствует вышеуказанному соотношению. Применение большей концен
трации детергента является нежелательным, так как при колоночной 
хроматографии он моэкет затруднять сорбцию фермента [14, 15].

Для решения вопроса о гетерогенности форм мембраносвязанной: 
аминопептидазы, гидролизующей энкефалины, использовали хрома
тографию на ДЭАЭ-сефарозе CL-6B и группоспецифических сор
бентах.'

Па рис. 2 представлены результаты ионообменной хроматографии 
па микроколонке с ДЭАЭ-сефарозой CL-6B. С помощью хромогенно-
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го субстрата, аланил-п-нитроаиплида, были обнаружены 3 фракции, 
содержащие аминопептидазную активность.

Часть ферментного .препарата, как это отмечалось и другими ав
торами [7], не связывалась с ионообменником (эта фракция обозна
чена в дальнейшем как фракция «И»), Фракция I была получена элю
цией фермента с колонки 0,'3 М ЫаС1, приготовленным на буфере А. 
'Остаточная аминопептидазная активность (фракция II) элюирова
лась с колонки только при наличии в элюирующем буфере тритона 
Х-100 (в конечной концентрации 2%).

От всех полученных фракций отбирались аликвоты для опреде
ления энкефалингидролизующей активности.

Рис. 1. Солюбилизация мембраносвязанной аминопептидазы тритоном 
Х-100. По оси абсцисс—соотношение детергеит/белок (мг/мг), по оси 

«ординат—активность аминопептидазы, выраженная в мкмоль п-НА, обра
зующегося за 45 мин инкубации при 37°, 5—активность фермента в супер
натанте, Р—активность фермента в осадке после центрифугирования проб 

с различным содержанием детергента
Рис. 2. Хроматография мембраносвязанной аминопептидазы па микроко- 

.лонке с ДЭАЭ-сефарозой С1.-6В. По оси абсцисс—объем собираемых 
фракций в мл, по осн ординат слева—активность аминопептидазы в 
мкмоль п-НА, образующегося за 45 мин инкубации при 37°, справа—содер
жание белка во фракциях (мг/мл). а—элюция буфером А, содержащим 
0,3 М №С1, б—элюция буфером А, содержащим 0,3 М Х’аС! и 2%-ный 

тритон Х-100

Результаты тонкослойной хроматографии продуктов деградации 
энкефалина, приведенные на рис. 3, показывают, что фракция «Н» 
■содержит целый набор энкефалингидролизующих ферментов. По-ви- 
димому, кроме аминопептидазной, в данной фракции присутствуют 
также дипептидиламинопептидазиая, карбоксипептидазная и дипепти- 
дилкарбоксипептидазная активности. Об этом свидетельствует нали
чие чиа дорожке пятен всех аминокислот, входящих в состав МеЬ 
энкефалина. Фракции I и II содержат аминопептидазную и дипепти- 
диламинопептидазную активности, о чем свидетельствует присутствие 
на соответствующих дорожках пятен тирозина и глицина (рис. 3, 
I и II). 
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Рис. 3. Тонкослойная хроматография продуктов деградации Met-энкефа
лина мембраносвязанной аминопептидазой после фракционирования фер
мента на колонке с ДЭЛЭ-сефарозон CL-6B. Н—иесвязавшаяся фракция, 
/—фракция /. //—фракция //, Э -Mct-эн кефали и (2 мг/мл). Т—тирозин 
(2 мг/мл). I -глицин (2 мг/мл), Е—препарат фермента очищенный по
следовательно па колонках с ДЭЛЭ-сефарозон CI.-6B. бпогслем НТР, 

АП-сеф прозой 4 В



На рис. 4 представлены хроматограммы всех этапов очистки фер
мента. Получение мембраносвязанной аминопептидазы из мозга че
ловека на ДЭАЭ-сефарозе проводили в соответствии с получением 
фракции I на микроколонке (рис. 4, а). На конечной стадии был по
лучен препарат фермента, обладающий способностью гидролизиро
вать связь Туг-О1у в молекуле энкефалина без последующей дегра
дации, приводящей к образованию тетрапептида (рис. 3, фракция Е).

4?

0,2

!эг га

Рис. 4. Очистка мембраносвязанной аминопептидазы мозга хроматогра
фией на колонках с ДЭАЭ-сефарозой С1.-6В (а), биогелем НТР (б) 
л АН-сефарозой 4В (в). По оси абсцисс—объем собираемых фракций 
в мл, по осям ординат: слева—ферментативная активность и величина 
поглощения при 280 им; справа—градиент концентраций ЫаС1 (а, в) и

КН2РО4 (б)

Так как тирозин является единственной аминокислотой, отщеп
ляемой от МеЬэнкёфалина, можно утверждать, что в процессе выде
ления фермента аминопептидазная и дипептидиламинопептидазная 
активности разделились.

Анализ результатов ионообменной хроматографии на мнкроко- 
лонке (табл. 1) позволяет объяснить потерю общей активности фер
мента при очистке на ДЭАЭ-сеферозе СЬ-6В, поскольку, помимо не- 
связавшейся, существует значительная остаточная аминопептидазная 
активность, которая элюируется с колонки только при добавлении в 
элюирующий буфер детергента. Однако повышение величины У. А. 
мембраносвязанной аминопептидазы наблюдалось только для фрак
ции I, в то время как фракция II практически не очищалась.

Возможно, что фермент, входящий в состав мицелл детергента, 
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частично ингибирован по сравнению с тем, который элюируется лрч 
повышении ионной силы без детергента. В пользу- такого предполо
жения свидетельствуют результаты, полученные при хроматографии 
исходного препарата ՛ мембраносвязанной аминопептидазы на микро
колонке с фенил-сефарозой 4В (табл. 2, рис. 5, а). Величина У. А, 

Таблица 1
Хроматография мембраносвязанной аминопептидазы головного мозга 

на микроколонке с ДЭАЭ-сефарозой С1.-6В

Наименование 
фракции

Содержание белка 
во фракции

Активность фермента 
во фракции

мг/мл мг мкмоль 
п-НА/мин

мкмоль 
п-НА/мин/ 
мг белка

Тритоновый солюбн- 
лизат 5,0 1.0 0.84 0.84

Несвязавша.яся фрак
ция 0.45 0,45 0,04 0,1

Фракция I 0.25 0,25 0,56 2,2
Фракция II 0.30 0.30 0,20 0.7

Примечание. Условия хроматографии см. в разделе «Материалы и методы» и на 
рис. 2.

ловека на колонке с фенил-сефарозой

Таблица 2
Хроматография мембраносвязанной аминопептидазы головного мозга че

Наименование

Содержание белка 
во. фракции

Активность фермента 
во фракции

фракций
мг/мл МГ мкмоль 

п-НА/мин
мкмоль 

п-НА/мин/ 
мг белка

Тритоновый солюби- 
лизат

Фенил-сефарозная
5,0 
0,52

1.0
0,52

3,12 
1.56

3.12
3,00

Примечание. Условия проведения хроматографии см. в разделе «Материалы и ме
тоды։ и на рис. 5, а.

Очистка мембраносвязанной аминопептидазы головного мозга человека
Таблица 3

Наименование 
фракций

Содержание белка 
■ во фракции

Активность фермента 
во фракции

мг/мл мг мкмоль
/п-НА/мин

мкмоль
/п-НА/мин/мг 

белка

Тритоновый солюбн- 
йизат 5,2 119,6 425,5 3,5

Объединенная фрак
ция после ДЭАЭ- 
хроматографии 0,24 6,0 195,0 32,5

Объединенная после 
, хроматографии на 

биогёле'НТР 0.015 0,45 30,1 66,9
Объединенная после 

хроматографии на 
АН-сефарозе • 0,039 • 0,081 28,7 354.0
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■аминопептидазы в полученной при этом фракции не повышается по 
-сравнению с У. А. фермента в тритоновом солюбилизате.

Таким образом, для мембраносвязанной аминопептидазы, гидро
лизующей энкефалин, можно предположить наличие, по меньшей ме
ре, двух форм фермента, различающихся по., физико-химическим свой
ствам. Одна из них элюируется из колонки' ՝с ДЭАЭ;Сефарозой по
вышением ионной силы, вторая—добавлением в элюирующий раствор 
детергента. Объяснение этому, феномену следует, по-видимому, искать 
в особенностях структуры гидрофобных՜ доменов в молекулах двух 
•форм фермента. Кроме того, хрома*гЬгр'афией‘՝-й՝а'-'конканавалин-А-се- 
фарозе нами также, было показано существование, по крайней мере, 
двух форм аминопептидазы в исходном препарате (табл. 3, рис, 5, б). 
По-видимому, в исходном препарате содержат.ся . аминопептидазы, 
имеющие маннозильные остатки в углеводных фрагментах гликопро-

1 ՛ ՛ ■ -
1.. ՛ • я: ֊ -

Рис. 5. Хроматография мембраносвя
занной аминопептидазы на микроколонках 
с феиил-сефарозои (а) и конканавалин-А- 
сефарозой (б). По оси абсцисс—объем 
собираемых фракций в мл, по оси орди
нат: слева—ферментативная активность, 
справа—содержание белка во фракциях 
(мг/мл). Стрелками обозначены: I—элю
ция буфером, содержащим 2%-ный три
тон Х-100, II—элюция буфером, содержа
щим 10%-ный метил-цЧЭ-глюкопиранозид,

теина и аминопептидазы, не связывающиеся с конканавалином-А. Оп
ределить принадлежность этих форм фермента к какой-либо из полу
ченных ферментных фракций при хроматографии на ДЭАЭ-сефарозе 
-С1.-6В не удалось из-за низкой аминопептидазной активности фрак
ций, получаемых при пропускании фермента через колонку с конка- 
навалин-А-сефарозой: Это обстоятельство затрудняло, также исполь
зование фракций, получаемых ионообменной хроматографией в даль
нейших исследованиях. Снижение аминопептидазной активности в 
данном случае происходит из-за ингибирующего действия ионов двух
валентных металлов, содержащихся в буфере, применяемом для рабо
ты с конканавалин-А-сефарозой. По этой же причине не.может быть 
окончательно решен вопрос о ՛ гликопротеидной природе полученного 
нами очищенного препарата фермента՝.' ՛'" ՛

Таким образом, вполне вероятно; что" молекулярная гетероген
ность характерна не только для дипептидилкарбоксипептидазы—«эн- 
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кефалиназы» [11], но и для мембраносвязанной -аминопептидазы 
мозга. Можно предположить, что наличие гетерогенности молекуляр
ных форм аминопептидазы, также как и «энкефалиназы», свя
зано с существованием различных рецепторов энкефалинов.

- ON HETEROGENEITY OF HUMAN BRAIN ENKEPHALIN
HYDROLYZING MEMBRANE BOUND AMINOPEPTIDASE

ZHERNOSEKOV D. D.

Chair of Biophysics and Biochemistry, Dnepropetrovsk Slate 
University

Heterogeneity ol human brain Met-enkephalin-hydrolyzing mem
brane bound aminopeptidase has been studied by means of chromato
graphy on DEAE-Sepharose CL-6B; phenyl-Sepharose CL-6B and Con 
А-Sepharose. DEAE-Sepharose CL-6B columtj chromatography of crude 
brain Triton X-100 extract reveals 3 aminopeptidase fraciionsione frac* 
tion that passed through the support and two others, that were elu
ted by Increasing salt concentration and by 2% Triton Х-10Э, respecti
vely. Binding of initial extract with Con А-Sepharose points to the gly
coprotein nature of at least one iorm of aminopeptidase.
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НЕИРОХИМИЛ
т. 5, № 1, 1986

УДК 612.273.1:6]2.822.1:577.152.1.43

АКТИВНОСТЬ МАО И УЛЬТРАСТРУКТУРА ГОЛОВНОГО МОЗГА 
КРЫС ПРИ РАЗНЫХ РЕЖИМАХ ГИПЕРОКСИИ

КРИЧЕВСКАЯ А. А., ГОРОШИНСКАЯ И. А., ФЕДОРЕНКО Г. М., 
ХОДАКОВА А. А.

Ростовский ордена Трудового Красного Знамени государственный 
университет им. М. А. Суслова

Электронно-микроскопическое исследование установило значительные изменения 
ультраструктуры нейронов коры больших полушарий и среднего мозга в судорож
ной фазе гипероксии, проявляющиеся в набухании митохондрий, снижении числа и 
дезориентации крист, исчезновении лизосом. В компенсаторной фазе гипероксии из
менения в ультраструктуре нейронов менее выражены. Активность МАО типа А в 
митохондриальной фракции мозга снижается по мере усиления тяжести кислород
ной интоксикации, что сопровождается изменением субстратной специфичности фер
мента и выходом его в цитоплазму. Полученные данные свидетельствуют о наруше
нии структуры и проницаемости мембран при острой гипероксшь

Важнейшими пусковыми универсальными механизмами в разви
тии кислородной интоксикации являются усиление свободноради
кальных процессов и повышение интенсивности перекисного окисле
ния липидов (ПОЛ), ведущие прежде всего к изменению состояния 
мембранных структур и модификации свойств мембранных фермен
тов. Усиление ПОЛ при параллельном снижении антиокислительной 
активности липидов при гипероксии наблюдали в мозгу, легких, серд
це, печени, почках, селезенке, эритроцитах [1, 2]. Ранее нами уста
новлены в условиях гипероксии существенные изменения каталитиче
ских свойств МАО [аминжислород-оксидоредуктаза (дезаминирую
щая) (флавинсодержащая), КФ 1.4.3.4], ведущего фермента моно- 
аминергических медиаторных систем [3]. МАО является типичным 
митохондриальным ферментом; он локализован на наружной мембра
не митохондрий и рассматривается в качестве ее маркерного фермен
та [4]. При гипероксии изменяется также активность других мембра
носвязанных ферментов—М§2 +-АТРазы и К+, Иа+-АТРазы [5, 6].

В настоящей работе сопоставлены результаты электронномикро
скопических исследований в структурах среднего мозга и больших 
полушарий головного мозга с активностью митохондриальной МАО.
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Поскольку в мозгу различают две формы фермента—МАО ти
па А (ингибитор хлоргилин, основные субстраты серотонин и норад
реналин) и МАО типа Б (ингибитор депренил, субстраты бензила
мин, р-фенилэтиламин и метил гистамин) [7], исследовали влияние ги- 
пероксии на активность обеих форм фермента.

Материалы и методы

Эксперименты проводили на взрослых беспородных белых крысах обоего пола 
массой 150—180 г. Исследовали влияние иа животных трех режимов гипероксии: 
0,2 МПа О2 в течение 1 ч, 0,3 МПа О2 в течение 2 ч, 0,7 МПа О2 до наступления 
судорог (в среднем 30 мин). Заданные условия гипероксии создавали в специальной 
барокамере, снабженной щелочным поглотителем углекислоты, при постоянном ре
жиме компрессии и декомпрессии 0,2 МПа в 1 мин.

Животных декапнтировали и все последующие процедуры вели на холоду. Для 
электронно-микроскопического исследования кусочки мозга объемом до 1 мм3, из
влеченные из области коры больших полушарий и крыши среднего мозга, фикси
ровали в глутаральдегиде на фосфатном буфере по Зеренсену и затем в OsO4 по 
Милоннпнгу. Заливку материала проводили в эпон-аралдит. Ультратонкие срезы, 
полученные на ультрамикротоме Bs-490 А («Tesla», ЧССР), дополнительно окраши
вали в солях свинца по Рейнольтсу и в уранилацетате [8]. Срезы исследовали в 
электронном микроскопе Bs-242 («Tesla», ЧССР).

Активность МАО определяли в митохондриальной фракции и супернатанте, по
лученном после осаждения -митохондрий при 20000 g, 20 мин. Мозг гомогенизиро
вали в 0,2 М растворе сахарозы, приготовленном на 0,02 М фосфатном буфере 
pH 7,45. Митохондрии выделяли методом дифференциального центрифугирования 
[9]. В ряде опытов исследовали активность МАО в коре больших полушарий го
ловного мозга и среднем мозгу. Мозг разделяли по Glowinski, Iversen [10]. Ак
тивность МАО типа А (субстраты серотонин и норадреналин), а также дезаминиро
вание глюкозамина. путресцина, ГАМК и АМР определяли по освобождению аммиа
ка после инкубации суспензии митохондрий или супернатанта с одним из субстра
тов в насыщающей концентрации (для серотонина—2,5 мМ, для остальных суб
стратов—10 мМ). Инкубацию проводили в воздушной среде при 37,5° и pH 7,45 
в течение 30 мин [11]. Содержание аммиака определяли спектрофлуоримстрическим 
методом на флуориметре марки «Hitachi» 650—60 [12] после изотермической отгонки 
[13]. Активность МАО типа Б исследовали колориметрическим методом с использо
ванием в качестве субстрата п-литрофенилэтиламип [9]. Белок определяли по моди
фицированному методу Lowry [И].

При исследовании влияния Ингибиторов МАО хлоргилина и депренила*  суспен
зию митохондрий или супернатант проинкубировали с одним из ингибиторов в тече- 
йие 15 мин при 20°. Ингибиторы использовали в концентрации 10՜ G М, при которой 
они обладают максимально избирательным действием [7].

* Хлоргилин и депренил были любезно предоставлены В. 3. Горкиным (Инсти
тут биологической химии АМН СССР, Москва).

Результаты и обсуждение

Электронно-микроскопические исследования показали, что при 
действии на животных 0,2 МПа Ог в течение I ч изменений в ультра
структуре нейронов как среднего мозга, так и коры больших полуша
рий не обнаруживается; лишь в отдельных клетках наблюдается не
значительное набухание митохондрий.
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Пирамидный нейрон крыши среднего мозга крысы в контроле (а) 
после действия 0,3 МПа кислорода (6), 0,7 МПа кислорода (в)Х35000՛ 
АГ—аппарат Гольджи. Л—лизосомы, Л Г—липофусционовая гранула М֊ 

митохондрия, ЗЦС—зернистая цитоплазматическая сеть, Я—ятро



2-часовое воздействие 0,3 МПа О2 выявило существенные измене
ния ультраструктуры внутриклеточных органоидов (рис. I, б). Мито
хондрии в большинстве своем выглядят более электронноплотпыми, 
чем в контроле (рис. 1, а). Канальцы эндоплазматической сети не
сколько набухшие, укорочены и беспорядочно расположены по всей 
цитоплазме. Уменьшается число небольших вакуолей, заполненных 
электронноплотным содержимым. Ядро выглядит более просветлен
ным.

Наиболее выраженные изменения ультраструктуры нейронов об
наружены при анализе препаратов мозга в судорожной фазе кисло
родной интоксикации—при действии на животных 0.7 МПа О2 (рис. 
1, в). Митохондрии набухают, число крист в них снижается, в неко
торых митохондриях наблюдается полное разрушение крист, снижает
ся электронная плотность матрикса. Лизосомоподобных структур не 
отмечается, зато в изобилии встречаются липофусциновые гранулы 
размером до 2 мкм. Канальцы эндоплазматической сети немногочис
ленны и дезориентированы. Пузырьки и вакуоли эндоплазматической 
сети и аппарата Гольджи значительно набухают.

Следует отметить значительные различия в индивидуальной чув
ствительности животных к действию повышенного давления кислоро
да. Об этом свидетельствуют как различия во времени наступления 
судорог, так и результаты электронно-микроскопического исследова
ния. Если у одних животных существенные повреждения внутрикле
точных органоидов, степень выраженности которых в ряде случаев 
несовместима с жизнью, наблюдаются во всех исследованных клет
ках, то у других, наряду со значительно поврежденными клетками, 
встречаются отдельные нейроны с малоповрежденной структурой.

Существенные изменения в ультраструктуре нейронов коры боль
ших полушарий и клеток печени в условиях острой гипероксии обна
ружены также Масловой и соавт. [15]. Установлены также измене
ния под влиянием гипероксии ультраструктуры сердечной мыщцы 
[16].

Результаты исследования активности МАО при разных режимах 
гипероксии представлены в табл. 1. Активность МАО типа А досто
верно не изменяется при действии на животных 0,2 МПа О2 в течение 
1 ч, а в условиях 2-часового действия 0,3 МПа О2 снижается па 41% 
с норадреналином в качестве субстрата и па 47%—с серотонином. В 
судорожную фазу кислородной интоксикации дезаминирование нор
адреналина снижается в среднем на 68%, серотонина—на 74%. при
чем почти у половины исследованных животных наблюдается полное 
ингибирование активности фермента. При этом выявлены различия 
чувствительности к гипероксии фермента в зависимости от локализа
ции. В среднем мозгу наблюдается 100%-ное ингибирование активно
сти МАО типа А у всех исследованных животных. В коре же больших 
полушарий лишь у 3-х животных из 12-ти имеет место полное ингиби
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рование активности фермента, у остальных же активность МАО типа 
А снижается в среднем на 29% (р<0,02).-

Активность МАО типа Б, непосредственно не связанная с обме
ном медиаторов, не изменяется даже в судорожную фазу гипероксии. 
Ранее ֊нами было показано, что снижение активности МАО типа А в 
предсудорожную и судорожную фазы кислородной интоксикации со
провождается появлением в митохондриальной фракции способности 
дезаминировать аминосахара, путресцин, ГАМК и двукратным уси
лением интенсивности дезаминирования АМР [3, 17].

Таблица 1
Активность МАО типа А митохондрий мозга при гипероксии (в нмоль 

азота аммиака/мг белка/мип)

Субстраты дезамини
рования

Условия опыта

контроль 0,2 МПа, 
1 ч

0,3 МПа, 
2 ч

0,7 МПа, 
судороги

Серотонин

Норадреналин

8,50+0.33 
(18)

5.57+0,17 
(27)

7,33+0,70 
(10) 

р>0,05
4,93+0.57 

(И) 
р>0,05

4,47+0,27 
(8) 

РС0.001
3,30+0,30 

(8) 
РЬ0,001

2,20+0.49 
(19) 

р<0.001 
1,76+0.45

(21) , 
р<0,001

Примечание. Здесь н в табл. 2, 3 в скобках указано число опытов, р—достовер
ность отличий от контроля.

Как видно из табл. 2, блокирование каталитического .центра МАО 
типа А при преинкубации с избирательно действующим ингибитором 
МАО типа А хлоргилином, предотвращает усиление интенсивности 
дезаминирования глюкозамина и путресцина и не влияет на увеличе
ние интенсивности дезаминирования АМР. Преинкубация с ингибито
ром МАО типа Б депренилом не оказывает влияния ни на дезамини
рование глюкозамина и путресцина, ни на дезаминирование АМР. 
Следовательно, появление в митохондриальной фракции в условиях 
гипероксии глюкозамин- и путресциндезаминазнои активности обус
ловлено качественным изменением каталитических свойств (транс
формацией) МАО типа А, сходным с обнаруженным при целом ряде 
других патологических состояний: облучении, злокачественном росте, 
гипервитаминозе Д2 [18], холодовом стрессе [19], гипоксии [20]. 
Усиление дезаминирования АМР в условиях гипероксии так же, как 
и при холодовом стрессе [19], не связано с МАО.

Изменение каталитических свойств МАО при гипероксии может 
быть обусловлено нарушением связи фермента с митохондриальными 
мембранами и выходом его в цитоплазму. В этой связи исследовали 
интенсивность дезаминирования серотонина и глюкозамина в супер
натанте, полученном после ооаждения митохондрий. Из табл. 3 вид
но, что в условиях гипероксии (судорожная фаза) в супернатанте 
появляется способность дезаминировать со значительной скоростью 
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серотонин и глюкоэамин. Интенсивность дезаминирования серотони
на возрастает более чем в 4 раза, дезаминирования глюкозамнна—поч
ти в 15 раз. Преинкубация с хлоргилином препятствует увеличению՛ 
интенсивности дезаминирования серотонина и глюкозамина, что сви
детельствует о моноаминоксидазном происхождении индуцируемой в 
супернатанте активности. Активность МАО типа Б не изменяется в 
супернатанте при гипероксии.

Таблица 2
Влияние ингибиторов МАО (в нмоль азота а.ммиака/.мг белка/мин) 

на дезаминирование некоторых азотистых соединений митохондриями мозга при 
гипероксии (0,7 МПа судороги)

С у՛ б с т р а т ы, д е з а м п н и р о в а н и я

п-ннтрофс- 
ннл-этпл-

амин
серотонин глюкоза мин АМР путресцин

Контроль

Без ингибитора

Хлоргилин

Депренил

3,43+0,16 
(14) 

2,78+0,20

2,72+0,20
(8) 

р>0.05 
0,28+0,09

(8) 
рс0,001

8,42+0,54 
(И) 

4,85±0,58

0,011+0,007 
(9) 

р<0,001
4,05+0,49 

(9) 
р>0,05

0.54+0,24 
(13)

5.48+0,95

1,72+0',72 
(9)

р <0,01
4,35±1,00 

(8) 
р>0,05

2,45+0.31 
(Н)

5,09+0.62
(9)

5,71+0,68
(9) с 

р>0,05 
5,72+0,66

(8) 
р>0,05

0,59+0,24 
(П) 

2,48+0,48
(8) 

1,06+0,23
(7) 

рс0,05 
2,21+0,28

(9) 
р>0,05

Процесс снижения активности МАО типа А в митохондриях и 
возникновение ее в супернатанте позволяет считать, что одним из ме
ханизмов ингибирования этого фермента в условиях гипероксии яв
ляется его выход в супернатант в результате деструкции митохон
дриальных мембран. Отсутствие изменений активности МАО типа Б 
подтверждают имеющиеся в литературе данные о значительно боль
шей зависимости МАО типа А по сравнению с МАО типа Б от липид
ного микроокружения и целостности митохондриальных мембран 
[21].

Полученные нами данные свидетельствуют о сопоставимости ре
зультатов электронной микроскопии и исследования активности МАО- 
при разных режимах гипероксии. При 1-часовом воздействии 0,2 МПа 
О2 не обнаружено ни нарушения ультраструктуры внутриклеточных 
органоидов, пи изменения активности маркерного фермента митохон
дрий. При 2-часовом воздействии 0,3 МПа О2 наблюдаются как изме
нения в ультраструктуре нейронов, так и снижение активности МАО. 
Однако они относительно незначительны и, по-вндимому, обратимы. 
Первый режим гипероксии повсеместно используется в клинической 
практике. Полученные нами данные подтверждают отсутствие струк
турных изменений в головном мозгу при данном режиме. Второй ре
жим приводит организм в состояние компенсаторной фазы кислород; 
ной интоксикации и не вызывает несовместимых с жизнью изменений
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в структуре и метаболизме клеток. В судорожной фазе кислородной 
интоксикации имеют место как ярко выраженное нарушение ультра
структуры внутриклеточных органоидов, так и значительное измене
ние каталитических свойств МАО. Судорожная фаза гипероксни при
водит к гибели до 30% исследуемых животных. Продолжение экспо
зиции при данном режиме гипероксни вызывает гибель всех жи
вотных. ՝• .

Таблица 3 
Дезаминирование серотонина и глюкозамина в супернатанте 
мозга при гипероксни и влияние хлоргилпна (в нмоль азота 

аммиака/мг белка/мин)

Субстраты 
дезаминирова

ния

- Условия опыта

контроль 0,7 МПа, 
судороги

0,7 МПа, судоро
ги 4-хлоргилии

Серотонин

Глюкоза мин

0,347+0.12
(16)

0,13+0,04
(14)

1,49+0,12
(15) 

р<;0,С01 
1,32+0,23

(9) 
р<0,001

0.03+0,01 
(5)

р>0,0о
0,21+0,11 

(5Т
р>0,05

Структуры среднего мозга более чувствительны к действию гн- 
пероксии по сравнению с корой больших полушарий, что подтверж
дают как данные электронной микроскопии, так и результаты иссле
дования МАО. Это согласуется с ведущей ролью мезодиэицефально- 
го отдела в развитии судорожной активности при гипероксни [32,23].

Выраженные изменения ультраструктуры митохондрий наблю
даются только в соме нейронов; митохондрии, расположенные в от
ростках нейронов, не повреждаются. Это же отмечали и другие ис
следователи [15]. Следовательно, можно полагать, что под влиянием 
гипероксни изменяются в основном свойства МАО, локализованной в 
соме нейронов.

Изменение каталитических свойств МАО связывают с окисле
нием сульфгидрильных групп фермента липидными перекисями [18]. 
Результаты данной работы, показавшие возможность выхода мито
хондриальной МАО в супернатант и ярко выраженные изменения 
ультраструктуры митохондрий, свидетельствуют об определенном 
вкладе в изменение каталитической активности МАО нарушения свя
зи фермента с наружной митохондриальной мембраной, также, оче
видно, обусловленного в значительной степени перекисным окисле
нием мембранных липидов. На важную роль липидов наружной 
мембраны митохондрий в функционировании МАО в клетке ука
зывают данные Бурлаковой и соавт. по изучению влияния модифи
кации состава и свойств липидов на активность и кинетические пара
метры фермента [24].
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В ходе реакций, катализируемых МАО, возможна инициация 
ПОЛ. При этом наиболее активная стимуляция ПОЛ имеет место в 
системе с субстратами МАО типа Бис субстратами трансформиро
ванной МАО типа А; серотонин, напротив, дает антиоксидантный эф
фект [25]. Представленные в настоящей работе результаты свиде
тельствуют о том, что в условиях гипероксии происходит трансформа
ция МАО типа А, активность МАО типа Б остается на контрольном 
уровне, а дезаминирование серотонина в митохондриальной фракции 
резко снижается. Следовательно, при гипероксии создаются условия 
для усиления ПОЛ: системы, оказывающие стимулирующее действие 
на ПОЛ (дезаминирование МАО типа А необычных субстратов и суб
стратов МАО типа Б)., активно функционируют, а система, обладаю
щая антиоксидантным действием (дезаминирование серотонина), ин
гибируется. Таким образом, в условиях гипероксии возникает «по
рочный цикл», играющий важную роль в развитии патологий: ини
циация ПОЛ под действием активных форм кислорода вызывает 
трансформацию МАО, в результате чего усиливается ПОЛ, которое^ 
в свою очередь, вызывает дополнительную трансформацию МАО, сле
довательно, лавинообразное накопление продуктов ПОЛ в биомем
бранах.

Обнаруженные изменения в ультраструктуре клеток головного 
мозга, и. каталитических- свойствах МАО—одного из ключевых фер
ментов медиаторного обмена—отражают происходящие в организме 
нарушения метаболизма и вносят существенный вклад в развитие 
кислородной интоксикации.

MONOAMINE OXIDASE ACTIVITY AND BRAIN ULTRASTRUCTURE: 
IN RATS UNDER DIFFERENT OXYGEN EXPOSITIONS

KRICHEVSKAYA A. A., GOROSHINSKAYA I. A., FEDORENKO G. M.. 
KHODAKOVA A. A.

State University, Rostov-on-Don

Electron-microscopic study of rat brain during convulsive phase of 
hyperbarooxygenatlon reveals - significant changes in brain cortex and 
midbrain neuronal ultrastructure such as mitochondrial swelling, decrease 
in crlst number, desorientation of crisis and disappearance of lysosomes. 
In compensator phase of hyperbarooxygenation changes in neuronal 
ultrastructure are less pronounced. Oxygen intoxication inhibits mito
chondrial monoamine oxidase type A activity? alter® its substrate speci
ficity and leads to a leakage of mitochondrial enzyme in cytosol. Data 
obtained suggest membrane structure damage under hyperoxia.

43



ЛИТЕРАТУРА

1. Jerrett S. A., Jefferson D.. Mengel С. E. Aerosp. Med., v. 44, p. 40—44, 1973.
2. Габибов M. M., Карагезян К. Г. Бюл. эксперим. биол. и мед., т. 91, с. 682— 

684, 1981.
.3. Горошинская И. А. Вопр. мед. химии, т. 25, с. 328—329, 1979.
4. GreenawaltJ. W-, Schnalman С. J. Gell. Biol., v. 46, p. 173—179, 1970.
5. Мацынин В. В. Укр. OioxiM. жури., т. 46, с. 561—563, 1974.
6. Шерстнева И. Я., Броновицкая 3. Г. Укр. OioxiM жури., т. 48, с. 417—420, 1976.
7. Yang Н. Y„ Neff N. A. J. Pharmacol, and Exp. Then, v. 187, p. 365-371, 1973.
8. Гайэр А. Электронная гистохимия, M., Мир, 1973.
9. ՜ Москвитина Г. А,—В кн.: Современные методы в биохимии (под ред. В. Н. Оре- 

ховича), с. 22—26, М., Медицина, 1977.
10. Glowinskl J.t Iversen Д. £. J. Neurochem., v. 13, p. 655—669. 1966.
11. Горкин В. 3., Веревкина И. В., Гриднева Л. И., Жердева (Брускова) Л. В., Клич- 

торин Л. Б., Кривченкова Р. С., Комиссарова Н. В., Леонтьева Г. А., Рома
нова Л. А., Северина И. С., Фейгина С. М.—В кн.: Современные методы в 
биохимии (под ред. В. Н. Ореховича), с. 155—177, М., Медицина, 1968.

12. Sugawara К-, Oyama F. .1. Blochem., v. 89, p. 771—774, 1981.
13. Selegson D., Selegson H. J. Lab. Clin. Med., v. 38, p, 324-330, 1951.
14. Schacterle G. R., Pollack R. L. Anal. Biochem., v. 51, p. 654- 655, 1973.
15. Маслова M. H„ Озирская E. В., Резник Л. В. Цитология, т. 15, с. 16—21, 1973.
16. Деклева И. В,—В кн.: Гипербарическая медицина. Материалы VII Международ

ного конгресса, Москва, 2—6 сентября 1981, т. 2, с. 122—125, М., Наука, 1983.
17. Горошинская И. А., Грабовскова Л. Л., Броновицкая 3. Г., Кричевская А. А. 

Физиол. жури., т. 67, с. 1611—1616, 1981.
18. Горкин В. 3. Молекуляри. биология, т. 10, с. 717—736, 1976.
19. Горошинская И. А., Кричевская А. А., Броновицкая 3. Г. Бюл. эксперим. бнол. 

и мед., т. 91, с. 431—433, 1981.
20. Горошинская И. А, Броновицкая 3. Г-, Кричевская А. А., Кабарухина Е. Г. Ней

рохимия, т. 1, с. 282—286, 1982.
21. White Н. L„ Stine D. К. J. Neurochem-, v. 38, р. 1429-1436, 1982.
22. Зальцман Г. Л.—В сб.: Гипербарические эпилепсия и наркоз, с. 129—136, Л., 

Наука, 1968.
23. Агаджанян Н. А., Калюжный Л. В. Успехи физиол. наук, т. I, № 2, с. 26—40, 

1970.
24. Бурлакова Е. Б., Кайране Ч. Б., Молочкина Е. М., Хохлов А. П. Вопр. мед. хи

мии, т. 30, с. 66—72, 1984.
25. Каган В. Е„ Смирнов А. В., Савов В. М„ Горкин В. 3. Вопр. мед, химии, Т. 30, 

с. 112—118, 1984. .

Поступила 19. VIII 1985.

44



11

НЕЙРОХИМИЯ
т. 5, № 1, 1986

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 612.822.1

ДЕЙСТВИЕ НЕЙРОГОРМОНА «С» НА СИНТЕЗ, ЗАХВАТ 
И ВЫСВОБОЖДЕНИЕ КАТЕХОЛАМИНОВ В МОЗГУ КРЫС

ГАЛОЯН А. А., ЧИФЛИКЯН М. Д„ МУРАДЯН М.. Ш., ЕДИГАРЯН А. К., 
АБРАМЯН С. С.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

В течение ряда лет нами проводятся исследования механизмов 
образования и действия новой группы органотропных нейрогормо
нов—нейропептидов, продуцируемых в магноцеллюлярных ядрах ги
поталамуса [1—3]. В частности, показано, что кардиотропный нейро
гормон «С» оказывает влияние «а сердечное кровообращение пу
тем ингибирования фосфодиэстеразы (ФДЭ) циклических нуклеоти
дов [4]. Нейрогормон «С» изменяет сродство ряда важных фермен
тов и белков к ионам кальция (неопубликованные данныё)7՝что отра
жается на метаболизме циклических нуклеотидов. Исходя из этого, 
можно предположить участие катехоламинов в реализации действия 
нейрогормона «С» на обменные процессы и функции мозга и сердца.

В настоящем сообщении приводятся данные о действии нейрогормо
на «С» на синтез 14С-дофамина и |4С-норадреналина из 14С-тирозина 
в срезах гипоталамуса и полосатого тела мозга крыс, а также на за
хват Зй-дофамина и 3Н-норадреналина и на К+ -вызванное высвобож
дение 3Н-Дофамина.

Белых крыс массой 180—200 г декапптнровали. извлекали мозг-и на льду изо
лировали гипоталамическую область и полосатое тело.

При исследовании синтеза НС-дофамина и ис-норадреналииа навески срезов 
(50 мг) преипкубировалн в Кребс-бикарбопатиом буфере, содержащем ингибитор 
МАО—ипразнд (3,6. Ю-Ш), ДТР (9.10-5 М) при 37°, pH—7,2, аэрируемом смесью 
О2 с СО2 (95:5%) в течение 20 мин, затем инкубировали 30 мин в присутствии 
нейрогормона «С» и еще 30 мин с добавлением радиоактивного предшественника 
синтеза катехоламинов—14С-тирозииа в концентрации 3.3-10՜ 5М (У. А. 333,3 
мКи/ммоль). Далее срезы гомогенизировали в 5 мл холодной 0,2 М НС1О4 с 0,5%- 
ЭДТА. Через 30 мин пробы центрифугировали в течение 20 мин при 9000 д и супер
натант нейтрализовали 3 н. \’а2СО3 до pH 6—6,5. Хроматографическое разде
ление в нем катехоламинов проводили на колонках с ионообменной смолой 
До«ех 50\\'Х16 (20—50 меш) и 50«Х8 (400 меш) в натриевой форме [5, 6]. Рас
чет скорости синтеза катехоламинов проводили по уравнению:

45



А-1000-2 
Б-В-2,2-106 

где у—скорость синтеза, " йырагйенная в моль/г свежен ткану/1 ч инкубаии:,;; 
д содержание исследуемого вещества, выраженное в распадах в мин; Б—мас
са ткани в мг; В—.величина У. А. в мкКи/ммоль.

При исследовании захвата зН-норадреиалина и зН-дофамина срезы гипотала
муса и полосатого тела мозга (15 мг) инкубировали 5 мин в Кребс-бикарбонатном 
буфере при 37 и 0°, 30 мин—с ЗН-норадреналином (10-7М, У. Л. 35 Ки/ммоль) или 
с зн-дофамииом (10֊ 7 М, У. А. 0,3 Ки/ммоль) в присутствии нейрогормона «С».

При исследовании действия нейрогормона «С» на К 4-вызванное высвобождение 
зН-дофамина срезы полосатого тела мозга (15 мг) инкубировали 30 мин в присут
ствии зн-дофамина (10—7 М) при 37° под непрерывной струей смеси О2 с СО2, 
затем промывали 5 мл 0,9 М ЫаС1„ далее 20 мин—буфером со скоростью 1 мл/мин. 
На 26-й мни суперфузии срезов добавляли 40 мМ К + с нейрогормоном «С» или 
без него. Суперфузиоиные фракции собирали каждые 2 мин. Радиоактивность проб 
измеряли на сцинтилляционном счетчике «Iп1ег1ес11п1чие .4221» (Франция).

Стандартизацию активности нейрогормона «С» проводили по способности гор
мона ингибировать ФДЭ сАМР мозга крыс, которую определяли по количеству гид
ролизованного субстрата зн-сАМР при его инкубации с ферментом методом восхо
дящей ТСХ на силикагеле [7], модифицированному вами [8]. За единицу активно
сти нейрогормона «С» принимали активность препарата, ингибирующего 1 миллиеди— 
вицу ФДЭ мозга крыс в мин в мл при 37°.

Исследовали влияние нейрогормона «С» на синтез 14С-ДОфа- 
мина и |4С->норадрен-алина из |։С-тирсзина в гипоталамических, 
срезах в дозах 1—40 .миллиединиц/.мл. Опыты показали, что наибо
лее эффективные дозы нейрогормона «С» 1,6 и 16 миллиединиц/мл. 
Скорость синтеза 14С-дофамина и 14С-норадреналина составляла 3,14±

Таблица 1
Действие нейрогормона «С» на синтез нС-дофамина и ИС-норадреиалниа из 

С-тирозина в срезах гипоталамуса и полосатого тела мозга крыс

Условия опыта

Гипоталамус Полосатое тело

дофамин
• 10-10 моль/г/ч

норадреналин
• 10-10 моль/г/ч

Дофамин
•Ю—10 моль/г/ч

норадреналин 
• 10-10 моль/г/ч

Контроль 
Нейрогормон ,С“ 
1,6 миллиеднннцы/мл 
2 миллиединицы/мл 
16 миллиединиц/мл 
20 миллиединиц/мл

3,14+0,47 (6)

22,9*+3,2 (6)

0,53*+0,024(3)

3,54+0,66 (6)

22,8*+4,8 (6)

0,48*+0,043(3)

4,13+0,97 (4)

7,08»+0,87 (5)

69.7*+18,5 (5)

2,94+0,66 (6)-

6,19*+0,55(5)

142,3*+43,6(5).
Примечание. В скобках—количество опытов. р’!<0,001

0,47-10՜ 10 моль/г/ч и 3,54±0,66-10֊10 моль/г/ч (табл. 1). Нейрогормон 
«С» (1,6 миллиединиц/мл) увеличивал скорости синтеза дофамина и 
норадреналина в 7,3 и 6,4 раза соответственно. С увеличением его дозы 
(16 миллиединиц/мл) наблюдалось торможение синтеза как до
фамина, так и норадреналина в 7,4 и 5,9 раза соответственно. 
При изучении синтеза 14С-дофамнна и 14С-порадреналина под дей
ствием нейрогормона «С» в срезах полосатого тела мозга крыс 
было выявлено его стимулирующее дозозависимое влияние на эти 
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процессы. Установили, что нейрогормон «С» в дозах 2 и 20 миллиеди- 
ниц/мл увеличивал синтез 14С-дофамина в 1,7 и 16 раз, а синтез 
14С-норадреналина—в 2,1 и 48 раз соответственно (табл. 1).

Для выяснения функциональной значимости этих изменений в 
следующей серии опытов изучали действие нейрогормона «С» на за
хват 3 * * * *Н-дофамина и 3Н-иорадреналина в срезах гипоталамуса и по
лосатого тела мозга крыс. Было установлено, что захват 3Н-дофами- 
на в гипоталамических срезах был гораздо менее интенсивен, чем в 
срезах полосатого тела, что соответствует большей плотности распре
деления дофаминергических нервных окончаний в полосатом теле 
[9]. Нейрогормон «С» (2 и 20 миллиедпниц/мл) не влиял па захват 
3Н-дофамина в среза.-; гипоталамуса и полосатого тела, а также на 
захват 8Н-норадреналина в гипоталамических срезах.

3Н-дофа.мпн 
распады/мин/фракцию

Спонтанное высвобождение
40 мМ К+
40 мМ К+--нейрогормон ,С* 

(֊ мнллпсдншщы/мл)
4® „ т-иенрогормон .С‘ 

(-0 миллнеднннц/мл)

Примечание. В скобках—количество опытов. *р <0,05

В литературе имеются многочисленные данные относительно пря
мой или опосредованной модуляции дофаминергической трансмиссии 
в полосатом теле мозга крыс на преспнаптичсском уровне [10]. Од
нако надо заметить, что все возможные нейротрансмиттеры, за исклю
чением серотонина [11], увеличивают как спонтанное, так и вызванное 
высвобождение дофамина в срезах полосатого тела мозга крыс.

Значительный интерес представляют полученные нами результаты, 
свидетельствующие об увеличении синтеза норадреналина под дей
ствием нейрогормона «С» в полосатом теле мозга крыс, для которого 
при высокой плотности р-адреиергических рецепторов [12] характерна 
слабая норадренергическая иннервация [9, 13].

Сопоставляя данные относительно действия нейрогормона «С» на 
синтез, захват и высвобождение катехоламинов, трудно говорить о кор-

В серии опытов со срезами полосатого тела, предварительно ин
кубированными с 3Н-дофамином, изучали действие нейрогормона «С» 
на К+-вызванное высвобождение нейротрансмиттера. Показано, что 
40 мМ К+ вызывает увеличение высвобождения 3Н-дофамин1а на 
153% относительно спонтанного высвобождения (табл. 2). Нейро
гормон «С» (2 миллиединицы/мл) вызывает статистически недостовер
ное увеличение К+ -вызванного высвобождения 3Н-дофамина на 
17%, а в дозе 20 миллиединиц/мл—ингибирование этого процесса на 
47% (р<0,05). На основании этих данных можно предполагать, что 
нейрогормон «С» модулирует дофаминергическую трансмиссию в по-
.лосатом теле мозга крыс.

Таблица 2
Действие нейрогормона «С» на К + -вызванное высвобожден :е 

зН-дофамппа из срезов -полосатого тела мозга крыс.֊

Условия опытов

2218+214 (9)
5612+721 (3)

6601+380 (2)

2975*+192 (4)



реляции этих процессов. Однако полученные результаты дают основа
ние предполагать, что между нейрогормоном «С» и биосинтезом кате
холаминов в некоторых структурах мозга существуют определен
ные функциональные и биохимические взаимоотношения, направ
ленные на регуляцию функций эндокринных и висцеральных ор
ганов. Для выяснения молекулярных механизмов столь разительного 
усиления биосинтеза норадреналина и дофамина как в полосатом те
ле,'так и в гипоталамических ядрах необходимо исследовать скорость 
обновления катехоламинов под действием нейрогормона «С», а также 
биосинтез катехоламинов в условиях in vivo.

ACTION OF NEUROHORMONE ,C“ ON THE SYNTHESIS, 
UPTAKE AND RELEASE OF CATECHOLAMINES

IN RAT BRAIN

GALOYAN A. A., CHIFLIK1AN M. D„ MURAD1AN M. SH„ 
EDIGAR1AN A. K„ ABRAHAMIAN S. S.

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

Data obtained indicate that neurohormone „C“ causes a dose
dependent different alteration in the rate of syntesis of MC-dopamine 
and “C-noradrenaline from “C-tyrosine in the hypothalamic slices. In 
the striatal slices a stimulation of catecholamines synthesis is observed. 
We found that neurohormone „C“ does not alter dopamine and noradre
naline uptake in striatal and hypothalamic slices. It has been shown 
that neurohormone „C“ decreases K+-evoked release of dopamine from 
striatal slices in dose-dependent manner. It may be proposed that neu
rohormone „C“ plays an important role in the regulation of catechol
amines biosynthesis in striatum and hypothalamus.
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УДК 612.821

ВЛИЯНИЕ ДИБУТИРИЛ сАМР И ФОРСКОЛИНА
НА ВЫСВОБОЖДЕНИЕ 3Н-ГЛУТАМАТА И 3Н-ДОФАМИНА 

ИЗ НЕОСТРИАТУМА МОЗГА КРЫСЫ

ГОДУХИН о. в.
Институт биологической физики АН СССР, г. Пущино

При изучении молекулярных механизмов лресинаптической регу
ляции высвобождения нейротрансмиттеров важное значение имеет 
выяснение роли циклических нуклеотидов, в частности сАМР, в этих 
механизмах. Хотя по гистологическим данным аденилатциклаза и՝ 
сАМР локализованы в основном в телах интернейронов неостриатума 
[1], небольшой уровень аденилатциклазной активности обнаруживается 
и в пр^еинаптических окончаниях нейронов этой структуры мозга [2].

Известно, что унилатеральная электрическая стимуляция глута- 
матергических кортикостриатных и дофаминергических нигростриат- 
ных нейронов вызывает значительное повышение уровня'՝еАМР в нео
стриатуме [3]. Однако связано ли это с высвобождением: глутамата я 
дофамина из соответствующих окончаний—остается неясным-

Целью настоящей работы было изучение влияния липофильного 
еналопа сАМР—Дибутирил-сАМР и прямого активатора аденилатцик- 
лазы форсколина на спонтанное и вызванное К+ -деполяризацией вы
свобождение 3Н-глутамата и 3Н-дофамина из неостриатума мозга, 
крыс.

В опытах была использована методика локальной суперфузии мозга крыс (ли
ния Ж/лй»՜, масса 250—300 г). На шестой день после предварительной операции, в 
ходе которой животным в неостриатум вживляли направляющую трубку, через* 
неё мнкрошприцем вводили 3 мкл зн-глутамата (У. А. 29 Ки/ммоль, «Атегейат», 
Англия), либо 3 мкл 3Н֊дофамина (У. А. 35 Ки/ммоль, «АтегзИат», Англия). Во
время эксперимента животные находились под нембуталовым наркозом (35 мг/кг, 
внутрибрюшинно). Через 20 мин после введения препаратов (время, необходимое 
для захвата 3Н-глутамата и зН-дофамина клеточными элементами) осуществляли 
посредством пуш-пул канюли суперфузию неостриатума раствором Кребса-Ринге
ра следующего состава (мМ): №01—126,5; КС1—2,4; СаС12—1,1; КН2РО4—0,5;. 
К’аНСО3—27,5; А1дЗО4—1д; -глюкоза—5,9. В опытах с зН-дофамииом в суперфу- 
зат добавляли также ингибитор МАО ниалампд (10-ЗМ). Раствор Кребса-Ринге
ра насыщали газовой смесью О2/СО2 (95%/5%) до pH 7,4. Скорость суперфузии
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равнялась 50 мкл/мин. Через 60 мни (в опытах с Ж-глутаматом) и I ч 50 мин (а 
опытах с зн-дофамином) после начала суперфузнп собирали 3 последовательные 20- 
минутные фракции суперфузата в пробирки с охлажденным 40°) раствором Кребс- 
Рингера (200 мкл). Радиоактивность зН-глутамата и зн-дофамииа в первой собранной 
фракции принимали за 100% и относительно неё оценивали уровни радиоактивных 
нейротрансмиттеров в последующих двух фракциях (2 и 3). Изменение ионного соста
ва среды (Кт -деполяризация) и добавление в среду’ форсколина и дибутирил сАМР 
производили во время прохождения 2-ой фракции через мозг. Во время прохожде
ния 3-й фракции («отмывка») состав суперфузпонной среды возвращался к норме В 
опытах с зн-глутаматом в пробирки добавляли нерадноактивный глутамат (конем- 
иая концентрация 10-з.М), а в опытах с зН-дофамином-смесь, состоящую из кера- 
дноактивного дофамина (0,005%), аскорбиновой кислоты (6%) и ЭДТА (02%) Для 
очистки 2Н-глУтамата и 3Н-дофамина от пялилагт»».........  <- ’ "' 1 иии։ от радиоактивных метаболитов использовали 
ионообменную хроматографию.

Подробнее методика эксперимента и процедура очистки описана нами ранее 
[4, 5].

Полученные результаты приведены в таблице. Дибутирил сАМР 
и форсколип практически не влияли на спонтанное, но ингибировали 
вызванное высокой концентрацией К+ в среде высвобождение 3Н-глу- 
тамата и 3Н-дофамина. Таким образом, как прямое увеличение уровня 
сАМР, так и увеличение уровня чнппгл.шлпа «л мп? эндогенного сАМР, вызванное актива-
циеи аденилатциклазы в нейронах суперфузируемой области неостриа
тума приводило к ингибированию вызванного высвобождения исследо
ванных нейротрансмиттеров. По всей вероятности, это высвобождение 
происходит из пресинаптических окончаний, так как в суперфузируе- 
мои области мозга локализованы тошт ”m юлько окончания, но нс тела глута
мат- и дофаминергических нейронов.

Считается, что влияние сАМР мл ог,„, *. на высвобождение неиротрансмит-
деров опосредуется сАМР-зависимым фоефорилирбв анием синаптиче- 
ских елков [ ], которое, по видимому, не принимает прямого участия 
в процессе высвобождения. По данным Llinas и соавт., время от мо
мента вызванного потенциалом действия входа Са’+ в пресинаптиче- 
ское окончание до выороса квантов нейротрансмиттера не превышает 
200 мкс [7], что значительно меньше времени, требуемого для каска
да ферментных реакции, приводящих к увеличению уровня сАМР я 
последующему фосфорилированию синаптических белков. Тем не ме
нее. более длительные процессы пресинаптической модуляции высво
бождения нейротрансмиттеров, осуществляемые другими нейротранс
миттерными веществами и гормонами, могут быть опосредованы увели
чением уровня сАМР в пресинаптическом окончании.

Однако необходимо отметить, что в литературе описаны и другие эф
фекты дибутирил сАМР па высвобождение 3Н-дофамнна из стриатума. 
Westfall и соавт. обнаружили, что дибутирил сАМР в концентрации 
100 мкМ потенцировал вызванное электрической стимуляцией с часто
той импульсов 50 Гц высвобождение 3Н-дофамина из срезов стриату
ма крыс, предварительно проинкубированных в среде с экзогенным 
3Н-дофамином [8]. По-видимому, причиной отличия этих данных от 
наших является нефизиологическая высокая частота электрической

50



Таблица
Влияние днбутирнл сАМР и форсколнна на высвобождение зн-глутамата и 

зН-дофамииа из неостриатума крысы

Условия опыта

Фракция
’Н-глутамат 3Н-дофамии

спонтанное высвобож
дение, %

К г-вызваннос высво
бождение, %

спонтанное высвобож
дение, 96

К Ь-вызваннос высво
бождение , %

2 3 („отмыв
ка")

о 3 („отмыв
ка")

2 3 („отмыв
ка") 2 3 („отмыв

ка")

Контроль 74+12 72+15 153+23 81+17 66+9 38±3 256+28 61+9

Дибутирил сАМР (2-10 -4 М) 82+3 64+10 79+11* 44+12 65+16 44+14 90+16* 61+5

Форсколин (10՜4 М) 69+2 45+2 73+6* 50±4 87+8 83±14* 125+15* 109+1*

Примечание. При К+-деполяризации концентрацию К+ в среде увеличивали до 
60 мМ и эквимолярно уменьшали концентрацию Ыа + в среде для сохранения нзо- 
осмотнчиости. *—уровень соответствующих меченых нейротрансмиттеров во фракциях, 
достоверно (р<0,05) отличающихся от таковых в контроле в тот же период суперфузии.



-стимуляции срезов стриатума в опытах Westfall и соавт., что может 
приводить к интенсивному притоку Na+ в пресинаптичёское оконча- 

лие, благодаря которому усиливается отток Са2'г из митохондрий в 
цитоплазму [9]. В отличие от локальной К+ -деполяризации пресинап- 
тических окончаний при таких условиях возможно независимое от 

-внешней концентрации С а2” высвобождение нейротрансмиттеров [4], 
которое, по-видимому, потенцируется со стороны дибутирил сАМР.

Резюмируя вышесказанное, необходимо отметить, что пресипапти- 
ческие модуляторы, ингибирующие Са2 +-зависимое, вызванное депо- 
-ляризующим стимулом, высвобождение глутамата и дофамина из окон
чаний соответствующих нейронов в неостриатуме, могут осуществлять 
свои эффекты через активацию пресинаптической аденилатциклазы и 
увеличение уровня сАМР.

EFFECT OF DIBUTIRYL-cAMP AND FORSCOLINE ON THE 
RELEASE OF ’H-GLUTAMATE AND ’H-DOPAMINE FROM 

RAT NEOSTRIATUM

GODUKHIN О. V.
Institute of Biological Physics, Poustchlno

Dlbutlryl-cAMP a llpophyllc analogue of cAMP—and forscoline a 
■direct activator of adenylate cyclase dont affect spontaneous but inhibit 
K+-depolarization induced release of ’H-glutamate and ’H-dopamine 
from rat neostiiatum. Data obtained indicate that presynaptic modulators 
inhibiting Ca2+-dependent release of glutamate and dopamine from neu
rons may act through the activation of presynaptic adenylate cyclase 
increasing the level of cAMP.
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-УДК 612.822.1:577.175.823; 615.212.7:547.95ИЗМЕНЕНИЕ ОБМЕНА БЕЛКОВ В ОТДЕЛЬНЫХ СТРУКТУРАХ МОЗГА КРЫС ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ТЕТРАПЕПТИДАМИДОМ (ЦИТОХИМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ)
ХУДОЕРКОВ Р. М.

Институт мозга ВНЦ психического здоровья АМН СССР, МоскваОткрытие анальгетических свойств опиоидных пептидов [1, 2] .поставило вопрос о возможности их применения в клинике [3], в связи с чем необходимо всестороннее изучение их влияния на обмен веществ в мозгу.
В настоящей работе методами авторадиографии и интерферометрии научали 

ЗО-мпнутноё—воздействие энкефалнноподобного тетра пептн дамида (ТПА) на обмен 
веществ в функционально различных нейронах, входящих в состав двигательной си
стемы мозга крыс: пирамидные нейроны слоя III и крупные лнрамзщные нейроны 
слоя V сенсомоторной коры, а также нейроны хвостатого ядра.

Вначале трем контрольным и трем подопытным крысам-самцам линии Wis- 
Лаг массой 180,0—200,0 г вводили внутрибрюшинно па физиологическом растворе 
D. L-Leu-2-3H1 (У- А. 8,8 мКп/ммоль, ЛМО «Изотоп») из расчета -А5 мКи/100 г, 
а спустя 2,5 ч подопытным крысам внутрибрюшинно вводили ТПА (Tyr-D-Ala-Gly- 
Phe-NH2*)  в А036 500 мкг/кг, а контрольным—физиологический раствор. Через 30 
мин после инъекции ТПА ткань головного мозга крыс фиксировали в Карнуа, обез
воживали и заключали в парафиновые блоки попарно—контрольное животное с под
опытным; срезы изготовляли толщиной 7 мкм. Для приготовления гисторадиоавто
графов [4] использовали ядерную фотоэмульсию Р (Завод технических фотопласти
нок). Интенсивность включения 3H-Leu в белки нейронов оценивали по концентрации 
зерен серебра в радиоавтографах на автоматическом анализаторе видеоизображения 
Т. А. С. («Leitz-Wetzlar», ФРГ)**,  с ЭТО1-։ целью определяли площадь, занимаемую зер
нами серебра над телами нейронов, площадь самих нейронов и искомую величи
ну—концентрацию зерен серебра находили как частное от деления полученных ре
зультатов.

• Синтезирован в лаборатории синтеза пептидов ВКНЦ АМН СССР.
‘♦Автор искрение благодарит проф. Д. д. Орловскую (Институт клинической 

психиатрии ВНЦ ПЗ АМН СССР) за предоставленную возможность работы на при
боре.

Сухую массу вещества в ядре и цитоплазме, равную содержанию белка в ткани 
[5], определяли на интерференционном микроскопе БИНАМ Л-211 (ЛОМО) в мо
нохроматическом свете (л=535 им) с помощью поворотного анализатора Сенармона. 
Линейные размеры профильного поля ядра н цитоплазмы измеряли окулярмнкромет-
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Таблица
Влияние 30-минутного воздействия тетрапептидашрдом на содержание и концентрацию белка в ядре и цитоплазме нейронов, а также на интен

сивность включения $H-Leu в белки нейронов и на показатель метаболизма белка в пирамидных нейронах слоев 111 и V сенсомоторной коры 
больших полушарий и нейронах хвостатого ядра мозга крыс

Слой III Слой V Хвостатое ядро

контроль 
x±Sx

опыт 
x±Sx

отклонение 
от

контроля, %
контроль 

x+Sx
ОПЫТ 
x+Sx

отклонение 
от

контроля. %
контроль 
х±5х

опыт 
x±Sx

отклонение 
от

контроля, %

Площадь ядра
Площадь цитоплазмы

86,78+2,85
85,73+4,06

86,11+2,93
87,11+3,73

֊1
+2

152,05+1,93
197,86±3,95

160,96+2,18
219,45+4,16

+6
+ 11*

74,47+0,92
46.61+1,4J

74,07+1,05
45,15+1,35

֊1
-3

Содержание белка в
43,19+2,01ядре

Содержание белка в .
67,02+7,66 58,79+3,18 ֊12 167,66+4,45 177,60+4,66 +6 43,04±1,52 +3

цитоплазме 212,22+8,73 202,26 +9,46 -5 469,28+14,35 550,68+14,60 +17* 77,90+3.96 78,76±3,94 4-1
Концентрация белка в +2

ядре
Концентрация белка в.

0,67+0,70 0,60+0,30 —10 1,10+0,02 1,10+0,02 0 0,57±0,02 0,58+0,03
+ 4

цитоплазме 2,09+0,10 2,10+0,70 0 2,34+0,05 2,48+0,03 +6 1,59+0,04 1,66+0,05
Интенсивность вклю- + 14’

чения ’Н+еи
Показатель метаболизма

0,480+0,040 0,420+0,03 ֊13 0,384+0,010 0,414+0,010 +8 0,196+0,008 0,244+0,607

белка 6,56 5,57 ֊15 5,63 6,48 + 15 2,25 2,56 + 14

Примечание. В каждом образовании мозга исследовано 150 нейронов у 3-х контрольных и 150 нейронов у 3-х подопытных крыс. Площади
ядра и цитоплазмы выражены в мк№, содержание--в пг и концентрация белка--в nr/мкм’, интенсивность включения 3H-Leu (концентрация зерен
серебра в радиоавтографе) и показатель метаболизма белка—в усл. ед. *р<0,05  по сравнению с контролем



ром MOB-1—15. Концентрацию белка в изучаемых структурах находили как отноше
ние содержания белка в них к площади их профильных полей (при заданной толщине 
среза—7 мкм).

Показатель метаболизма белка, количественно характеризующий взаимоотноше
ние между содержанием белка и его синтезом в структуре [6], получали как отно- 
шепие концентрации белка в цитоплазме нейрона к интенсивности авторадиографп- 
■ческой метки—концентрации зерен серебра в радиоавтографе, 'выраженной через 
десятичный логарифм. Полученные результаты обработаны статистически по Стью
денту-Фишеру.Через 30 мин после введения ТПА (таблица) содержание белка достоверно повышалось на 17% только в цитоплазме нейронов слоя V, с достоверным увеличением и площади самой цитоплазмы на 11%, а концентрация белка в цитоплазме показала лишь тенденцию к увеличению на 6%. В нейронах слоя III и хвостатого ядранебыло выявлено существенных изменений по исследуемым показателям. Достоверное увеличение на 14% включения 3H-Leu обнаружили только в белках нейронов хвостатого ядра. Показатель метаболизма белка повышался на 15 и 14% соответственно в нейронах слоя V и хвостатого ядра и уменьшался на 15% в нейронах слоя III.Таким образом, проведенная работа показала, что под влиянием ТПА в период его анальгетического действия [1] значительных изменений в содержании и синтезе белка не наблюдается. Но в то же время, судя по показателю метаболизма белка, некоторые изменения в его обмене происходят в разных типах нейронов по-разному. В ассоци- .ативных нейронах слоя III обмен белков несколько понижался, а в проекционно-эфферентных нейронах слоя V сенсомоторной коры и интегративно пусковых нейронах хвостатого ядра он повышался, но не в значительной степени. Скорее всего отмеченные изменения в белках являются отражением вторичных процессов, происходящих в обмене веществ в мозгу. Как следует из данных литературы [7], для этого периода действия ТПА характерны заметные и однонаправленные сдвиги ,в активности ферментов, связанных с обменом серотонина, и отсутствие изменений со стороны других классических нейромедиаторов. Содержание и концентрация белка существенно меняются, особенно в нейронах хвостатого ядра, на 3-и сутки после однократного введения ДПА [8] с появлением у животных двигательных расстройств [9], что, вероятно, обусловлено нарушением ряда обменных процессов [8, 10]...EFFECT OF TETRAPEPTIDE AMIDE ON PROTEIN TURNOVER IN RAT BRAIN DIFFERENT STRUCTURES

KHUDOERKOV R. M.

Brain Research Institute, All-Union Research Cenler of Menial Healfh, USSR 
Academy of Medical Sciences. MoscowWistar rats were treated with an analogue of enkephalins Tyr-D-Ala- Oly-Phe-NH։ (500 mcg/kg b. w.) and the quantitative cytochemical me- Ihods: aH-Leu autoradiography and interferometry were used to assess 55 



protein metabolism in the neurons of layer 111 and V of ihe motor cortex and n. caudatus during 30 mln. No signficant alterations in protein synthesis and content have been revealed, only a statistically reliable 14% increase In incorporation of JH-Leu in neurons of n. caudatus was detected as well as 17% increase in the protein content in neurons of the layer V. A special factor used for the sake of a more accurate evaluation of protein metabolism points to appreciable effect of this enkephalin analogue on the protein turnover in the neurons of layer V and n. caudatus.
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ВЛИЯНИЕ АЦЕТИЛХОЛИНА И НОРАДРЕНАЛИНА 
НА АКТИВНОСТЬ На*, К+-АТРазы СИНАПТИЧЕСКИХ МЕМБРАН 

ГОЛОВНОГО МОЗГА ВЗРОСЛЫХ И СТАРЫХ КРЫС

ПОТАПЕНКО Р. И.

Институт геронтологии АМН СССР, Киев

Изучение возрастных особенностей функционирования транспорт- 
ной №+, К+-АТРазы (КФ 3.6.1.3) синаптических мембран (СМ) име- 

* ет важное значение для раскрытия механизмов изменения функцио
нальной активности головного мозга в старости [1]. Это объясняется 
тем, что-Иа+, К+ -АТРаза связана с передачей нервных импульсов, 
процессами возбуждения и торможения. Имеющиеся данные об ак
тивности Иа+, К*-АТРазы СМ в старости малочисленны и противо
речивы [2-^]- В литературе нет сведений о каких-либо возрастных 
особенностях регуляции активности АТРазы нейромедиаторами, с ко
торыми она находится в сложном взаимодействии. Вместе՜с тем, име
ются указания на существенные изменения при старении нейромедиа
торных систем, выражающиеся в снижении синтеза, выделения и об
ратного захвата медиаторов [5, 6].

Целью настоящего исследования явилось определение активности 
1Ча+, К+-АТРазы СМ коры больших полушарий и ствола головного 
мозга взрослых и старых крыс и изучение влияния на неё АХ и норад
реналина (НА).

в работе использовали 7—8-месячиых (взрослые) и 26—27-месячиых (старые) 
беспородных крыс-самцов. Синаптосомы выделяли из 10%-пых гомогенатов коры я 
ствола мозга на 0,32 М сахарозе, содержащей 0,01 М трис и 0,005 М ЭДТА 
(pH 7,5) по методу На)оз [7]. СМ получали, подвергнув синаптосомы гипотониче

скому шокУ путем инкубации в деионизированной воде (0°, 30 мин). Белок опреде- 
ляли модифицированным методом Цохчгу и соавт. [8]. СМ замораживали при—20° 
и хранили не более 2-х суток. Общую АТРазную активность определяли путем ин
кубации в среде следующего состава (мМ): трис—50, ЫаС1—100,. КС1—20, М£С12—3. 

ДТР—3, pH 7,5, 50—60 мкг белка СМ. Активность М£2+ -АТРазы измеряли в отсут
ствие ионов натрия. АХ, НА и лрозерин (0,05%, 0,02 мл) вносили в пробы после 
преинкубацпи без субстрата в течение 5 мни при 37°. Об АТРазиой активности су

дили по накоплению Р| [9]. Активность На +. К+-АТРазы рассчитывали как раз
ность между общей и М{т2 + -АТРазиой активностями и выражали в мкмоль 
Р1/мг белка/ч.
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Установлено, что активность На+> 1<+-АТРазы СМ из коры боль
ших полушарий и ствола мозга отличается по величине и с возрастом 
крыс существенно пе изменяется (взрослые: кора—20,2±1,6, ствол— 
27,5±1,9; старые—соответственно 17,4+1,4 и 25,9+1,8). Характер 
влияния исследованных нейромедиаторов на активность Хта+, К+- 
АТРазы оказался сходным и определялся их концентрацией, однако՛ 
имелись и некоторые возрастные особенности. Как следует из рис. а, 

было подтверждено, что АХ в низких концентрациях (10՜7—1С՜3 М) 
активировал фермент, в высоких (10՜ 2М)—угнетал у крыс обеих воз
растных групп. Однако необходимо отметить, что если ингибирующий 
эффект этого медиатора у взрослых и старых животных был одина
ков, то активация На1՝, К + -АТРазы под его влиянием у старых крыс 
была менее выражена и не зависела от концентрации в интервале

Рис. Влияние АХ (а) и НА (б) на активность №+, К+-АТРазы синап
тических мембран головного мозга крыс разного возраста. По осн абс
цисс—1ц [АХ], М (о) и [ЧА], М (б), по оси ординат—изменение 
активности Ха+, К +-АТРазы в % но отношению к исходному уровню, 
принятому за 100%. /—взрослые крысы, 2—старые крысы. *—статисти

чески значимые различия между Взрослыми и старыми животными

10՜’—10՜ 3М. У взрослых крыс повы.шСцне концентрации АХ в среде 
от 10՜7 до 10՜ "М сопровождалось увеличением активирующего влия
ния (с 24 до 31%, р<0,05) с последующей стабилизацией эффекта 
НО՜6—10՜’ АХ) и дальнейшим ослаблением активации до 21% 
(р<0,05) при концентрации АХ 10~3М. В концентрации 5-10~3М АХ 
наряду с активацией вызывал у отдельных особей угнетение активности 
№а՜, К+-АТРазы, одинаковое у взрослых и старых крыс. Результаты 
исследования на взрослых крысах находятся в полном соответствии с 
данными других авторов [10, 111-

Кривая, отражающая влияние НА на активность 1Ча+, К՜ -ЛТРазы 
СМ из ствола мозга, как и в случае с АХ, имеет двухфазный характер 
(рис. б). В низких концентрациях НА (10 -7—10 —4М) повышал, а в. 
высоких (10 ~3М)—понижал ее активность. Максимальная величина 
активации и ингибирования Ха +, 1<+-АТРазы у крыс обоих возрастов; 
была одинаковой и составляла в среднем 30%. Некоторые возрастные 
особенности влияния НА были обнаружены при концентрации НА 

58



10՜’ М. В отличие от животных зрелого возраста, у которых актива
цию Na К՜ -/ХТРазы наблюдали лишь в 43% случаев, у старых крыс 
НА в указанной концентрации повышал активность фермента у подав
ляющего большинства (83%).

Таким образом, активность Na՜, К+-АТРазы СМ из коры боль
ших полушарий и ствола головного мозга в старости сохранялась 
на уровне, соответствующем крысам зрелого возраста, однако изме
нялись ее регуляторные свойства. Особенно существенна перестройка 
с возрастом регуляции АХ активности Na+, К+-АТРазы, выражавшая
ся в ослаблении активации ее этим медиатором в старости. Это со
гласуется с имеющимися данными о сравнительно большем поврежде
нии в процессе старения холинергической системы регуляции, являю
щейся эволюционно наиболее древней [12].

Возрастные особенности эффекта АХ на активность Na+, К+- 
АТРазы в старост։։ могут быть обусловлены рядом причин. Анализ 
собственных фактических данных и данных литературы [13, 14] поз
воляет высказать, предположение, что наиболее вероятной причиной 
снижения активирующего влияния АХ на Na+, 1<+-АТРазу в старости 
может быть уменьшение плотности мускариновых рецепторов на мем
бране. Вместе с тем нельзя не учитывать и изменения при старении 
липидного состава и свойств СМ [15, 16], с которыми, в частности, 
могут быть связаны и некоторые особенности регуляторного воздей
ствия НА на АТРазу у старых крыс. Не исключено, что ослабление 
•активирующего влияния АХ на активность Na՜1՜, К+-АТРазы является 
■одной из причин, приводящих к снижению памяти и способности к 
■обучению, наблюдаемых у старых животных [17].

EFFECT OF ACETYLCHOLINE (ACh) AND NORADRENALINE 
(NA) ON THE ACTIVITY OF BRAIN SYNAPTIC MEMBRANE 

Na+, K+-ATPase IN GROWN UP AND SENILE RATS

POTAPENKO R. I.

Institute of Gerontology, Academy of Medical Sciences of Ukr. SSR. Kiev

Activity of synaptic membrane Na1՜, K+-ATPase in brain cortex 
and truncus cerebri has not been changed on ageing. A two-step effect 
of neurotrasmitters on the activity of this enzyme has been detected: 
low doses of ACh (10-’-10֊։ M) and NA (10՜’—10՜5 M) activate and 
high doses (IO՜՜2 M and 10՜’ M respectively) inhibit Na+, К 1 -ATPase. 
On ageing the activating effect of ACh is diminished, but the effect of 
NA does not change significantly.
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НЕИРОХИГ1ИЛ
т. 5, № J, 1986.

ОБЗОРЫ;

УДК 6)2.822.1 +612.815.Е

ЭНДОГЕННЫЕ ИНГИБИТОРЫ ГАМК-РЕЦЕПТОРОВ 
ПОСТСИНАПТИЧЕСКИХ МЕМБРАН

ПАРФЁНОВА Е. В.

Институт экспериментальной медицины АМН СССР, Ленинград

Из синаптических мембран головного мозга крыс выделены вещества, специфиче
ски ингибирующие связывание меченой ГАМК с постсинаптическими рецепторными, 
участками.'Обсуждаются противоречивые литературные данные о природе этих ин

гибиторов и механизме ингибирования. Ставится вопрос о существовании эндогенных 
ингибиторов постсинаттической рецепции других медиаторов. Высказывается предполо
жение, что эндогенные ингибиторы являются одним из звеньев регуляции синаптической 
передачи, осуществляющих свою функцию на уровне постсннаптической^мембраны.

ГАМК основной тормозной медиатор в ЦНС позб&ночных жи
вотных. Эффективность работы ГАМК-ергической синаптической пере
дачи определяется совокупностью процессов, происходящих на уровне՛ 
как пре-, так и постсинаптической мембран нервных окончаний. Клю
чевыми моментами постсинаптической регуляции являются число ре
цепторных участков, их чувствительность к медиатору и степень со
пряжения эффектора с С1 - -ионофором. В последнее время обнаружен 
новый тип регуляции процессов для ГАМК-ергических синапсов, а 
именно регуляция постсинаптической рецепции ГАМК эндогенными, 
ингибиторами. Этот вопрос, которому посвящено значительное количе
ство зачастую противоречащих друг другу работ, и является предме1- 
том настоящего обзора.

Детальное изучение процесса постсинаптической рецепции ГАМК՜ 
in vitro стало возможным лишь после того, как были определены ус
ловия избирательного выявления связывания меченой ГАМК с рецеп
торными участками и его отграничения от других процессов, в част
ности обратного захвата медиатора нервными окончаниями и глиаль
ными клетками. Впервые Peck и соавт. в 1973 г. [1] показали, что> 
постсинаптическое рецепторное связывание 3Н-ГАМК с синаптосома- 
ми коры мозжечка выявляется в отсутствие Na+ в инкубационной)
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•среде при 0—4°, что отличает его от Na + -зависимого процесса обрат
ного захвата медиатора синаптосомами, a Na4-независимое связыва
ние 3Н-ГАМК конкурентно ингибируется бикукулином—известным ан
тагонистом ГАМК и не изменяется в присутствии хлорпромазина—ин
гибитора обратного захвата ГАМК. Детально характеристики Na+- 
независимого связывания 3Н-ГАМК с синаптическими мембранами 
различных отделов ЦНС крысы были изучены в работе Zukin и соавт. 
[2], которые с помощью кинетического и фармакологического подходов 
показали, что Na ^-независимое связывание 3Н-ГАМК синаптическими 
мембранами идентично связыванию этого медиатора с постсинаптиче
скими рецепторными участками мембран нервных клеток. Эта работа 
дала толчок к появлению целой серии исследований, посвященных 
изучению рецепторного связывания ГАМК радиоизотопными мето
дами [3—6].

Оказалось, что на свежеполученных препаратах синаптических 
мембран из различных отделов ЦНС крысы Na՜5՜-независимое связы
вание 3Н-ГАМК практически не обнаруживается; его выявление ста
новится возможным лишь после одно- или двукратного заморажива
ния-оттаивания мембран, сопровождаемого интенсивными промывками 

.препарата гипотоническим буфером [2—6]. Обработка предваритель
но подвергнутых замораживанию-оттаиванию мембран низкими кон
центрациями детергентов, наиболее распространённым из которых яв
ляется неионный детергент тритон Х-400 в концентрации 0,01—0,5%, 
также способствует выявлению рецепторного связывания медиатора 
синаптическими мембранами [7—9]. При этом обработанные детерген
том мембраны имеют существенно большую рецепторную активность, 
чем препараты, интенсивно отмытые буфером (в 2—3 раза при кон
центрации детергента 0,05%).

Эти результаты позволили предположить, что в синаптических 
мембранах ЦНС крысы присутствуют вещества, ингибирующие свя
зывание 3Н-ГАМК in vitro. Было показано, что после обработки мем
бран низкими концентрациями тритона Х-100 и последующего их оса
ждения в надосадочной жидкости обнаруживаются вещества, дозозави
симым образом ингибирующие связывание 3Н-ГАМК постсинаптиче
скими рецепторными участками [7, ю—12].

В настоящее время существование эндогенных ингибиторов пост
синаптической рецепции 3Н-ГАМК является неоспоримым фактом. Од
нако вопрос о природе этих веществ и их физиологической роли в 
ГАМК-ергичсской синаптической передаче ещё не разрешён. Работы 
по изучению эндогенных ингибиторов развиваются в двух основных 
направлениях: 1) феноменологические исследования, в ходе которых 
устанавливаются факты изменения активности эндогенных ингибито
ров в различных экспериментальных условиях и при некоторых пато
логических состояниях ЦНС; 2) исследования, задачей которых яв
ляется выяснение молекулярной природы ингибиторов и механизма 
ингибирования.
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При феноменологических исследованиях активность ингибиторов 
идентифицируется двумя методами: а) по приросту Ма +-независимо
го связывания 3Н-ГАМК препаратами синаптических мембран после их 
обработки низкими концентрациями детергента; б) по способности нео
чищенной фракции супернатанта, полученного после осаждения мем
бран, обработанных замораживанием-оттаиванием и детергентом, ин
гибировать 1Ча +-независимое связывание 3Н-ГАМК синаптическими 
мембранами. В ходе таких исследований установлен ряд интересных 
фактов. Продемонстрировано, например, что феномен гиперчувстви- 
телызости рецепторов ГАМК в стриатуме крыс после местной дегене
рации нейронов, вызванной введением в мозг каиновой кислоты, со
провождается снижением активности эндогенных ингибиторов в той 
части мозга, где отмечается массовая дегенерация нейронов; в то же 
время активность эндогенных ингибиторов в интактной части мозга 
не претерпевает изменений [11]. Оказалось также, что у больных хо
реей Геттипгтона, у которых в стриатуме и коре мозжечка наблюдает
ся значительная потеря ГАМК-ергических нейронов, функционирую
щие нейроны также обладают гиперчувствителыюстью рецепторов к 
ГАМК, 11 эт0 сопровождается практически полным отсутствием в си
наптических мембранах из коры мозжечка таких больных эндогенных 
ингибиторов [13]. Интересны данные об изменении активности эндо
генных ингибиторов в онтогенезе. Показано, что их активность в пе
редних отделах головного мозга крыс снижается в ряду 1-дневные— 
10-дневные—взрослые животные, что сопровождается возрастанием 
рецепторного связывания 3Н-ГАМК [14]. В то же время в работе дру
гих авторов показано, что активность ингибиторов в мембранах из пе
редних отделов головного мозга минимальна у новорожденных крысят 
и достигает нормальных значений ко 2—3 дню после рождения, что 
происходит параллельно с «созреванием» ГАМК-рецепторов в этих от
делах мозга [15]. Таким образом, полученные при феноменологиче
ских исследованиях данные позволяют предположить, что эндогенные 
ингибиторы ГАМК-рецепторов являются участниками механизма пост
синаптической регуляции ГАМК-ергической синаптической передачи, 
а изменению их активности принадлежит важная роль в некоторых фи
зиологических и патологических процессах в ЦНС.

Хотя факт существования эндогенных ингибиторов постсипаптиче- 
ской рецепции ГАМК в настоящее время не вызывает сомнений, воп
рос о химической природе этих веществ пока еще не решен. Посколь
ку эндогенные ингибиторы солюбилизируются из синаптосомных мем
бран при замораживании-оттаивании и промывках буфером или обра
ботке детергентами, их присутствие в супернатанте после осаждения 
таких мембран легко обнаруживается. Различными авторами было по
казано, что ингибирующим влиянием на рецепторное связывание 
֊•’М-ГАМК обладают различные вещества, солюбилизирующиеся из мем
бран после указанных обработок: эндогенная ГАМК [16—19], фосфо
липиды [20], белки [21, 22], пептиды [23], пурины [24] и иизкомоле- 
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жулярные вещества- [11]. Необходимо проанализировать имеющиеся 
данные, чтобы попытаться ответить иа вопрос, какие же из перечис
ленных кандидатов на роль ингибиторов действительно являются эн
догенными ингибиторами Na * -независимого связывания 3Н-ГАМК.

ГАМК. Показано, что в препаратах синаптических мембран раз
личных отделов ЦНС животных в значительном количестве обнаружи
вается эндогенная ГАМК, которая исходно была заключена в синап
тических окончаниях. По данным Toffano и соавт. [8], её содержание 
в таких препаратах вполне достаточно для того, чтобы успешно кон
курировать с меченой ГАМК, используемой для радиорецепторного ис

следования и, таким образом, занижать величины связывания 3HTAiMK 
и создавать эффект ингибирования рецепторного связывания in vitro. 
-Замораживание-оттаивание синаптических мембран, сопровождаемое 
их промывками гипотоническим буфером, приводит к разрушению мем
бранных везикулярных структур и вымыванию эндогенной ГАМ.К из 
препарата. Эффект замораживания-оттаивания усиливается дополни
тельной обработкой детергентами, также способствующими нарушению 
•целостности мембранных структур. После 2—3-кратной последователь
ной обработки 0,05%-ным тритоном Х-100 в препаратах синаптических 
мембран из коры головного мозга крыс эндогенной ГАМК практически 
не обнаруживается [8]. Кроме того, указанная обработка снижает со
держание в препаратах синаптических мембран и других аминокис
лот—таурина, аргинина и глутаминовой кислоты [8], которые, по дан
ным некоторых авторов, уменьшают связывание 3Н-ГАМК с синапти
ческими, мембранами [25]. Это сопровождается увеличением связыва
ния меченой ГАМК с препаратами синаптических мембран. Таким об
разом, эндогенная ГАМК является не истинным, а кажущимся ингиби
тором рецепторного связывания 3Н-ГАМК, с присутствием которого в 
интактных препаратах мембран необходимо считаться [16—19].

Однако маскирующим эффектом эндогенной ГАМК на рецептор
ное связывание 3Н-ГАМК синаптическими мембранами не объясняют
ся все наблюдаемые эффекты. Так, обнаружены вещества, неконку
рентно ингибирующие Na+ -независимое связывание 3Н-ГАМК [7, 10, 
11], в то время как эндогенная ГАМК, естественно, находится в кон
курентных отношениях с меченой ГАМК.

Фосфолипиды. Обработка клеточных мембран детергентами при
водит к удалению из них значительной части фосфолипидов. При стан
дартной обработке синаптических мембран головного мозга крыс три
тоном Х-100 (0,05%-ным в течение 30 мин при 37 ), используемой при 
радиорецепторном исследовании связывания ГАМК, содержание фос
фолипидов в мембранах снижается на 50% [8]. Естественно было 
проверить, не являются ли фосфолипиды, экстрагируемые из мембран 
детергентами, теми эндогенными ингибиторами, которые препятствуют 
проявлению активности ГАМК-рсиеп'г0Р(>в в интактных препаратах 
мембран. Эта возможность привлекла внимание исследователей ещё и 
потому, что существует гипотеза Watkins, базирующаяся на сходстве 
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структуры и распределения заряда в молекулах ГАМК и фосфатидпл- 
этаноламина [26]. Сущность этой гипотезы состоит в том, что мем
брана содержит комплексы между этим типом фосфолипидов и рецеп
торными белками, диссоциирующими в присутствии ГАМК. Это приво
дит к изменению проницаемости постсинаптических мембран для ио
нов. Следуя этой гипотезе, фосфолипиды, в частности фосфатидилэта- 
ноламин, являются теми веществами, которые конкурируют с ГАМК 
за связывание с рецепторными, участками.

Для решения вопроса о роли фосфолипидов в постсинаптической 
рецепции ГАМК было использовано 2 экспериментальных подхода. 
Прежде всего было изучено влияние экзогенных фосфолипидов (как 
суммарной фракции, так и отдельных типов) на рецепторное связыва
ние 3Н-ГАМ|К с предварительно обработанными детергентом синапти
ческими мембранами головного мозга крыс. Оказалось, что фосфоли
пиды действительно снижают связывание меченого медиатора с ре
цепторными участками синаптических мембран, причём наибольшей 
ингибирующей активностью обладает именно фосфатидилэтаноламин 
[8, 20]. Однако полученные величины ингибирования оказались не 
очень значительными (10—30% по данным ТоПапо и соавт. [8]) и не 
вполне объясняли факт 2—3-кратного увеличения рецепторного связы
вания 3Н-ГАМК синаптическими мембранами после их обработки де* 
тергентоМг....

Другим экспериментальным подходом, использованным для выяс
нения роли фосфолипидов в процессе постсинаптической рецепции 
ГАМК, было изучение связывания 3Н-ГАМК с синаптическими мем
бранами после их обработки фосфолипазами. Если фосфолипиды дей
ствительно являются эндогенными ингибиторами ГАМК-рецепторов, то 
разрушение их фосфолипазами должно привести к возрастанию №+- 
независимого связывания 3Н-ГАМК синаптическими мембранами. Од
нако полученные результаты достаточно противоречивы. Так, было по
казано, что обработка синаптических мембран фосфолипазой А2, ката
лизирующей отщепление жирной кислоты в р-положении, приводит 
не к ожидаемому увеличению рецепторного связывания 3Н-ГАМК, а, 
напротив, к его снижению в 1,5—2 раза [8, 20]. Полученные резуль
таты авторы связывают с действием продуктов гидролиза лизофос- 
фатидов, которые, как известно, токсичны и вызывают разрушение 
мембран. Обработка синаптических мембран фосфолипазой С, отщеп
ляющей фосфорилированные азотсодержащие спирты от молекул фос
фолипидов. приводит к увеличению рецепторного связывания 3Н-ГАМК 
мембранами в 1,5—2 раза [8, 20]. В то же время аналогичная обра
ботка не оказывает влияния на активность солюбилизированного 
ГАМК-рецептора [27]. Фосфолипаза О, отщепляющая от молекул фос- 
фолипидов азотсодержащие спирты, не влияет на Ма +-независимое 
связывание 3НчГАМ։К синаптическими мембранами [8].

Таким образом, результаты работ, касающихся роли фосфолипи
дов в процессе постсинаптической рецепции ГАМК, неоднозначны.
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Большинство авторов придерживается мнения, что фосфолипиды не яв
ляются ингибиторами, действующими непосредственно на“участок свя
зывания медиатора. Вероятнее всего, фосфолипиды косвенным обра
зом регулируют доступность гидрофильных молекул ГАМК и её ана
логов к участкам связывания за счёт увеличения их липидного окру
жения [8, 13, 28]. Не исключается также возможность, что ГАМК-свя- 
зывающий компонент рецепторного участка является липопротеидом 
или липидзависнмым белком [8], или сопрягающим фактором между 
рецептором и молекулой С1 “-ионофора [29].

Пурины. В работе Ticku, Burch [24] было показано, что различ
ные пурины (инозин, дезоксиинозин, гипоксантин, теофиллин и аде
нозин) в концентрации 0.2—1 м-М дозозависимым образом ингибируют 
Иа^-независимое связывание 3Н-ГАМК с клеточными мембранами 
мозга крысы, в то время как тимин, сАМР и АТР не изменяют пара
метров связывания. Этим данным противоречат результаты, получен
ные Asano, Spector, которые не обнаружили влияния пуринов на свя
зывание 3Н-ГАМК с синаптическими мембранами [30].

Пептиды. В 1979 г. были опубликованы тезисы австралийских ис
следователей Johnston и Kennedy, где сообщалось о выделенном ими 
эндогенном ингибиторе связывания 3Н-ГАМК с синаптическим!։ мем
бранами мозга крысы, который являлся пептидом с М/ менее 1 кД, 
был диализуем, термостабилен (98°, 30 мин) и имел основной харак
тер [23].

В 1983 г. Kuroda сообщил о выделении из супернатанта, получен
ного после обработки синаптических мембран мозга крысы 0,05%-ным 
тритоном Х-100, эндогенного ингибитора рецепторного связывания 3Н- 
ГАМК, который окрашивался реактивом Фолина [12]. Гель-фильтра
ция супернатанта на сефадексе G-75 позволила установить, что вся 
ингибирующая активность элюировалась в общем объёме колонки, то 
есть её Mt составляла менее 3 кД. Дальнейшая очистка ингибитора и 
идентификация его природы не проводилась. Изучение кинетики ин
гибирования привело авторов к заключению, что данный ингибитор не 
идентичен эндогенной ГАМК, хотя кинетика ингибирования имеет кон
курентный характер.

Низкомолекулярные факторы. В 1980 г. японскими исследователя
ми Yoneda и Kuriyama из супернатанта, полученного после обработ
ки синаптических мембран мозга крысы 0,01%-пым тритоном Х-100, 
был выделен и частично очищен низкомолекулярный ингибитор Na+- 
независимого связывания 3Н-ГАМК [И]. По данным ультрафильтра
ции, Мг этого ингибитора составила менее 0,5кД. Было показано, что 
добавление его к препаратам синаптических мембран дозозависимым 
образом снижает Na+-независимое связывание 3Н-ГАМК за счёт 
уменьшения чувствительности рецептора к медиатору и его агонистам 
без изменения числа участков связывания (то есть, ингибирование 
имеет неконкурентный характер). Это вещество, названное авторами 
GRIF (GABA-receptor inhibiting factor), термостабильно (95°, 10 мин)» 
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нечувствительно к трипсину, коллагеназе, проназс и фосфолипазе С, 
имеет основной характер и не идентично ГАМК и фосфатидилэта- 
нол1ами.чу. Его содержание в мозгу крысы изменяется при экс
периментальных воздействиях на ЦНС. Дегенерация нейронов стриа
тума через 7 дней после инъекции каиновой кислоты в эту структуру 
мозга сопровождалась снижением ингибирующей активности GRIF. 
выделенного из стриатума. Этот факт авторы полагают ведущим в 
феномене денервационной чувствительности ГАМК-рецепторов, .кото
рый развивается после введения каиновой кислоты в данную струк
туру [И]-

Обнадёживающее начало по очистке и идентификации природы 
этого ингибирующего фактора не нашло пока своего продолжения— 
в 1982 г. была опубликована статья той же группы авторов, в которой 
по-прежнему лишь констатировалось существование термостабильного 
и. диализуемого ингибитора в супернатанте после осаждения мембран, 
обработанных солюбилизирующими концентрациями тритона Х-100 
(1%), который не осаждался при 40%-ном насыщении сульфатом ам
мония [27]. Интересно, что малые количества этого неочищенного ве
щества после диализа, напротив, в 1,7—2 раза увеличивали связыва
ние агониста ГАМК 3Н-мусцимола с солюбилизированным ГАМК-ре
цептором. Это, по-видимому, указывает на присутствие в супернатанте 
после обработки мембран детергентом недиализуемых веществ, стиму
лирующих рецепцию агонистов ГАМК солюбилизированным рецептор
ным комплексом՜.

Белки. В 1978 г. появились первые работы группы американских 
исследователей во главе с Costa Е., в которых сообщалось о выделен
ном эндогенном белковом ингибиторе Na +-независимого связывания 
ГА1М1К, неконкурентно блокировавшем высокоаффинные рецепторные 
участки; он был назван авторами ГАМК-модулином [7,21]. В дальней
шем этот белок был полностью очищен и получены следующие критерии 
его гомогенности: 1) при электрофорезе в ПААГ в присутствии ДДС-Na 
выявлялась 1 полоса, соответствующая величине Мг 17 кД; 2) жид
костная хроматография высокого давления обнаруживала только 1 пик; 
3) анализ С-концевых групп показал присутствие только гистидина, 
причём его карбоксильная группа была свободна [22].

В качестве исходного материала для получения ГАМК-модулина 
был использован гомогенат цельного мозга крысы. Первые этапы очи
стки основаны на термостабильности и кислотоустойчивости ингибито
ра: гомогенизация мозга в горячей (80°) 1 М уксусной кислоте дена
турирует значительное количество примесных белков. Растворенный в 
1 М уксусной кислоте ингибитор далее был фракционирован путём 
ступенчатого насыщения сульфатом аммония (осаждался при 60%-ном 
насыщении). Последующая гель-фильтрация на сефадексах G-75 и 
G-100, уравновешенных 0.1 М уксусной кислотой, позволила получить 
500-кратную очистку ингибитора. Полученный на этой стадии очистки 
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ингибитор содержал ещё 30—40% примесных компонентов. Оконча
тельная очистка ГАМК-модулина (800-кратная по отношению к ис
ходному гомогенату) была достигнута с помощью жидкостной хрома
тографии высокого давления [22].

Аминокислотный анализ ГАМК-модулина выявил отсутствие ци
стеина и высокое содержание гидрофильных остатков основных ами
нокислот, так что белок в целом имел основной характер. Ингибирую
щая активность ГАМК-модулина полностью терялась после его обра
ботки протеолитическими ферментами трипсином и химотрипсином.

Изучение кинетики влияния очищенного ГАМК-модулина на Иа+- 
независимое связывание 3Н-ГАМК синаптическими мембранами мозга 
крысы показало, что в концентрации более 0,5 миМ он неконкурентно, 
за счёт, вероятно, аллостерических взаимодействий, снижает число 
высокоаффинных участков связывания 3Н-ГАМК, не влияя на низко
аффинное связывание этого лиганда. Кривая ингибирующего влияния 
ГАМК-модулина имеет характер насыщения, при этом максимальное 
ингибирование, составляющее не более 50% от исходных значений, до
стигается в присутствии 1—5 мкМ ГАМК-модулина. Оказалось, что 
действие этого ингибитора специфично для №* -независимого связы
вания 3Н-ГАМК и её аналогов, но не распространяется на связывание 
3Н-диазепама, 3Н-эторфина, 3Н-имипрамина и 3Н-аденозина с синап
тическими мембранами. В то же время ГАМК-стимулируемое связы
вание 3Н-диазепама снижалось под влиянием ГАМК-модулина [2 2].

Авторы провели тщательную проверку способности ГАМК-моду
лина связывать ГАМК. Оказалось, что даже в высоких концентрациях 
(100 мкг) этот белок не связывает сколько-нибудь значительное коли
чество меченого медиатора.

Изучение влияния других основных белков, сходных по величине 
Мг с ГАМК-модулином, на способность изменять связывание 3Н-ГАМК 
с синаптическими мембранами, показало, что ни альбумин (до5мг/мл), 
ни лизоцим (до 100 мкг/мл), ни гистоны (до 100 мкг/мл), ни 
низкомолекулярный миелиновый основной белок не изменяют величин 
связывания этого медиатора [22].

Существование ГАМК-модулина было продемонстрировано также 
в мембранах клонируемых клеток нейробластомы МВ2а и глиомы Се, 
причём его относительная активность в культурах этих клеток в 2— 
2,5 раза выше, чем в головном мозгу крыс [32]. Как па культурах 
клеток, так и на синаптических мембранах из мозга было показано, 
что ингибирующее действие ГАМК-модулина на рецепторное связыва
ние 3Н-ГАМК полностью устраняется диазепамом (10՜6М)—вещест
вом из класса бензодиазепинов, которые, как известно, усиливают 
связывание ГАМК с рецептором и имеют вследствие этого широкое 
фармакологическое применение [32]. Авторы высказывают предполо
жение, что механизм потенцирующего влияния бензодиазепинов на 
связывание ГАМК с рецептором осуществляется посредством их влия
ния на активность ГАМК-модулина.
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С помощью очищенного и помеченного l2SJ ГАМК-модулина было 
рассчитано, что концентрация этого ингибитора в мозгу крысы состав
ляет около 6 мкМ, то есть его физиологические концентрации более 
чем достаточны для ингибирования постсинаптических ГАМК-рецеп
торов [22]. Распределение ГАМК-модулина в различных отделах моз
га неравномерно: наиболее высоко его содержание в мозжечке [22], 
где отмечается и наибольшее содержание ГАМК-рецепторов [2]. Ин
тересно, что ГАМК-модулин обнаружен и в печени крыс [7, 22], не
смотря на отсутствие там ГАМК-рецепторов, хотя содержание его в 
этом органе значительно ниже, чем в мозгу [22].

Предварительные опыты показали, что введение очищенного 
ГАМК-модулина в желудочки мозга крыс усиливает судороги, вызван
ные действием изониазида, что, вероятно, обусловлено снижением 
действия эндогенной ГАМК, освобождаемой нервным импульсом [22].

В последующей работе Costa и соавт. было показано, что ингиби
рующая активность ГАМК-модулина исчезает после фосфорилирова
ния этого белка сАМР-зависнмой протеинкипазой in vitro [31]. Каль
модулинчувствительная протеиикиназа in vitro также фосфорилирует 
ингибитор, однако при этом его активность не изменяется, то есть раз
личные протеинкиназы фосфорилируют функционально различные уча
стки ХАМК-модулина. Эндогенные протеинкиназы, активируемые 
сАМР, Са2 г и кальмодулином, также оказались способны фосфорили
ровать ингибитор. На основании полученных данных высказано пред
положение, что in vivo фосфорилированию ГАМК-модулина принадле
жит важная роль в регуляции числа участков связывания֊ ГАМК на 
постсинаптической мембране [31]. —_

Завершением работ цитированной группы авторов явилась гипо
теза, согласно которой ГАМК-мбдулин является интегральным ком
понентом постсинаптического рецептора ГАМК, который in vivo с по
мощью аллостерического механизма регулирует сродство рецептора 
к его эндогенному эффектору, опосредует потенцирующее действие 
бензодиазепинов на связывание ГАМК и, возможно, является посред
ником между участком связывания медиатора и С1՜-ионофором [33].

Хотя работы группы Costa Е. по изучению эндогенных белковых 
ингибиторов постсинаптических ГАМК-рецепторов производят впечат
ление наиболее последовательных, детальных и логически привлека
тельных, их теория пока не получила всеобщего признания. Попытка 
воспроизвести результаты их работ в других лабораториях пока не 
удалась [19]. Одним из вероятных объяснений этого может быть воз
можность разрушения высокомолекулярного белкового ингибитора 
под воздействием эндогенных протеаз на низкомолекулярные компо
ненты, которые, в свою очередь, способны изменять Na4 -независимое 
связывание 3Н-ГАМК. В частности, в одной из работ тех же авторов 
было продемонстрировано существование диализуемого низкомолеку
лярного ингибитора неидентифицированной природы, который некон
курентно блокировал рецепторное связывание 3Н-ГАМК с синаптиче-
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•скими мембранами коры мозга, не разрушался протеолитическими 
ферментами и обладал способностью связывать ГАМК [10]. Кроме 
того, нельзя исключить и другую возможность, а именно агрегацию 
низкомолекулярных ингибиторов ГАМК-рецепторов в высокомолеку
лярные комплексы в ходе выделения и последующей очистки.

Обобщая имеющиеся в литературе данные, можно заключить, что 
в ЦНС животных в качестве интегрального компонента синаптических 
мембран или примембранных слоев присутствуют вещества, ингиби
рующие связывание 3Н-ГАМК с постсинаптическими рецепторами, од
нако вопросы о природе этих ингибиторов, механизме ингибирования 
и их роли в функционировании рецепторов 1п. уйю до сих пор остают
ся неясными. Несомненно, что одним из таких веществ является эн
догенная ГАМК, конкурентно блокирующая связывание 3Н-ГАМК с 
рецепторными участками (её можно назвать ложным или кажущимся 
ингибитором). Обнаружены также вещества, способные к неконкурент
ному ингибированию На "-независимого связывания 3Н-ГАМК. Раз
личные группы авторов считают, что этими веществами могут быть 
фосфолипиды, пурины, пептиды, белки и низкомолекулярные факторы 
неидентифицированной природы. Однако наиболее вероятно, что фос
фолипиды модифицируют работу ГАМК-рецепторов постсинаптических 
мембран, регулируя доступность молекул медиатора к участкам связы
вания и не являются истинными эндогенными ингибиторами. Вопрос 
о роли пуринов в работе ГАМК-ергических нейронов весьма пробле
матичен; вероятно, пурины являются эндогенными лигандами бензо
диазепинового рецептора, функционально сопряженного с ГЛМК-ре- 
цептором, и таким образом могут оказывать косвенное влияние на 
связывание ГАМК с рецепторными участками. Предположение о роли 
низкомолекулярных веществ в регуляции постсинаптической рецепции 
ГАМК пока не получило окончательного экспериментального под
тверждения. Наиболее убедительны в настоящее время данные о том, 
что эндогенным ингибитором ГАМК-рецептора является ГАМК-моду- 
лин—термо- и кислотоустойчивый белок с величиной Мг 17 кД, в кон
центрации более 0,5 мкМ неконкурентно ингибирующей На+-незави
симое связывание 3Н-ГАМК с синаптическими мембранами. Актив
ность ГАМК-модулина изменяется за счёт его фосфорилирования 
сАМР-зависимой протеинкиназой. Не исключается возможность того, 
что этот белок является предшественником низкомолекулярных эндо
генных ингибиторов постсинаптической рецепции ГАМК.

Эндогенные ингибиторы других рецепторов. Вопрос о существова
нии эндогенных ингибиторов и их роли в функционировании постси
наптических рецепторов впервые был поставлен при изучении ГАМК- 
рецепторов. Однако в последнее время появились работы, в которых 
указывается на существование эндогенных ингибиторов и для других 
рецепторов. Так, /азЬек и соавт. сообщили о выделении из мозга крыс 
вещества, специфически ингибирующего связывание 1.-3Н-глут.амата 
с синаптическими мембранами [34]. Это вещество было полностью 
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очищено с помощью методов ионообменной хроматографии на Эохсех 
и жидкостной хроматографии высокого давления. Им оказался пеп
тид с блокированной аминной группой—И-ацетиласпартилглутамат. 
Этот пептид связывается только с глутаматными рецепторами и не 
оказывает влияния на специфическое связывание других нейромедиа
торов с ГАМК-, мускариновыми и дофаминовыми рецепторами. При 
иопофоретическом введении он оказывает действие на кортикальные 
нейроны. Обсуждая физиологическую роль И-ацетиласпартилглутама- 
та в функционировании глутаматных рецепторов, авторы высказывают 
предположение, что эндогенными возбуждающими нейромедиаторами 
являются не непосредственно аспартат и глутамат, а .\'Н2-блокиро- 
ванпые пептиды, обогащенные этими кислыми аминокислотами [34]. 
Однако, возможно, эти пептиды являются эндогенными ингибиторами 
глутаматных рецепторов.

.Недавно было обнаружено, что супернатант, полученный при вы
сокоскоростном центрифугировании гомогената мозга крыс, обладает 
ингибирующим влиянием на связывание а-бунгаротоксина с синапти
ческими мембранами [35]. Вместе с тем, эта неочищенная фракция 
не влияла на связывание меченых медиаторов или их аналогов с доф
аминовыми, агадренергическими и мускариновыми холинергическими 
рецепторами. Полученные данные авторы обсуждают в плане суще
ствования эндогенных лигандов для а-бупгаротоксиновых рецепторов.

Показано также существование эндогенного ингибитора рецептор
ного связывания бензодиазепинов в ЦНС крыс. Полагают, что им 
является термостабильное вещество с величиной Мг от 2 до 10 кД 
(по данным ультрафильтрации), которое увеличивает К^ и снижает 
общее число мест связывания 3Н-диазепама с синаптическими мем
бранами [36]. Эндогенный ингибитор бензодиазепиновых рецепторов, 
полученный в очищенном виде Ошс1о111 и соавт. представляет собой поли
пептид с величиной М г 11 кД, чувствительный к протеолитическим 
ферментам, с высоким содержанием кислых аминокислот, концевая 
аминная группа которого блокирована. Этот полипептид конкурентно 
ингибирует связывание меченых лигандов бензодиазепиновых рецепто
ров и не влияет на связывание ГАМК, аденозина и эторфина. Исходя 
из конкурентного характера ингибирующего действия, авторы заклю
чают, что обнаруженное вещество является эндогенным лигандом 
бензодиазепиновых рецепторов и может играть модулирующую роль в 
тонкой настройке ГАМК-рецептора [37].

Таким образом, в последние годы показано, что в мозгу крыс 
присутствуют вещества, ингибирующие связывание меченых ме
диаторов, их агонистов или антагонистов с ГАМК-рецепторами, глу
таматными рецепторами, рецепторами а-бунгаротоксина, бензодиа
зепиновыми рецепторами. Эти вещества могут быть как эндогем- 
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ными лигандами перечисленных рецепторов (тогда кинетика инги
бирования ймеет конкурентный характер), так и эндогенными ингиби
торами рецепторов (кинетика ингибирования в этом случае может 
иметь как конкурентный, так и неконкурентный характер). В настоя
щее время вопрос о роли этих веществ в функционировании постси- 
паптических рецепторов нейромедиаторов и их природе только постав
лен. Решение его будет способствовать пониманию регуляции синап
тической передачи на уровне постсинаптических мембран и, возмож
но, откроет новые пути направленных фармакологических воздействий 
на ЦНС.

ENDOGENOUS INHIBITORS OF POST-SYNAPTIC GABA " 
RECEPTORS IN MAMMALIAN BRAIN

PARFENOVA E. V.

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

Modern controversial data on the nature of endogenous modulators 
Inhibiting specific Na-independent ’H-GABA binding to its post-synap
tic receptors in mammalian brain is discussed. The existence of endo
genous inhibitors of the post-synaptic receptors of some neurotransmit
ters other than GABA is considered. It is proposed that in vivo endo
genous inhibitors affect the synaptic transmission on the post-synaptic 
membrane level.
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УДК 577.118.549

МЕДЬСОДЕРЖАЩИЕ БЕЛКИ МОЗГА И ИХ ЗНАЧЕНИЕ 
В ЭТИОЛОГИИ ШИЗОФРЕНИИ

НАЛБАНДЯН Р. М.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Анализируются «медные» концепции шизофрении. Рассмотрены свойства нейро- 
купреина, основного медьсодержащего белка мозга, обладающего вазодилятоцзои- 
иымн свойствами. Этот белок способен связывать катехоламины и взаимодействовать 
с ними по окислительно-восстановительному пути. Обсуждается роль нейрокупреина в 
этиологии шизофрении.

Двадцатый век характеризуется резким ростом не только сердеч
но-сосудистых и опухолевых заболеваний, но и психических, среди 
которых основное место занимает шизофрения. Достаточно отметить, 
что более половины коек в психиатрических больницах занято боль
ными с диагнозом «шизофрения». Этой болезнью в настоящее время 
болеют около 20 млн. человек, представителей всех человеческих рас. 
Несмотря на некоторые успехи в лечении, связанные, главным образом, 
с применением нейролептиков, число заболеваний шизофренией во 
всем мире продолжает расти,—в развитых странах ею болеет до 2% 
населения.

Болезнь поражает человека в расцвете творческих сил, вследствие 
чего общество несет огромные потери. Поэтому во многих странах в по
следние годы резко увеличены ассигнования на изучение шизофрении. 
Например, только за последние 5 лет в США расходы на исследователь
скую работу по шизофрении составили более 100 млн. долларов.

В терапии шизофрении еще не достигли таких впечатляющих ус
пехов, как в последние годы в лечении сердечно-сосудистых и онко
логических заболеваний. Одна из основных причин этого в том, что 
до сих пор не разработаны более или менее адекватные модели для 
изучения этого заболевания.

Этиология шизофрении. Вопрос о природе дефектов при шизофре
нии задается вот уже более 60 лет, однако этиология этого заболева
ния все еще не установлена. Время от времени на очередном нейро
химическом конгрессе или в каком-либо из многочисленных журна
лов нейрохимического профиля можно услышать или прочитать сооб- 
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щепия об открытии «субстанции», ответственной за шизофрению, иля 
об обнаружении некоторых, часто весьма незначительных, метаболи
ческих отклонений при этой болезни. Однако большинство этих гипо
тез и экспериментальных данных не выдерживало проверки време
нем. Обзор ранних представлений об этиологии шизофрении был при
веден 'нами ранее [1], а современное состояние многих из этих гипо
тез рассмотрено в недавнем обзоре [2]. Большинство исследователей 
в настоящее время, по-видимому, отказалось от распространенной ра
нее точки зрения на шизофрению как чисто генетическое заболевание,, 
хотя многие и сегодня полагают, что генетические факторы играют 
какую-по предрасполагающую роль [3]. Определенное значение в 
этиологии заболевания придается характеру питания [4, 5]. В целом, 
однако, вопрос о влиянии среды обитания, факторов питания, в част
ности влияния различных микроэлементов, еще плохо изучен [6]. В 
последние годы значительное распространение получила вирусная тео
рия этиологии шизофрении [7—И]. Имеется много вирусов, относя
щихся к нейротропным, то есть инфицирующим нервную ткань. Ряд 
вирусов типов herpes, polio, rabies, zoster атакует отдельные, иногда 
очень небольшие, участки мозга. Цитомегаловирус (ЦМВ), относящий
ся к вирусам herpes, инфицирует лимбическую систему мозга, кото
рая подвергается изменениям при шизофрении. Имеющиеся данные 
показывают, что уровень антител ЦМВ у больных шизофренией зна
чительно выше, чем в контроле. ЦМВ может инфицировать мозг чело
века еще в зародышевом состоянии, оставаясь в неактивной форме 
многие годы, даже десятилетия. Таким образом, вирус атакует плод 
очень рано, еще в первые месяцы беременности. Вирусная теория ши
зофрении привлекает внимание своей способностью объяснять многие 
установленные факты, такие как зависимость частоты заболевания от 
уровня жизни и времени года рождения, сезонные обострения заболе
вания, переход болезни в хроническую форму и т. д. Данные новей
ших диагностических подходов, например компьютерной томографии, 
указывают на увеличение при шизофрении по сравнению с нормой 
«пазух» в мозгу, заполненных ЦБЖ, которые, вероятно, являются 
следствием инфицирования мозга вирусом. Не случайно изучению 
ЦМВ как возможного этиологического агента при шизофрении и ана
лизу возможности использования антител к ЦМВ для борьбы с этим 
■заболеванием посвящаются специальные симпозиумы [II]. Оконча
тельное доказательство вирусной этиологии шизофрении может резко 
изменить стратегию поиска эффективных подходов для терапии этого 
заболевания. С этой целью прежде всего представляется важным выя
вить все звенья взаимодействия вируса с клеточными структурами ПС, 
и в частности, с дофаминовыми рецепторами (см. ниже).

Нейрохимические концепции шизофрении. Независимо от того, ка
кая из теорий этиологии шизофрении верна, с точки зрения нейрохи
мии очевидно, что наблюдающиеся при этом заболевании изменения 
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поведения, восприятия, настроения, познавательной способности и т. д. 
в конечном счете отражают происходящие при шизофрении изменения 
в синапсах, то- есть нейрохимически болезнь прежде всего отражается 
в изменении процессов в синапсах. Первый вопрос, который возникает 
в связи с этим выводом, состоит в том, какие синапсы и нейромедиа
торы оказываются вовлеченными в патологический процесс при ши
зофрении. Острые споры вокруг этих проблем еще не окончены. Тем 
не менее, большинство исследователей придерживается мнения, что 
нарушения происходят в ДА-ергической и (или) норадренергической 
системах. В пользу этих концепций обычно приводят следующие фак
ты: 1. Нейролептики блокируют дофаминовые рецепторы, в частности 
Д-2 рецепторы, причем во многих случаях наблюдается корреляция 
эффективности блокирования с симптоматическим эффектом нейролеп
тиков [12]. 2. Ряд соединений (амфетамин, р-фенилэтилампн, метилфе
нидат, L-ДОФА, диметилтриптамин) при введении людям вызывают 
психозы, симптоматика которых напоминает шизофрению. Оказалось, 
что все эти соединения либо увеличивают содержание дофамина в 
мозгу, либо стимулируют его оборачиваемость и выделение [13]. 
3. Однако нарушения в ДА-ергической системе не способны объяснить 
всех симптомов заболевания [14], в частности таких, как аутизм, от
сутствие мотивации, которые могут быть обусловлены дефицитом 
норадреналина. Принятие этой концепции влечет за собой предполо
жение, что болезнь может быть обусловлена дисбалансом между 
норадреналином и его предшественником дофамином. 4. В патологию 
шизофрении могут вовлекаться только системы, взаимодействующие 
с ДА-ергическими путями. К ним, помимо адренергической, относятся 
также ГАМК-ергичсская и эндорфинная системы. Действительно, сооб
щалось об улучшении состояния больных под влиянием апоморфина, 
прспроиалола, 1иалоксоиа, у-эндорфинов и у-оксимасляной кислоты 
[15—19]. 5. Наконец, обмен дофамина тесным образом связан с мета
болизмом меди, а её значение в патологии шизофрении уже давно 
установлено [20]. Этому вопросу посвящен и недавно написанный 
критический обзор Bowman, Lewis [21].

Медный статус организма и содержание дофамина в мозгу. Уже 
одно только рассмотрение путей метаболизма дофамина показывает, 
что его уровень зависит от активности ряда медьсодержащих фермен
тов (рисунок). Когда уровень меди высок, насыщенность этих фермен
тов медью также высока, и, следовательно, их активность максималь
на. При высоком уровне меди часть тирозина, являющегося предше
ственником дофамина, окисляется медьсодержащим ферментом тиро
зиназой. Тем самым снижается количество дофамина. Кроме того, 
ДОФА-дскарбоксилаза сильно ингибируется медью. Поэтому снижает
ся также синтез дофамина из ДОФА.

В свою очередь, распад дофамина, помимо флавиновых 1змш1ок- 
сидаз, катализируется медьсодержащей аминоксидазой и медьсодер
жащей о-дифенолоксидазой. Дофамин используется для синтеза нор
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адреналина также при помощи медьсодержащего фермента—доф- 
амин-р-гидроксилазы. Таким образом, при высоком уровне меди инги
бируются процессы образования дофамина и увеличивается активность 
и степень его утилизации.

Итак, высокий уровень меди должен приводить к понижению ста
ционарной концентрации дофамина в мозгу. Очевидно также обратное 
положение—следствием дефицита меди в мозгу должно быть увеличе
ние уровня дофамина в мозгу. Если шизофрения связана с высоким 
уровнем дофамина, то концепция предполагает, что в качестве обще
го подхода к терапии необходимо создавать условия для повышения 
уровня меди в мозгу. Между тем, не все имеющиеся эксперименталь
ные результаты укладываются в столь однозначную схему. Так, об-

Рис. Участие меди в процессах образования и распада дофамина 

наружилось, что у крыс дефицит меди приводит не к увеличению, а к 
уменьшению на 30% содержания дофамина и норадреналина, хотя не 
во всех участках мозга наблюдаются аналогичные изменения этих 
аминов [22]- Известно, что хронический дефицит меди обычно приво
дит к снижению уровня всех медьсодержащих ферментов [23]. Да
лее, по крайней мере некоторые больные шизофренией, по-видимому, 
имеют не пониженный, а повышенный уровень меди в мозгу, и тера
пия некоторыми нейролептиками приводит к дальнейшему повышению 
её уровня [21. 24]. Для больных шизофренией характерно также по
вышенное содержание меди в волосах [25]. В то же время в СМЖ 
больных оно ниже, чем в норме [26]. В хронической форме содержа
ние мйаи в СМЖ больных также ниже [27]. Хотя не все эти дан
ные находят разумное объяснение, они указывают на возможное зна
чение меди в этиологии шизофрении. Статус меди в организме чаще 
всего характеризуется уровнем в плазме кислого медьсодержащего 
гликопротеида—церулоплазмина, содержащего почти 90% меди плаз
мы. Неоднократно было показано, что при шизофрении содержание 



церулоплазмина увеличивается по сравнению с нормой. Сам по себе 
этот факт уже давно сомнений не вызывает, поскольку он продемон
стрирован в общей сложности более чем на 10 тыс. больных, принад
лежащих ко всем расам и живущим на пяти континентах. Однако- 
его интерпретация различными исследователями далеко не однознач
на. Некоторые из них полагают, что повышенный уровень церулоплаз
мина является причиной шизофрении, тогда как другие считают его- 
следствием заболевания. В первом случае логика подхода к терапии 
представляется простой—нужно удалить избыточное количество меди,, 
связанной с церулоплазмином. Действительно, терапия хелаторами,, 
и в частности пенициламином, а также содержание на диете с пони
женным содержанием меди приводила к значительному улучшению- 
состояния ольных [28]. С другой стороны, предполагалось, что по
вышение уровня церулоплазмина может приводить к развитию симп
томов за олевания шизофренией по той причине, что церулоплазмин- 
спосо ен окислять ряд биогенных аминов, среди них такие, продукты 
окисления которых обладают галлюцинаторными свойствами (напри
мер, норадренохром). Согласно этому представлению подавление ок
сидазнои активности церулоплазмина (в том числе хелаторами ме
ди П5ТЬ терапии заболевания. Многие нейролептики способны взаи
модействовать с церулоплазмином, выступая как ингибиторы этого- 
медьсодержащего фермента т^,,,___ _____ „ 1 ld- *аким ооразом, имеются две точки зре- 

пяссмятпЛЬН° Церулоплазмииа как причины заболевания—одна из
* ‘ J ивает церулоплазмин как источник меди для ферментов 

мозга, а другая как оксипл^лг
пин, ответственных за эт oZ’ Прпводящую к образованию соедине- 
явля-ется хорошо известная Л ° ШИ30Фрепип- Вариантом последней 
тгплппааштл.л։ «дрено-хромовая гипотеза. Обе ветвн «це-рулоплазминовои» этнологии ,
тверждение. Укаждойизнихи ФРе"ИН "аХ°ДЯТ нек0Т0р0с ПОД՜ 
Однако существует еще oZ ТСЯ СВ°" сторонники " BP°™B™KfI- 
..nnnua nonvnnnno А точка зрения па значение повышенного՛ уровня церулоплазмина поир шизофрении. Она рассматривает повышение церулоплазмина при ,
иую реакцию организма (291 п . ”” ИК неспеш!Фическуга отвег՜ 
чивается практически при любых ^ИСТВИТЗЛЬ,П0’ ^РУ^азмин Увел«- 
титы, нефриты, различные oZ™ 1"аТОЛОГИЯХ (туберкулез, артриты, гепа- 
левания и т. д.), ,а также по™ ВИрусиме- сердечно-сосудистые за-бо- 
меиности. Именно поэтому пот Нек0ТОрЫХ ГОРМОНОВ- ПР" беРе՜ 

„„ ' у "ивышение уровня церулоплазмина характерно не только для шизосЬпснтшжрении, но и для любого патологического 
процесса в организме и является «

LSI ответной защитной реакцией организма на него. Поэтому поедпопят» -, .. ՛ н'-дчолагалось, что введение больным ши
зофренией дополнительного копнив^У , количества церулоплазмина должно спо
собствовать преодолению болезни mmMartens [30] вводил больным ча
стично очищенный церулоплазмин n 1и «мин и достиг почти 90% излечивания, 
причем оолее половины больных име™ vн .. _ л И«ели «полную ремиссию». Хотя мно
гие детали этой работы не были опубликованы, наиболее впечатляю
щие данные были получены для группы больных, находящихся в ост- 
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рой стадии. Было показано, что повышенный уровень церулоплазмина 
является результатом заболевания. При этом церулоплазмин выпол
няет активную защитную роль, а не является просто следствием пато
логии. Успех Martens никогда не был повторен. Более того, ему не 
удалось воспроизвести собственные результаты, используя высокоочи- 
щениыи препарат церулоплазмина. Исходя из этого, он предположил, 
что нет оснований для дальнейшей поддержки гипотезы о роли церу
лоплазмина в этиологии шизофрении. Между тем из этих данных, 
строго говоря, следовало только, что терапевтический фактор, если 
он действительно имеется, сопровождает более или менее очищенные 
препараты церулоплазмина. Кроме того, было бы преждевременным 
исключать на основании этих данных возможность косвенного влия
ния церулоплазмина.

Нам представляется, что есть две стороны, касающиеся роли це
рулоплазмина в шизофрении. Одна из них относится к увеличению со
держания церулоплазмина как следствию развития в организме лю
бого патологического процесса, что отражает только наличие в орга
низме патологического процесса неспецифической природы, наблюдаю
щегося нс только при шизофрении, но и при других заболеваниях. 
Хорошо известна другая столь же общая неспецифическая реакция 
организма на развитие в нем любого патологического процесса—уси
ление липидной пероксидации [31]. Недавние исследования выявили, 
что церулоплазмин обладает свойством подавлять пероксидацию ли
пидов. Фактически он является основным антиоксидантом плазмы 
[32, 33], поэтому увеличение церулоплазмина при патологии действи
тельно может рассматриваться как общая компенсаторная реакция, 
направленная на подавление липидной пероксидации. Иначе говоря, 
практически любая патология характеризуется двумя ответными реак
циями: с одной стороны, увеличивается пероксидация липидов, а с 
другой—содержание в плазме ингибитора пероксидации церулоплаз
мина. Уже одного этого достаточно, чтобы сохранить церулоплазмин, 
по крайней мере, в качестве вспомогательного средства для терапии 
практически любого заболевания. Поэтому представляется заслужи
вающим внимания дальнейшее изучение возможности применения вы- 
сокоочищенного церулоплазмина для терапии шизофрении.

Другая сторона вопроса о роли церулоплазмина связана с нали
чием в плазме и в недостаточно очищенных препаратах церулоплазмина 
фактора, который может быть связан именно с патологией шизофре
нии. Время от времени сообщается об обнаружении в плазме боль
ных людей факторов, имеющих отношение к шизофрении. Полагают, что 
они способны проходить через ГЭБ. Однако к настоящему времени эти 
факторы еще плохо охарактеризованы. Если допустить, что они вы
полняют роль челнока между медью мозга и плазмы, то можно объяс
нить большую группу фактов с единой точки зрения. Действительно, 
перенос меди из плазмы к мозговым медьсодержащим ферментам, 
связанным с обменом дофамина, как мы видели, должен приводить 
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к понижению уровня меди в плазме. Согласно этой модели? увеличе
ние церулоплазмина в плазме, происходящее в результате неспецифи
ческой реакции организма при патологии, будет приводить также к 
увеличению меди в мозгу и, следовательно, к понижению в нем доф
амина. Таким путем болезнь могла бы быть преодолена сама по- 
себе. Действительно, в литературе можно найти случаи спонтанного, 
излечивания, хотя эти примеры немногочисленны. Такой же эффект 
ожидается, если церулоплазмин вводить дополнительно, как это де
лал Martens. Вопрос только в том, какие дозы чистого церулоплаз
мин! следует вводить и насколько длительно, чтобы медь в мозгу 
увеличилась до необходимого для терапии уровня. Очевидно также,, 
что увеличения меди в мозгу можно достичь введением не только це- „ 
рулоплазмина, но и непосредственно того фактора, который выпол
няет роль челнока меди между плазмой и мозгом. Если этот фактор, 
присутствует в избыточных (аномальных) количествах, то без допол
нительных предположений трудно предсказать возможные последствия 
такой ситуации. Однако если при этих условиях большее значение на
чинает приобретать обратный перенос меди (от мозга в плазму), то՛ 
легко видеть, что при этом будет возрастать уровень дофамина в моз
гу. Следовательно, согласно рассмотренной модели, фактор, выпол
няющий функции переносчика меди между плазмой и мозгом, может 
выступать как этиологический агент шизофрении. Непосредственные- 
доказательства этой точки зрения можно было бы получить из дан
ных по гемодиализу больных шизофренией. Однако имеющиеся к на
стоящему времени результаты противоречивы: сообщается как об- 
улучшении состояния больных при гемодиализе, так и об отсутствии 
эффекта [34, 35]. Поэтому необходимы более подробные исследования 
влияния гемодиализа. Установление природы этого фактора значи
тельно продвинуло бы наши знания об этиологии шизофрении. Можно, 
предположить, что роль такого фактора способны выполнять сравни
тельно низкомолекулярные комплексы пептидов с медью, способные 
проникать из плазмы в мозг и обратно. Среди большой группы 
этих соединений особое внимание должны, вероятно, привлечь комп
лексы меди с эндорфинами.

Кислые медьсодержащие белки мозга. Рассмотренные выше- 
медьсодержащие ферменты мозга, участвующие в обмене дофамина, 
объясняют только небольшую часть меди мозга. Мозг, как известно,, 
является одним из богатых медью органов, уступая в этом отноше
нии только печени. Большая часть меди в мозгу связана с крайне
кислой белковой фракцией [36], из которой удается очистить не
сколько медьсодержащих белков [37]. Наиболее подробно изучен 
медьсодержащий белок с величиной .Мг около 10 кД, названный 
нейрокупреином [38]. Он получен также из хромаффинных гранул 
[39]. Содержание меди в нейрокупреине составляет более 30% меди 
растворимой фракции мозга. Важным свойством нейрокупреина являет
ся его высокое сродство к катехоламинам. В своей окисленной фор
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ме он способен стехиометрически (неферментативно) окислять адре
налин, норадреналин, а также дофамин по хиноидному пути с образова
нием соответствующих адренохромоподобных соединений [40], подобно 
недавно обнаруженной реакции катехоламинов с дофамин-р-гидроксила- 
зой [41,43]. С другой стороны, восстановленная форма белка способна 
окисляться адренохромом и родственными соединениями. Медь мо
жет быть удалена из нейрокупреина хелаторами, причем из восста
новленного белка она удаляется легче, в частности даже таким хела
тором, как адренохром.

Таким образом, все эти данные указывают на возможную роль 
нейрокупреина при шизофрении. Действительно, во-первых, нейрокуп
реин является одним из важнейших медьсодержащих белков мозга. 
Во-вторых, он способен взаимодействовать с катехоламинами, и в 
частности с дофамином, как связывая их, так и входя с ними в окис
лительно-восстановительную реакцию. Таким образом, нейрокупреия 
является еще одной медьсодержащей системой мозга, связанной с доф
амином. И хотя бы по этой причине он должен рассматриваться как 
важнейшее недостающее звено в нейрохимических концепциях шизо
френии. Легко видеть значение нейрокупреина как буферной системы, 
способной нейтрализовать избыточные количества' дофамина, если 
они образовались в мозгу. Его возможная функция скорее всего свя
зана с участием этого белка в обратном захвате катехоламиновых 
нейромедиаторов, благодаря которому может предотвращаться разви
тие ■ гиперчувствительности. То, что уже известно о свойствах этого 
белка, побуждает думать о том, что шизофрения может развиться, 
когда на фоне повышенного уровня дофамина (или норадреналина) 
обнаруживается сравнительно пониженное содержание нейрокупреина. 
Поскольку повышенный уровень дофамина, как мы видели, является 
следствием понижения активности медьсодержащих ферментов, уча
ствующих в обмене дофамина, нейрокупреин способен компенсировать 
эффект понижения активности этих медьсодержащих ферментов, 
обусловленный снижением уровня меди в мозгу. В этой связи возни
кают вопросы, касающиеся роли меди в самом нейрокупреине. В ка
кой мере она существенна для выполнения функции связывания ка
техоламинов? Как указано выше, адренохромподобные соединения 
способны окислять восстановленную медь нейрокупреина и даже уда
лять ее из белка. Поэтому очевидно, что повышение уровня адрено- 
хромлодобных соединений в мозгу может приводить к дестабилизации՛ 
нейрокупреина, и следовательно, затруднять выполнение им функции 
связывания избыточных количеств катехоламинов. В отсутствие ме
ди белок уже не способен восстанавливать адренохромподобные сое
динения. Однако, вероятно, роль меди в белке не исчерпывается эти
ми функциями. Заслуживает экспериментальной проверки способность 
нейрокупреина обмениваться медью с фактором, выполняющим роль, 
челнока между плазмой и мозгом.
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Создается впечатление, что благодаря нейрокупреину удается 
примирить, по крайней мере, три-четыре нейрохимические .концепции 
шизофрении, которые ранее считались взаимоисключающими. К ним 
относятся медная, дофаминовая и норадреналиновая гипотезы, а 
также представления о плазменном факторе и .адренохроме как 
этиологических корнях развития заболевания. Она естественным об
разом позволяет объяснить подавляющее большинство имеющихся 
экспериментальных данных, казавшихся ранее несовместимыми, на
пример, положительный эффект как хелаторов, так и церулоплазмина, 
отсутствие в ряде случаев антибатной корреляции между общими 
уровнями меди и дофамина и т. д. Так, терапевтический эффект хе
латоров может быть связан с тем, что медь удаляется главным обра
зом не из медьсодержащих ферментов метаболизма дофамина, а из 
пейрокупреина. Нами показано [42], что нейрокупреин обладает ва- 
зодиллятационным свойством в отношении мозговых сосудов. Харак
терно, что таким же свойством обладает церулоплазмин. Пока труд
но оценить значение этих наблюдений для этиологии шизофрении, од
нако уже сейчас очевидно, что на фоне пониженного уровня этих бел
ков может облегчаться развитие спастических состояний мозговых 
сосудов, и следовательно, их пониженный уровень благоприятствует 
развитию гипоксии мозга. Достоинством нейрокупр.еиновой гипотезы 
шизофрении является то, что опа может быть проверена непосред
ственными экспериментами. Эта гипотеза имеет определенные перс
пективы развития, в частности, связанные с установлением функций 
других крайне кислых медьсодержащих белков с большой величиной 
Мг, обнаруженных в мозгу, и их взаимосвязи с нейрокупреином. Оп
ределенный интерес представляет также изучение первичной струк
туры нейрокупреина с целью выявления в нем последовательностей, 
характерных для нейроактивных пептидов, в частности эндорфинов. 
Кроме того, заслуживает внимания поиск в плазме белков, напоми
нающих по свойствам нейрокупреин. Проблема, однако, заключается 
в том, что нейрокупреин и церулоплазмин имеют сходные изоэлектри
ческие точки, а содержание пейрокупреина, если он присутствует а 
плазме, должнй быть намного ниже, чем содержание церулоплазмина.

В любом случае, всякая вновь создаваемая нейрохимическая тео
рия возникновения шизофрении должна будет учитывать наличие в 
мозгу крайне кислого медьсодержащего белка, объясняющего боль
шую часть меди мозга, способного связывать и входить в редокс 
реакции с катехоламинами и расширять сосуды мозга.
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COPPER-CONTAINING PROTEINS OF BRAIN AND THEIR 
SIGNIFICANCE IN ETIOLOGY OF SCHIZOPHRENIA

NALBANDYAN R. M.

Institute of Biochemistry, Academy of Sciences of Armenian SSR, 
Yerevan

Copper concept of schizophrenia has been analyzed. Properties of 
neurocuprein, the major copper-containing protein of brain were consi
dered. This protein is able to bind catecholamines and to interact with 
them by a redox way. Neurocupreln is a vasoactive protein. The role- 
of neurocuprein in the etiology of schizophrenia is put forward.
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НЕИРОХИХ1И/1 ,

т. 5, № 1, 1986

ХРОНИКА

НИКОЛАЙ НИКОЛАЕВИЧ ДЕМИН 

(к 75-летию со дня рождения)

30 марта 1986 г. исполняется 75 лет со дня рождения одного из ведущих совет
ских ученых-нейрохимиков, доктора биологических наук, профессора II. Н. Демина.

Профессор Н. Н. Демин родился 30 марта 1911 г. в Мичуринске (б. Козлов) 
Тамбовской области. В 1928 г. Николай Николаевич опубликовал свою первую науч
ную работу (Русский гидробиологический журнал, т. 7, с. 204) и в том же году

был избран членом Немецкого мзлакозоо- 
логического общества (Франкфурт^иа-Мзй- 
ле).

В 1929—1934 гг. Николай Николаевич 
учился на биологическом факультете ЛГУ 
у таких всемирно известных ученых, как 
проф. Е. С. Лондон и акад. А. Д. Сперан
ский. Ещё будучи студентом университе
та, в 1933 г. Николай Николаевич был при
нят в лабораторию Всесоюзного института 
экспериментальной медицины, руководимую 
Л. Д. Сперанским, где в 1933—1935 гг. им 
была выполнена серия исследований по 
биохимии мышц при столбнячной интокси
кации. В этой работе был использован 
разработанный автором оригинальный при
бор для определения pH тканей in vivo и 
in situ.

В 1935 г. Н. Н. Демин переезжает в Москву и по приглашению проф. Б. И. 
Збарского занимает должность ассистента возглавляемой им кафедры биохимии 
I Московского медицинского института. Здесь Николай Николаевич исследует спо
собность эритроцитов транспортировать свободные аминокислоты крови при различ
ных функциональных состояниях. Полученные результаты послужили основой кан
дидатской диссер.ацпи, успешно защищенной в 1940 г.

В первые годы войны Н. Н. Демин заведует кафедрой органической химии Ом
ского медицинского института. В августе 1943 г. он возвращается в Москву и про
должает работу на кафедре биохимии I Московского мединститута.

С 1946 по гг. Николай Николаевич работает в Институте морфологии жи
вотных им. А. Н. Северцева АН СССР. В лаборатории, руководимой член-корр. АН 
СССР X. С. Коштоянцем, им был проведен большой цикл работ, основанных на ори
гинальной идее о возможности внеси наптнческой, а нередко и внутриклеточ

ной метаболической активности нейромедиаторов, в частности ацетилхолина. Полу

85



ченные материалы, экспериментально показавшие действие ацетилхолина /7г уИго 
на ряд биохимических процессов, составили основу докторской диссертации, которая 
была успешно защищена в 1954 г.

В 1956 г. Николай Николаевич избирается зав. лабораторией, биохимии Инсти
тута биофизики М3 СССР, где продолжает свои исследования. Одновременно в 
1956—1957 гг. он заведует кафедрой биохимии Московского технологического инсти
тута мясной и молочной промышленности, где раскрывается новая грань дарования 
Н. Н. Демина—его блестящие педагогические способности.

С 1961 по 1983 гг. Николай. Николаевич заведует лабораторией функциональной՛ 
нейрохимии Института физиологии им. И. П. Павлова АН СССР, а с 1983 г. яв
ляется профессором-консультантом. Здесь исследования по внесинаптнческой актив
ности ацетилхолина и других нейромедиаторов получают дальнейшее широкое раз
витие. В результате был сформулирован общий вывод, согласно которому действие- 
ацетилхолина на клеточный метаболизм осуществляется, прежде всего, через изме
нение свойств мембранных структур. Таким образом, эффект ацетилхолина как ней
ромедиатора в синапсах является частным случаем его общей мембранной ак
тивности.

Серией исследований по нейрохимии сна было показано, что биологическая необ
ходимость сна высших животных и человека связаца с необходимостью устранения 
(в условиях деафферентации) тех денатурацпонных изменений в белковых комплек
сах синаптических мембранных структур стволовой части головного мозга, которые- 
постепенно накапливаются в процессе бодрствования.

Замечательная способность профессора Н. II. Демина устанавливать творческое- 
содружество с различными научными учреждениями позволила ему значительно' 
расширить свои исследования. В результате этого удалось разработать пути фарма
кологической профилактики нейрохимических нарушений при длительном вынуж
денном бодрствовании, изучить эволюционные аспекты проблемы сна, провести раз
ностороннее изучение нейрохимии зимней спячки, выполнить цикл нейрохимических 
исследований, связанных с влиянием условий космических полетов на подопытных 
животных.

Перу И. И. Демина принадлежит около 150 научных работ, в том числе 2 мо
нографии и ряд крупных обзоров.

Как видный ученый-нейрохимик профессор И. Н. Демин широко известен не
только в нашей стране, но и далеко за ее пределами. Он член Международного и 
Европейского нейрохимических обществ. Николай Николаевич многократно и достой
но представлял нашу науку за рубежом, чему в большой степени способствовало- 
прекрасное знание иностранных языков. Он выступал с докладами и лекциями 
во многих социалистических странах, а также в Италии, Франции, Великобритании, 
США, Японии.

Следует отметить разностороннюю научно-организационную деятельность про
фессора И. И. Демина. Он был ученым секретарем секции Комитета по государст
венным премиям СССР, членом экспертной комиссии ВАК, членом редколлегии раз
личных журналов. Но главной в этой области является многолетняя и плодотворная 
работа Николая. Николаевича на посту председателя Секции нейрохимии научного- 
совета АН СССР по проблемам биохимии человека и животных (1971—1985). При 
его активном участии и в значительной мере под его руководством были организова
ны четыре Всесоюзные нейрохимические конференции, несколько местных научных 
совещаний и школ.

Руководимые Николаем Николаевичем регулярные заседания Секции, собираемые- 
не реже двух раз в год, активно способствовали координации научных исследований 
по нейрохимии и установлению личных контактов между, учеными, работающими в. 
этой области. Сейчас Николай Николаевич—заместитель председателя Секции.

Трудно переоценить деятельность Николая Николаевича, связанную с основанием 
журнала «Нейрохимия». На посту заместителя главного редактора этого журнала։ 
он принимает самое активное участие в его работе.
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Правительство высоко оценило деятельность профессора Н. Н. Демина, награ
див его Орденом Трудового Красного Знамени, медалью «За Трудовую доблесть» и 
другими медалями.

Огромная эрудиция, доброжелательность и личное обаяние снискали Николаю 
Николаевичу заслуженный авторитет среди его многочисленных коллег и учеников.

Свой юбилей Н. Н. Демин встречает полным сил и бодрости. Редколлегия сер
дечно поздравляет дорогого и глубокоуважаемого Николая Николаевича и желает 
֊ему здоровья, долголетия и дальнейших больших творческих успехов.

РЕДКОЛЛЕГИЯ
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НЕИРОХИМИЛ
т. 5, № ։, 198&

СИМПОЗИУМ «АКТУАЛЬНЫЕ ПРОБЛЕМЫ СОВРЕМЕННОЙ 
НЕЙРОХИМИИ», ПОСВЯЩЕННЫЙ 100-ЛЕТИЮ

■ СО ДНЯ РОЖДЕНИЯ АКАДЕМИКА А. В. ПАЛЛАДИНА

В связи с исполнившимся 10 сентября 1985 г. 100-летием со дня рождения пат
риарха советской нейрохимии, одного из основателей и организаторов Междуна
родного нейрохимического общества (1966 г.) академика А. В. Палладпна в Киеве 
состоялось торжественное общее собрание Академии наук Украинской ССР. С док
ладами о жизни и деятельности А. В. Палладпна и о его вкладе в развитие отече
ственной биохимии выступили вице-президент АН УССР академик Ф. С. Бабичев- 
11 председатель Всесоюзного биохимического общества академик С. Е. Северин. 11— 
13 сентября было проведено организованное Институтом биохимии нм. А. В. Пал- 
ладнна АН УССР п Научным советом АН УССР по проблеме «Биохимия животных 
и человека» совещание «Актуальные проблемы современной нейрохимии», посвя
щенное памяти А. в. Палладпна. Участники совещания, прибывшие в Киев из Мос
квы, Ленинграда, Еревана, Тбилиси, Тарту, Горького, Нальчика, Кишинева, Ростова- 
на-Дону и других городов Советского Союза, посетили мемориальный музей-квар
тиру А. В. Палладпна и его могилу, где состоялось возложение венков.

В ходе совещания были заслушаны и обсуждены II докладов ведущих нейро- 
химиков Советского Союза о последних достижениях в области нейрохимии. Значи
тельное место в работе симпозиума заняли вопросы, связанные с механизмами, 
функционирования нервной клетки, в частности, с механизмами действия ионных 
каналов и регуляции мембранных АТРаз.

В большом проблемном докладе академика П. Г. Костюка «Роль кальция и ци
клических нуклеотидов в функционировании нервной клетки» были освещены вопросы 
сопряжения биофизических и биохимических процессов, лежащих в основе генерации 
нервного импульса. Использование нового методического подхода, позволяющего- 
изучать биохимические и физиологические процессы на уровне отдельной клетки 
пли части клетки (например, участка мембраны с одиночным ионным каналом) 
позволило установить, что если Иа+ -канал может генерировать потенциал неза
висимо и без связи с^клеточным метаболизмом лишь при наличии ионного градиен
та, то работа Са2 + -канала прекращается при нарушении внутриклеточного гомео
стаза. Прн этом убедительно показано, что для работы Са2+-канала необходимо՛ 
непрерывное фосфорилирование белков канала п воротным механизмом для откры

тия Са2 *• -каналов является обмен циклических нуклеотидов, на основании чего- 
акад. П. Г. Костимом предложена новая схема регуляции Са2 -каналов, включаю
щая Са2+ -зависимую и сАМР-зависимую системы регуляции работы каналов.

Академик АН УССР В. К. Лишко в своем докладе «Биохимические модели 
для изучения механизма проведения нервного импульса» познакомил участников 
симпозиума с новыми методическими подходами для изучения структуры и функции 
ионных каналов. В частности, изучение мембранных потенциалов и эффектов нейро
токсинов (активирующих или ингибирующих Иа+- и Са2+ -каналы) на бесклеточ
ной модели, позволяющей менять состав среды по обе стороны мембраны, на липо
сомах со встроенными канальными белками и на плоской искусственной мембране- 
позволило получить новые сведения об ультраструктуре ионных каналов и о том, 
как ориентирован канал в мембране. Эти методические приемы позволили вплотную՛ 
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подойти также к решению проблемы биогенеза мембранных белков и доказать су
ществование белка-предшественника Na +^каналов, названного В. К. Лишко «кана- 
лоформером». Этот белок выделен, очищен и охарактеризован, доказана его глико- 
протеидиая природа и «канальные» свойства, а также его цитоплазматическое 
происхождение.

Большой интерес вызвал доклад член-корр. АН АрмССР А. А. Галояна «Био
химия кардпоактивных нейрогормонов мозга и сердца».

Ещё в 1962 г. А. А. Галоянощ была обнаружена и выделена группа полипеп- 
тпдных кардиотропных гормонов (К, С, G) из гипоталамуса животных. В 1967 г. 
па примере открытого им нейросекреторного, гормонообразовання сердца автором 
была выдвинута концепция об эндокринном сердце. На основании огромного экс
периментального материала по раскрытию гликопептидной природы кардиоактив- 
ных нейрогормонов, обнаружению специфических белков гипоталамуса, являющих
ся не только носителями, по и предшественниками гликопептидных нейрогормонов 
пи была разработана пептидная теория регуляции метаболизма и функции висце
ральных органов, в частности сердца, имеющая большое значение для развития ней
роэндокринологи!։. В докладе были представлены масс-спектральные и другие харак
теристики индивидуальных соединений мозга и сердца (всего 11), принимающих 
участие в функционально-биохимических взаимоотношениях этих органов. Для сер
дечных гормонов органом-мишенью является мозг (гипоталамус), печень и Sinus 
carotis, а для гипоталамических кардиоактнвных нейрогормонов—сердце и подже
лудочная железа, которая также принимает участие (через гипоталамус) в регуля
ции метаболизма и функции сердца. Механизм стимулирующего действия нейрогор
мона «С» на биосинтез дофамина и норадреналина, а также ингибирования под 

■его влиянием активности Са2 + -кальмодулинзависнмой фосфодиэстеразы сАМР и 
.cGMP мозга, сАМР-завпспмой протеинкииазы докладчик объяснил способностью 
нейрогормона «С»~ и его структурных аналогов изменять сродство ряда ферментов 
и белков к связыванию ионов кальция.

Доклад А՛. А. Болдырева «Механизмы превращения энергии в системе Na4՜, 
'К+-АТРазы» был посвящен центральной проблеме изучения АТРаз—механизму со
пряжения потока энергии и ионов. Докладчик привел убедительные доказательства 
неправомочности переноса данных об активности гидролиза АТР на состояние ион
ного транспорта и основное внимание уделил сопоставлению гидролитических и 
транспортных функции фермента на реконструированной системе в различных ус
ловиях при использовании широкого набора субстратов. При этом было показано, 
что транспорт иоиов связан не с каталитическим (гидролитическим) центром, а 
с двумя аллостерическими центрами, и перевод К 4-формы фермента в Na4՜-форму 
осуществляется аллостерическим центром низкого сродства, который способен свя
зывать протон.

В докладе 3. И. Кометиани «Особенности регуляции Na4, К4՜-АТРазной систе
мы возбудимых мембран» были представлены результаты изучения регулирующего 
действия различных нейротрансмиттеров на Na4՜. К + -АТРазу, локализованную в си
наптических мембранах различной эргнчности. Автору удалось выявить ингибирую
щее действие АХ и ДА на АТРазу холинергических синаптических мембран, акти
вирующее действие серотонина и ингибирующее НА на АТРазу адренергических 
синаптосомных мембран, а также различия в действии нейротрансмиттеров из 
Na+, К+-АТРазу различных отделов мозга. При этом показано, что действие ней
ротрансмиттеров осуществляется без участия системы циклических нуклеотидов. Эти 
данные ставят вопрос о том, имеет ли этот эффект нейротрансмиттеров какое-либо 
функциональное значение.

Нейрофармакологичеокни аспектам регуляции АТРазной системы был посвящен 
доклад Л. Я- Тяхепылда. Э. И. Карелсона и У. С. Тарве «Роль транспортных 
АТРаз мозга в механизмах действия психотропных препаратов». Были представле
ны данные сравнительного исследования ингибирующего действия основных классов 
психотропных средств (нейролептиков, транквилизаторов, антидепрессантов и псп- 
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хостимуляторов) на активность Na+, К+, Са2 + (Mg2+) и актомиозиноподобной 
АТРаз мозга в сопоставлении с подавлением этими средствами психомоторной ак
тивности животных. Полученные данные позволили авторам прийти к заключению,, 
что в основе общетормозного компонента в спектре действия психотропных средств,, 

по-видимому, лежит их ингибирующее действие на Na+, К+-АТРазу за счет кон
куренции их с Na+ и К+ за активный центр фермента, в то время как антипсихоти
ческое действие нейролептиков связано с подавлением Са2+ (Mg2+)АТРазы.

Два доклада были посвящены нейрохимическим проблемам сенсорных систем. 
Так, в докладе Р. Н. Этингоф «Функциональная роль и специфичность белков фо
торецепторного нейрона: им.му«нох-и-мичес-кнй анализ» были представлены результа
ты оценки специфичности трех функционально важных белков (транодуцииа, ФДЭ 
циклических нуклеотидов и белкового ингибитора ФДЭ), фоторецептора и ролл 
ФДЭ в изменении биоэлектрической активности сетчатки. Антитела к ФДЭ впервые 
были включены в липосомы, а из электрофизиологических экспериментов (совмест
но с В. И. Говардовским) следует, что они модулируют действие искусственных ин
гибиторов ФДЭ, не проникая при этом к месту локализации фермента в клетке. 
Таким образом, ставится под сомнение общепринятое представление о роли ката
литической активности ФДЭ в фоторецепторном акте. В связи с этим изучены֊ 
свойства антигенных участков ФДЭ, показано, что ФДЭ метилируется, как и другие 
белки наружного сегмента палочек сетчатки, выявлены зависимость этого процесса 
от GMP и тормозящее влияние белкового ингибитора ФДЭ. При помощи специально 
полученных моноспецифических антител установлено, что из 3-х изученных белков 
специфичным для ткани сетчатки является только белковый ингибитор ФДЭ. Об
суждена роль регуляторной субъединицы ФДЭ в процессе функциональной актив
ности фоторецептора.

Второй доклад, посвященный биохимии фоторецептора,—доклад А1. А. Остров
ского «Молекулярные механизмы фотоповреждення зрительных клеток»—«привлек 
внимание аудитории как пример использования результатов фундаментальных ис
следований для решения практических задач медицины. Докладчик представил убе
дительные доказательства того, что в числе молекулярных механизмов повреждаю
щего действия яркого освещения на структуру и функцию фоторецепторной мем
браны лежит усиленное фотоокпеление ненасыщенных липидов с накоплением про
дуктов их перекисного окисления и окисление SH-групп родопсина, что ведет к по
тере нативных свойств зрительного пигмента. Исследование поведения родопсина 
со спиновой меткой методами ЯМР и ЭПР показало, что по мере увеличения дозы 
освещения и исчезновения SH-групп мономеры родопсина превращаются в ди- и 
тримеры, количество агрегированных форм растет и фоторецепторная мембрана 
перестает функционировать. Восстановление ее функций требует длительного вре
мени. Исследование зависимости степени фотоповреждення от концентрации кисло
рода и цвета светофильтров позволило разработать систему защитных мер, вклю
чающих, в частности, применение желтых светофильтров и фармакологических 
средств из ряда антиоксидантов.

Вопросам функциональной нейрохимии был посвящен доклад Н. Ф. Авровой 
«Ганглиозиды нервной ткани, локализация и функциональная роль», в котором ос
новное внимание было уделено обобщению последних данных о локализации различ
ных молекулярных видов моно-, ди- и полисиалоганглиозидов в нейронах, глиаль
ных клетках и миелине, о нейротрофических и нейритогенных эффектах экзогенных 
ганглиозидов в культуре ткани и in vivo и об их участии в процессах дифференты՛ 
клеток. Обсуждены также новейшие представления о роли ганглиозидов в межкле
точном взаимодействии и в адгезии клеток, полученные на основе иммунохимиче- 
ского исследования ганглиозидов и глнкопротеидов клеточной адгезии, а также об1 
их участии в явлениях памяти и обучения. Докладчик обратила внимание слушате
лей на совершенно новый прикладной аспект использования ганглиозидов как спе
цифических маркеров клеточных популяций в связи с обнаружением среди ганглио-
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задов (фукозил GMI) специфических антигенов карциномы, что открывает перс
пективы создания диагностических препаратов для выявления карцином.

В содержательном докладе £. С. Северина «Молекулярные механизмы ре
гуляции клеточной активности» была рассмотрена роль вторичных мессенджеров 
(с.АМР, олиго-А, Са2+, диацилглицерпна и др.) в регуляции разнообразных про
цессов жизнедеятельности клетки. Особое внимание докладчик уделил анализу дей
ствия олиго-А как специфического активатора ФДЭ сАМР в процессах пролифера
ции. в реализации антивирусных эффектов интерферона, в реализации эффектов NG1- 
(фактора роста нервов), а также роли Са2 +-связывающих белков в генерации физио
логического ответа клетки на стимулирующие сигналы. Рассматривая механизмы регу
ляции ферментов метаболизма циклических нуклеотидов, автор дал подробную харак
теристику обнаруженному в ого лаборатории новому белковому токсину стафилло- 
кокка, который полностью имитирует активирующее действие кальмодулина на ФДЭ. 
ко не требует ионов кальция. Автор подчеркнул, что вопрос об избирательности ис
пользования клеткой того или иного вторичного посредника для регуляции какого-либо 
процесса пока остается открытым.

Был также заслушай доклад М. Д. Курского «Механизмы транспорта кальция 
в мышшах и его регуляция». Докладчик показал, что везикулы сарколеммы миокар
да являются удобной моделью для изучения пассивного транспорта Са2 + через 
•потенциалзависимые Са2+-каналы, поскольку они в таких везикулах функциональ
но активны, ингибируются рядом неорганических блокаторов Са2+-тока и управ
ляются мембранным потенциалом. Представлены интересные данные о том, что 
«АМР и Са2+ (кальмодулин)-зависимое фосфорилирование везикул сарколеммы мио
карда угнетает пассивный транспорт Са2-г через Са2 4- -каналы. Выявлена прямая 
корреляция между величиной фосфорилирования мембран и ингибирующим эффек
том фосфорилирования на пассивный транспорт Са2 • .

В заключительном слове директор Института биохимии имени А. В. Палладина 
АН УССР, академик АН УССР В. К. Лшико поблагодарил участников совещания и 
•отметил, что совещание продемонстрировало преемственность в развитии советской 
щейрохнмип, которая выразилась в том, что здесь выступали те же докладчики, 
что и на конференциях, организованных при участии А. В. Палладина, в том чис
ле и некоторое сто ученики. Это является залогом дальнейшего плодотворного раз
вития основных направлений советской нейрохимии.

В эти же дни в Киеве состоялось очередное заседание секции нейрохимии Науч
ного совета АН СССР по проблемам биохимии животных и человека и редколле
гии и редсовета журнала «Нейрохимия».

На заседании секции были рассмотрены предложения, связанные с организа
цией очередной Всесоюзной нейрохимической конференции, рабочих совещаний, школ 
и симпозиумов и с Формированием сводного плана нейрохимических исследований 
на период 1986—1990 гг., а также решен ряд организационных вопросов.

Проф. И- Н- Демин по его просьбе освобожден от обязанностей председателя 
Секции нейрохимии. Члены секции выразили ему сердечную благодарность за много
летний плодотворный труд 1։а этом посту.

Председателем секции нейрохимии избран члеи-корр. АН АрмССР /1. А. Га- 
лоян, заместителями проф. //. /-/_ Демин (Ленинград) и проф. Р. И. Кругликов 
(Москва). ।

В своем выступлении Д։ д Галоян указал на необходимость расширения иссле
дований по молекулярной нейрогенетнке, генной инженерии нейроспецифнческих 
белков, рецепторов, различных нейропептидов, а также изучения нейрохимических 
аспектов генетических дефектов метаболизма. Он призвал также обратить большое 
внимание на всестороннее и глубокое изучение нейрохимии наркомании и алкого
лизма, имеющих важное практическое значение.

Секция неиррхимпи выразила персонально искреннюю благодарность академику 
АН УССР В. К- Лшико за прекрасную организацию юбилейного симпозиума.

ТАРАНОВА Н. П.
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НЕИРОХИМИЛ
т. 5, № 1, 1986

■ X МЕЖДУНАРОДНОЕ СОБРАНИЕ ПО НЕЙРОХИМИИ 

(Рива-дель-Гарда, Италия, 1985 г.)

С 19 по 25 мая 1985 г. в Рива-дель-Гарда (Италия) состоялось 
очередное X Международное собрание по нейрохимии. Его открыл: 
вступительным словом A. A. Boulton (Канада), отметивший стреми
тельное развитие нейрохимии, главным образом, исследований по мо
лекулярной нейробиологии в период, прошедший после IX собрания,, 
состоявшегося в Ванкувере. Во время официальной церемонии, посвя
щенной памяти президента Международного нейрохимического обще- 

„ ства проф. G. Porcellati (Италия) были отмечены его заслуги в ор
ганизации этого форума в Рива-дель-Гарда. В своих выступлениях. 
G. В. Ansell (Англия)' и A. Lajtha (США) дали высокую оценку науч
ной и научно-организаторской деятельности проф. G. Porcellati.

Был избран новый состав Совета международного общества по 
нейрохимии. Президентом общества на новый срок избран проф. 
A. Boulton, генеральным секретарем проф. V. Р. Whittaker (ФРГ), 
казначеем— проф. В. W. Agranoff (США).

В новый совет вошли также: L. Austin (Австралия), N. Baumann. 
(Франция), S. В. Blass (США), М. R. Cuenod (Швейцария), М. S. 
Dowdall (Англия), В. Drujan (Венесуэла), А. Галоян (СССР), А. Нат- 
berger (Швеция), L. A. Horroks (США), К. Kurijama (Япония).. Пред
седателем следующего XI собрания Международного общества по> 
нейрохимии был избран проф. A. Boulton.

В работе конгресса участвовало более 900 делегатов из՝ 35 страи 
мира. Активное участие в его работе принимала делегация советских 
ученых (руководитель делегации А. А. Галоян), в состав которой вхо
дили И. Ф. Аврова (Ленинград), Д. Г. Микеладзе (Тбилиси), М. Б. 
Агаларова (Москва). Состоялось два заседания совета общества (19 
и 25 мая 1985 г.), на которых был обсужден ряд организационных воп
росов—место и тематика организации сателлитных симпозиумов при 
XI конгрессе по нейрохимии (Венесуэла, 1987), возможность проведе
ния XI Международного конгресса международного нейрохимического 
общества совместно с американским нейрохимическим обществом 
(ANS) и т. д. Рассматривался также вопрос о средствах организации 
помощи молодым нейрохимикам для более активного участия в ра
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боте конгрессов, стажировки в других научных центрах по՛ нейро
химии.

Научная программа конгресса включила пленарную, лекцию 
S. Numa (Япония) «Структурное и функциональное изучение никотино
вого ацетилхолинового рецептора методом молекулярного клонирова
ния», 10 симпозиумов: /—Влияние молекулярной генетики на нейрохи
мию; 2—Нейрональные мембраны: модулирование метаболизма липи
дов; 3—Функциональные изменения при посттрансляционной модифи
кации в нервной ткани. 4—Нейрональные мембраны: роль ионных ка
налов. 5—Рецепторы нейротрансмиттеров: новые достижения; 6—Ме
ханизм аксонального транспорта; 7—Созревание мозга; 8—Молеку
лярные аспекты нейронального развития и пластичности; 9—формиро
вание (processing) нейропептидов; 10— Специфические макромолеку
лы в клеточных взаимодействиях в нервной системе, а также 6 кол
локвиумов, 6 заседаний за круглым столом, 11 устных заседаний и 
24 стендовые сессии, на которых было представлена 40% всех сооб
щений.

На различных коллоквиумах были обсуждены также следующие 
вопросы: молекулярные механизмы, лежащие в основе обучения и па
мяти, простагландины и лейкотриены в функции мозга, динамические 
аспекты накопления трансмиттеров в органеллах, будущее пересадки՝ 
мозга,՜ нейрональные мембраны (роль ионных каналов), последние 
достижения в изучении глиальных клеток, нейропептидов и белков;, 
метаболизма мозга, нейрогистохимии и нейроиммуногистохимии, моле
кулярной нейрофармакологии, экспериментальной нейрохимической 
патологии и т. д. Сообщения по вышеуказанным разделам нейрохимии 
были представлены также в 24-х стендовых сессиях.՜

Значительным событием нейрохимического конгресса были рабо
ты по молекулярной генетике рецепторов нейротрансмиттеров. S. Nu
ma привел данные о раскрытии полной первичной структуры, субъе
диничных структур никотинового ацетилхолинового рецептора из 
электрического органа Torpedo-California, а также натриевого канала 
путем молекулярного клонирования соответствующих генов. В докла
де Е. A. Bernard (Англия) были приведены данные о клонировании՜ 
генов N-холино и ГАМК-рецепторов, а также субъединичной структу
ре опиоидных рецепторов. Молекулярно-генетические методы получи
ли отражение и в изучении ферментов обмена катехоламинов. Груп
пой французских ученых S. Mallet и др. была расшифрована первич
ная структура ключевого фермента биосинтеза катехоламинов тирэ- 
зингидроксиЛ1азы путем анализа клонов кДНК, причем были изучены 
гены этото фермента в процессе развития катехола.минергических ней
ронов. Обнаружение гена тирозингидроксилазы у крыс позволило изо
лировать также человеческий ген и изучить его локалзацию и поли
морфизм в хромосомах, что будет способствовать изучению фермента 
в различных нейронах. Методы рекомбинантной ДНК используют для 
изолирования генов, кодирующих предшественники пептидов в иден- 
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тифицированных нейронах с известной функцией. В нейрохимических 
исследованиях начали применять гены эмбрионов дрозофилы, являю
щиеся удобным и простым объектом для молекулярно-генетических 
исследований свойств различных нейронов (С. S. Goodman и др., 
США). A. Giudeita и др. (Италия) показали транспорт мРНК по ак
сону кальмара. Им удалось выявить гетерогенное семейство мРНК 
в аксонах, в большом количестве она была обнаружена в микросом
ной фракции. Следует заметить, что несколько лет тому назад нами 
ставился вопрос о возможности транспорта информационной РНК по 
аксону из нейронов супраоптических и паравентрикулярных ядер ги
поталамуса в нейрогипофиз.

Ora Bernard и др. (Австралия) изолировали ряд клонов, один из 
которых, обозначенный Р3, оказался специфическим в отношении вы
сокоосновного белка миелина .мозпа. Выделенная кДНК гибрпдизо- 
валась с мРНК, изолированной из мозга, но не из других органов (пе
чень, селезенка, почки, В и Т лимфоциты, тимус, фибробласты), а 
также с рестрикционными фрагментами, полученными из ДНК чело
века, мышей, быка. При гибридизации in situ в опытах со срезами 
мозга, используя эту кДНК авторы показали, что мРНК преимуще
ственно экспрессируется во фронтальной коре, мозжечке, гипоталаму
се. In situ гибридизация с изолированными клетками показала, что 
мРНК экспрессируется лишь в нейронах спинного мозга, по не в 
олигодендроцитах и .астроглии.

/. lakahashi и др. (Япония) получили мРНК нейронспецифиче- 
ской енолазы, очищенной из свободных полисом мозга крыс иммуно- 
химическим методом с помощью хроматографии па олиго-(с!Т)- 
целлюлозе. кДНК синтезировали на матрице этой мРНК и клониро
вали олиго (бС-бС)-коннекторным методом. Были обнаружены кДНК 
из нейрональной железы, которые сравнивали с нейрональной енола
зой. Оказалось, что кДНК не нейрональной енолазы короче на 500 
нуклеотидных остатков, а гомология аминокислотных остатков состав
ляет лишь 82%.

D. W. Schmid (ФРГ) привел данные о библиотеке кДНК мозга 
Torpedo mermorata, из которой были изолированы клоны, специфиче
ские для холинергической функции. мРНК была изолирована из очи
щенных холинергических долей и использована для обратной транс
крипции. Полученную кДНК включали в плазмиду pBR 322 олиго- 
(dC-dG)-коннекторным методом и трансформировали в клетки Е. coli 
К 12. Тетрациклинрезистентные ампицилинчувствительные клоны пере
носились на нитроцеллюлозные мембранные фильтры и попользовали 
для гибридизации in situ с различными радиоактивно меченными про
бами кДНК.

Этот метод позволяет выбирать участки, включающие холинер
гическую функцию перикарионной электрической доли. Было уста
новлено, что в мозжечке имеется несколько или вовсе отсутствуют 
холинергические синапсы, и поэтому кДНК мозжечка не гибридизи- 
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решалась с .холинергическими специфическими участками. Из 3200 
клопов 48 были отобраны этим методом дифференциальной гибриди
зации. Они соответствуют тем участкам, которые, вероятно, имеют от
ношение к регуляции, функции и дифференциации холинергической си
наптической передачи. D. К. Batter и др. (США) изучали структуру и 
регуляцию генафенилэтаполамин-М-метилтрапсферазы (Ф-N-MT) тер
минального фермента в биосинтезе катехоламинов, катализирующего- 
превращение норадреналина в адреналин. ДНК, комплементарную к 
мРНК Ф-NT-MT из мозгового слоя надпочечников, клонировали в pBR 
322. Эту кДНК (650 п. о.) попользовали как зонд для поиска гена 
Ф-.N-MT.

В докладе A. Maggi и I. Zucchi (Италия) были приведены факты 
о механизме влияния эстрогенов на ЦНС млекопитающих. Было уста
новлено, что введение овариэитомированным крысам эстрогенов вы
зывает увеличение полисомной активности и аккумулирование поли- 
А(+) мРНК в мозгу in toto. В течение 24 ч экстрадиол бензоат 
(50 мкг/крыса) преимущественно увеличивал содержание поли А (-'-) 
мРНК в коре (+40%) и в гиппокампе ( + 60%) и поли А(—) мРНК 
в гипоталамусе ( + 35%). Была сконструирована библиотека кДНК 
гипоталамуса крыс, обработанных эстрогенами с целью изолирования 
методом дифференциальной гибридизации ДНК соответствующих ге
нов, специфически индуцируемых половым гормоном.

A. Roses и др. (США) попытались выработать стратегию иденти
фикации локуса генов и участков повреждения у больных со старче
ским слабоумием.

Ряд докладов был посвящен молекулярным аспектам нейрональ
ного развития и пластичности. Исключительно интересным в плане 
эволюции и функции симпатической и холинергической систем было 
сообщение S. С- Landis, G. Lebbong и L. Storens (США). Они обнару
жили эволюционные изменения в нейротрансмиттерном фенотипе сим
патических нейронов in vivo. Многие симпатические нейроны являют
ся адренергическими, но некоторые, включая те, которые иннерви
руют потовые железы, являются холинергическими. Были изучены 
эволюционные механизмы такого выбора in vivo.

Потовые железы и их иннервация развиваются постнатально. Ин
нервация первоначально по фенотипу является адренергической. Ти
розин и дофамин ₽-гидроксилазная иммунореактивности и катехол- 
аминовая флуоресценция были выявлены в этих железах. С дальней
шим развитием выявляются холин-ацетилтрансферазная и ацетилхо- 
липэстеразпые активности и иммунореактивность в отношении двух 
пептидов (вазоактивный интестинальный и кальцитонинподобный 
пептиды), а проявление адренергических свойств ослабевает. Уста
новлено, что эти изменения соответствуют фенотипному превращению 
(трансформации) в единственной популяции волокон потовых желез. 
Фенотипические изменения, наблюдаемые в волокнах потовых желез, 
соответствуют изменениям, ранее описанным для симпатических ней-
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фонов в культуре. Под влиянием специфического растворимого факто
ра, выделенного из нейрональных клеток, норадренергические нейро
ны могут превращаться в холинергические.

Данные о нейритстимулирующих факторах в эмбриогенезе спин- 
;ного мозга эмбрионов кур были приведены в докладе Ch. Е. Hender
son. и соавт. (Франция). Было установлено, что развивающие мото
нейроны спинного мозга зависят от факторов роста, образуемых 
мышцами для их дифференциации. Эти факторы похожи на фактор 
роста нервов в отношении их влияния на чувствительные и симпати
ческие нейроны-мишени. Экстракты эмбриональных миотубов in vitro 
стимулируют рост нейронов. Описанные факторы имеют Мг 40 кД и 
более, чувствительны к трипсину и продуцируются лишь клетками 
мыши и печени в культуре. Исследованиями Р. Н. Patterson (США) 
было обнаружено, что ненейрональные клетки секретируют комплекс 
высокомолекулярных протеоглюканов, стимулирующий рост нейронов 
как периферической, так и ЦНС.

Ряд докладов на нейрохимическом собрании был посвящен функ
циональному значению посттрансляционных модификаций в НС.

М. В. Kennedy (США) продемонстрировала большой фактический 
материал о Са2+-зависимом фосфорилировании белков в НС, имею
щем важное значение в нейрональных ответах при изменении концен
трации кальция. В нервной ткани идентифицирован ряд различных 

1Са2 + -зависимых протеинкиназ и охарактеризованы особенности не
которых из них, в частности Са2+ и липидзависимой С-киназы, 

!Са2 ^-кальмодулинзависимой протеиикиназы и т. д. Для изучения 
функционального значения этих кйназ в ответ на изменение концен
трации ионов кальция важно знать их распределение в нейронах в 
различных отделах мозга и их субклеточных структурах. Новый класс 
протеинкиназ, названный Са2 + -кальмодулинзависимые протеиикиназы 
II типа, особенно обильно представлен в мозгу. Радиоиммунохимия и 
иммуногистохимические исследования показывают, что кальмодулин- 
зависимые протеиикиназы II типа расположены в большей мере в те- 
лэнцефалических нейронах, чем в нейронах из низших отделов мозга. 
Это свидетельствует о важном значении Са2+ в ответных реакциях 
телэнцефалических нейронов. Приблизительно половина этой киназы 
■находится в растворимой форме, другая часть—в постсинаптических 
образованиях. Часть из них легко связана со структурой цитоскелето- 
гна. Эти киназы имеют М, 500—700 кД и находятся не только в НС, 
но и в самых различных органах.

Р. De CamilU (Италия) показал иммуноцитохимическими метода
ми локализацию фосфорилирующихся субстратов и протеиикиназы в 
различных частях мозга. Имеется гетерогенность нейронов по содер

жанию протеинкиназ и фосфопротеиифосфатаз и фосфопротеинов. 
Фосфопротеины находятся лишь в определенных классах нейронов и 
включаются, по-видимому, в процессы биосинтеза нейротрансмиттеров 

■и модуляции сигналов (регуляторные белки протеинкиназ и фосфа- 
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таз). Была обсуждена также роль двух важных фосфопротеинов, ши
роко распространенных в нервных популяциях—синапсин 1 и МАР 2. 
Сннапсин 1—нейроспецифнческий фосфопротеин, включающийся в 
секреторный путь специфических нейронов. МАР 2, связанный с мак- 
ротубулами, избирательно концентрируется в перикарионе и дендритах, 
что может реализовать влияние нейротрансмиттеров на «дендритиче
ском» цитоскелетоне.

N. Hutter и др. (ФРГ) привели данные о сульфировании тирозина 
белков в нейрональных и не нейрональных клетках. Сульфирование по 
тирозину белков- было обнаружено во многих тканях у всех позво
ночных и беспозвоночных животных. Они относятся к единому классу 
секреторных белков. Первичная функция сульфирования тирозина в 
белках может контролироваться такими пресекреторными процесса
ми, как внутриклеточное накопление определенных секреторных бел
ков. В ретине сульфирования по тирозину белки распределяются в ве
зикулах мембран и достигают нервных окончаний. О^ни, в основном, 
локализованы аксональным током в аппарате Гольджи и пост-Гольд
жи. Сульфирование тирозина секреторных белков дает возможность ՛ 
«узнавать» их специфическими рецепторами. <

Были представлены данные Н. L. Ploegh '(Нидерланды) о воз
можности биосинтеза N-гликанов. Многие из этих препаратов не ток
сичны помогут быть использованы в исследованиях с культурами нерв
ной'ткани. Важным событием можно считать обнаружение эктокиназ, 
осуществляющих - фосфорилирование специфических субстратов на 
внешней поверхности нервных клеток (/. Н. Ehrlich и др., США). Ав
торы показали, что внеклеточный АТР оказывает сильное'влияние на 
активность мембран возбудимых клеток. Известно также, цто АТР вы
деляется нервными окончаниями пуринергических нейронов. Нервные 
клетки, содержащие эктокиназы, утилизирующие внеклеточный АТР 
для фосфорилирования специфических белков, локализованы на внеш
ней поверхности мембран. Используя клетки нейробластом, гибридизи
рованных с глиальными клетками, авторы показали, что происходит 
фосфорилирование как эндогенных, так и внеклеточных (поверхност
ных) белков. Основные белки, фосфорилируемые эктокиназами, имеют 
М 190, 120, О7 11 33 КД. Это фосфорилирование чувствительно к 
Мп2+, Са2+ и блокатору кальциевых каналов—верапамину. Считают, 
эктокиназы играют важную роль в захвате кальция интактными нерв
ными клетками.

Посттрансляционным модификациям гликопротеинов Шванновских 
клеток было посвящено сообщение S. F. Poduslo (США). Он показал 
значение двух а-1, 2-маннозидаз в превращении Man, GlcNac2 в Мап։ 
GCcNAc2. Предварительно предшественник этих тромбопластических 
соединений олигосахарида, связанный с аспарагином белка N-связью, 
распадается под влиянием эндо-0-М-ацетилглюкозаминидазы Н.

Посттрапсляцнонным изменениям подвергаются также хромосом
ные белки, что играет важную роль в транскрипции хроматина.
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Как показано М. Sngoglia и др. (США), посттрансляционйой модифи
каций могут подвергаться под влиянием ряда аминокислот (аргинин, 
лизин, лейций, тирозин й аспартат) белки интактных и регенерирую
щих аксонов седалищного нерва. По данным Р. Mandel (Франция), 
с изменением 'структуры хроматина связано АДР-рибозилироваиие 
белков в культуре астроцитов быстро растущей С6— глиомы крыс я 
кур. Важное значение имеет также их ацетилирование, метилирование- 
й фосфорилирование (7. Serra и др., Италия). Посттрансляционная 
модификация путем ацетилирования й деацетилирования наблюдает
ся и в синаптосомных белках (S. Berl й др., США).

Значительное место й работе нейрохимического собрания заняло- 
обсуждение вопросов, связанных с формированием (процессингом) 
нейропептидов.

Хорошо известно наличие генов-предшесТвенников многих нейро- 
пептидов, содержащих более чём один биоактивный пептид. Приме
ром таких полипептидов являются предшественники рпиоидных пепти
дов. Опиоидные пептиды образуются из трех предшественников: про- 
'опимеланокортина, проэн'кефалина А (проэнкефалина) и проэнкефа- 
лина В (продинорфина). Были изолированы гены этих предшествен
ников и определена их нуклеотидная последовательность. Экспрессия 
генов была изучена введением генов в овоциты лягушки и AFT-20 клет
ки (клетки опухоли гипофиза мышей, которые синтезируют прооли- 
меланокортин, но не проэнкефалин). Была изолирована мРНК чело
веческого проопиломеланокортина и изучена роль кортикотропин-ри- 
лизингфактора, сАМР и гликокортикоидов в регуляции ее экспрессии. 
В АГТ-20 клетках, принимающих участие в процессинге проопиломе- 
ланокортеина, были обнаружены каллнкрепн, тиоловая протеаза и 
карбоксипептидаза. Аминокислотный состав этого калликреина отли
чается от калликреина, ранее открытого у мышей. мРНК калликреина 
находится в промежуточной доле (наиболее активный участок синтеза 
РОМС) гипофиза и гипоталамуса мышей.

Были идентифицированы также гипоталамические предшествен
ники окситоцина, вазопрессина и соматостатина как крысы, так й круп
ного рогатого*скота. Недавно были выделены предшественники чело
веческого соматостатина (45 кД) и вазопрессина (19 кД). Выделенный 
вазопрессиновый предшественник имеет С-концевой гликопептид с не
известной пока функцией (R. Ivell, D. Richter, ФРГ).

Как известно, холецистокинин широко распространен в мозгу мле- 
копитающих. Он является мощным нейротрансмиттером. Наряду с 
тем, что холецистокинин находится в коре мозга в высоких концентра
циях, происходит быстрая трансляция и процессинг препро-холецисто- 
кинина. Структура этого нейропептида у человека, свиньи и крысы уже 
известна. Холецистокинин находится в мультимолекулярных формах. 
Посттрансляционный процессинг препро-холецистокинина происходи г, 
по крайней мере, тремя различными путями в коре мозга, отсюда— 
несколько типов ССК нейронов в мозгу (S. F. Rehfeld, Дания).
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А. А. Галоян представил данные о процессинге гликопептидов к 
гипоталамусе и их участии в регуляции метаболизма циклических 
нуклеотидов и катехоламинов, а также о катепсине В, генерирующем, 
ангиотензин II в мозгу млекопитающих.

Значительное место в работе конгресса заняли доклады по ней
рональным мембранам. Обсуждались роль GM-гаиглиозидов в холин
ергической системе (7?. S. Sope, Н. S. Baker, США), значение мета
болизма фосфоинозитида в мембранных процессах (В. Agronoffr 
США), механизм сопряжения между ГАМК-рецепторами и С1~ -кана
лами (R. Harris и A. Allan, США).

Ряд докладов был посвящен роли фосфолипидов в биосинтезе 
нейротрансмиттеров, структуре и механизму вольтчувствительных- ион
ных каналов (М. Zardunsku, Франция), Са2+-каналам нейронов поз
воночных (Н. Zux, Е. Carbone, ФРГ), Са2+-инактивируемым мембран
ным каналам (D. Alkon, США) и т. д.

На симпозиальных заседаниях, коллоквиумах и особенно в стен
довых сообщениях было приведено множество сообщений о нейро
трансмиттерах и их рецепторах. Гликопротеиновая природа мускари
новых рецепторов мозга и функциональное значение их различных 
«субтипов», никотиновые рецепторы в стриатуме крыс, свойства доп
амин Дгфенептора, характеристика ГАМК-рецепторов верхнего шей
ного симпатического ганглия, онтогенез рецепторов а-глупамил и ас
партата, опиоидные рецепторы (множественные формы, принимающие- 
участие в регуляции нейроэндокринного контроля секреции лютеини
зирующего гормона и пролактина у крыс—вот далеко неполный пе
речень исследований по рецепторам). Ряд работ был поввящен мета
болизму нейротрансмиттеров, а также аксональному транспорту в раз
вивающемся мозгу, пластичности нейронов in vivo и in vitro, глиаль
ным клеткам и т. д.

Были представлены также первые сообщения, касающиеся нейро
химии пересадки нервной ткани и новые данные по нейрохимии памя
ти, обучения и поведения.

Подытоживая приведенные данные, следует отметить, что со
стоявшееся в Рива-дель-Гарда собрание по нейрохимии продемонстри
ровало заметное развитие молекулярной нейрогенетики, использова
ние достижений генной инженерии в раскрытии химической структу
ры рецепторов, ферментов и белков. Большое внимание было уделено- 
посттрансляиионным модификациям, особенно фосфорилированию бел
ков, играющим важную роль в функциональной деятельности синап
сов. Широко были представлены также механизмы процессинга раз
личных нейропептидов. Высокий методический уровень,- стремление вы
яснить молекулярные механизмы нейрохимических патологий (болезнь 
Паркинсона, старческое слабоумие, шизофрения и т. д.), глубокий ана
лиз нейрохимических процессов—характерные черты нынешнего собра
ния нейро-химиков.

ГАЛОЯН А. А.
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НЕИРОХИГ1ИЛ

т. 5, № 1, 1986
РЕФЕРАТЫ СТАТЕЙ, НАПРАВЛЕННЫХ НА 

ДЕПОНИРОВАНИЕ В ВИНИТИ .

УДК 591.488.1:612.015.1:577.15.042АКТИВНОСТЬ НЕКОТОРЫХ ФЕРМЕНТОВ МЕДИАТОРНОГО И БЕЛКОВОГО МЕТАБОЛИЗМА В СТРУКТУРАХ ЦНС ПРИ ДЕЙСТВИИ АРГИНИЛВАЗОПРЕССИНА И ЦИПРОГЕПТАДИНА(количественное гистохимическое исследование)
ГЕРШТЕЙН Л. М, АБИЛОВА Г. А., СЕРГУТИНА А. В.Количественными гистохимическими методами на крысах исследовано влияние аргинилвазопрессина (АВП), ципрогептадина (ЦПГ) и их совместное действие на активность некоторых ферментов медиаторного и белкового метаболизма в структурах головного мозга как ответственных за консолидацию памяти, так и связанных с двигательной активностью.Установлено, что при однократном введении АВП в дозе 10-амг/кг необученным животным достоверно снижалась активность глутаматдегидрогеназы (ГДГ), аминопептидазы (АМП) хвостатого ядра и МАО гиппокампа и увеличивалась активность ГДГ слоя III больших полушарий коры. Одноразовое введение ЦПГ в дозе 1 мг/кг достоверно снижало активность АМП и повышало активность ГДГ в структурах сенсомоторной коры. Совместное введение АВП и ЦПГ приводило к существенным изменениям активности исследованных ферментов как в гиппокампе, где возрастала активность ГДГ, так и в остальных структурах. Активность МАО . достоверно снижалась в вентролатеральной группе ядер зрительного бугра, тогда как в слое III коры опа достоверно возрастала. Уровень активности АМП достоверно увеличивался в слое III коры и в хвостатом ядре.Полученные данные позволяют высказать предположение, что воздействие АВП и ЦПГ на обмен веществ в ЦНС нельзя рассматривать только в связи с состоянием серотонинергической системы и, принимая во внимание физиологические данные о положительных эффектах вазопрессина на память животных, по-видимому, можно полагать, что вазопрессин обладает модулирующим влиянием на все исследуемые структуры мозга, в которых по-разнОму изменяются показатели 100



белкового и медиаторного обменов в зависимости от того, получали животные только АВП, ЦПГ или АВП совместно с ЦПГ.10 с., ил., бнблиогр. 11Институт .мозга ВНЦПЗ АМН СССР,Москва Поступила 19.ХП 1985Рукопись депонирована в ВИНИТИ 25.02.86 № 1297—В86
УДК 612.7.814:612.821.2ВЛИЯНИЕ ЭЛЕКТРОКОАГУЛЯЦИИ ВЕНТРАЛЬНОГО НОРАДРЕНЕРГИЧЕСКОГО ПУТИ НА РЕАКТИВНОСТЬ ДОФАМИНЕРГИЧЕСКИХ СТРУКТУР МОЗГАПРИ ВОСПРОИЗВЕДЕНИИ ОБОРОНИТЕЛЬНЫХ . .УСЛОВНОРЕФЛЕКТОРНЫХ РЕАКЦИИ. ;

НИКИФОРОВ А. Ф„ КНЯЗЕВ Г. Г., МИХАИЛОВ В. В.Задачей пастояще.го исследования было изучение влияния электрокоагуляции вентрального норадренергического пути на активацию терминалей ядер переднего мозга при воспроизведении условной реакции с неизбегаемым подкреплением.Через 15 дней после билатеральной электрокоагуляции вентраль՝ ного норадренергического пути крыс-самцов линии Wistar обучали условной реакции с неизбегаемым подкреплением. На следующий день их тестировали в течение 3 мин, после чего декаИитировали. За 4 ч до тестирования животным вводили блокатор синтеза катехоламинов а-метил-п-тирозин. В процессе тестирования количественно регистрировали ряд поведенческих показателей. Уровень катехоламинов в струк? турах мозга определяли с помощью модифицированного метода Фалька.Электрокоагуляция вентрального норадренергического пути вызывала у необученных животных значительное снижение уровня флуоресценции норадренергических, но не дофаминергических терминалей в структурах переднего мозга. Одновременно регистрировали измене? нне параметров поведения животных в экспериментальной камере, свидетельствовавшее о повышении их эмоциональной реактивности. Воспроизведение оборонительной условной реакции с неизбегаемым подкреплением приводило у оперированных животных к достоверному снижению уровня флуоресценции дофаминергических терминалей в структурах Переднего мозга по сравнению с оперированными, но необученными крысами. Этот эффект, свидетельствующий об активации дофаминергических терминалей в процессе воспроизведения условной реакции, не выявлен при тестировании обученных неопёриро- ванных животных.Результаты исследований, указывающие на увеличение реактив?101



белкового и медиаторного обменов в зависимости от того, получали 
животные только АВП, ЦПГ или АВП совместно с ЦПГ.
10 с., ил., бнблиогр. 11
Институт .мозга ВНЦПЗ АМН СССР,

Москва Поступила 19.ХП 1985
Рукопись депонирована в ВИНИТИ 25.02.86 № 1297—В86

УДК 612.7.814:612.821.2

ВЛИЯНИЕ ЭЛЕКТРОКОАГУЛЯЦИИ ВЕНТРАЛЬНОГО 
НОРАДРЕНЕРГИЧЕСКОГО ПУТИ НА РЕАКТИВНОСТЬ 

ДОФАМИНЕРГИЧЕСКИХ СТРУКТУР МОЗГА
ПРИ ВОСПРОИЗВЕДЕНИИ ОБОРОНИТЕЛЬНЫХ . .

УСЛОВНОРЕФЛЕКТОРНЫХ РЕАКЦИИ. ;

НИКИФОРОВ А. Ф„ КНЯЗЕВ Г. Г., МИХАИЛОВ В. В.
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снижению уровня флуоресценции дофаминергических терминалей в 
структурах Переднего мозга по сравнению с оперированными, но не
обученными крысами. Этот эффект, свидетельствующий об актива
ции дофаминергических терминалей в процессе воспроизведения ус
ловной реакции, не выявлен при тестировании обученных неопёриро- 
ванных животных.

Результаты исследований, указывающие на увеличение реактив? 
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пости дофаминергической системы после электрокоагуляции вен
трального норадренергического пути, подтверждают данные исследо
вателей, которые считают, что у интактных животных система вентраль
ного пути тормозит активность дофаминергических систем, что может 
служить одной из причин нарушения условнорефлекторного поведения.

8 с., пл., библногр. 14
Институт физиологии СО АМН СССР.
Новосибирск Поступила 12. XI 1985

Рукопись депонирована в ВИНИТИ 25.02.86. № 1296—В86

УДК 616.127—005.8.616.831.009.8.02.577.174.5

ОБМЕН ПИРУВАТА В БОЛЬШИХ ПОЛУШАРИЯХ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ 

ИНФАРКТЕ МИОКАРДА

ДАВЫДОВ В. В., СКУРЫГИН в. П„ ЖЕЖА В. В., СТУПНИЦКИИ ю. И-, 
ЯКУШЕВ В. С.

Изучали особенности обмена пирувата в мозгу при эксперимен
тальном инфаркте миокарда, а также ишемическом некрозе миокарда, 
воспроизведенном после эмоционального стресса.

Показано, что развитие экспериментального инфаркта миокарда 
сопровождается изменением метаболизма пировиноградной кислоты в 
мозгу, что характеризуется уменьшением её использования в реак
циях декарбоксилирования и липогенеза, увеличением утилизации в 
лактатдегидрогеназной реакции и переаминировании, а также, ве
роятно, в биосинтезе ряда аминокислот.

Возникновение указанных сдвигов в обмене пирувата может 
иметь важное значение в формировании нарушений энергетического 
обмена нейронов, обусловливать изменение их функционирования и, 
следовательно, лежать в основе развития расстройств ЦНС при ин
фаркте миокарда.

Перенесенный до воспроизведения некроза миокарда эмоциональ
ный стресс выступает в роли фактора интенсификации путей обмена 
пировиноградной кислоты, что свидетельствует о реализации процес
сов метаболической компенсации.

11 с., ил., 2, библногр. о
Кафедра биохимии медицинркого 
института, Запорожье Поступила 14. XI 1985

Рукопись депонирована в ВИНИТИ 25.02.86. № 1298—В86
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УДК 615.832.9.015.42:612.82.015.3

АКТИВНОСТЬ ГЛУТАМИНАЗЫ В ГОЛОВНОМ МОЗГУ 
ЗИМОСПЯЩИХ И НЕЗИМОСПЯЩИХ ЖИВОТНЫХ

ПРИ САМОСОГРЕВАНИИ ПОСЛЕ 
ПЕРЕНЕСЕННОЙ ГИПОТЕРМИИ

ЭМИРБЕКОВ Э. 3., ИСМАИЛОВ И. А.

Исследована фосфатзависимая и фосфатнезависимая активность 
глутаминазу в мозгу крыс и сусликов на различных этапах само,со,- 
гревания (др, температуры тела 30 ц, 37°), после перенесенной гипо
термии 30 и 20°. Обнаружено, что в мозгу крыс и сусликов при само
согревании после перенесенной гипотермии как фосфатзависимая, так 
и фосфатнезависимая активность глутаминазы, измеренная в условиях 
инкубации 37, 30 и 20°, повышается. Однако при самосогревании пос
ле перенесенной искусственной гипотермии соотношение участия фос- 
фатзависимой и фосфатнезависимой глутаминазы в регуляции содер
жания в мозгу глутаминовой кислоты и аммиака у незимоспящих 
(крыс) и зимоспящих (сусликов) животных отличается.

7 с., ил., библиогр. 8

Проблемная лаборатория нейрохимии 
Дагестанского госуаиверситета 
им. В. _И- Ленина, Махачкала Поступила 27. X 1985

Рукопись депонирована в ВИНИТИ 25.02.86. № 1295-В86

• УДК 577.15:612.391

ФЕРМЕНТЫ МЕТАБОЛИЗМА ВОССТАНОВЛЕННОГО 
ГЛУТАТИОНА (ФМВГ) В ГОЛОВНОМ МОЗГУ И ДРУГИХ 

ТКАНЯХ В НОРМЕ И ПРИ ГОЛОДАНИИ

КОЛЕСНИЧЕНКО Л. С„ МАНТОРОВА Н. С.

В исследованных органах (головной мозг, печень, почки, селезен
ка, сердце) мышей линии (CBAxCS7iB1 ) F։ и крыс линии Wistar имеются 
почти все ферменты метаболизма восстановленного глутатиона (ФМВГ): 
глутатион-Б-трансфераза (ГТ), у-глутамилтранспептидаза (у-ГТП), 
селеновая и неселеновая пероксидазы (СГПО и НСГПО), незначима 
только НСГПО в головном мозгу и сердце мышей. Особенности рас
пределения активности ФМВГ сходны у обоих видов: rs =+0,988. 
Среди ФМВГ у-ГТП доминирует в почках, а ГТ—в печени, мозгу и 
сердце. При сравнении активности ферментов в органах у обоих ви
дов активность ГТ максимальна в печени: у-ГТП, СТПО и НСГПО 
в почках.
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При голодании через 48 ч увеличивается у-ГТП в печени, мозгу 
и почках; СТПО—в почках и печени; ГТ—только в печени, глутатион- 
редуктаза (ГР) снижена в мозгу и печени, но увеличена в почках. 
Через 4 суток сохраняется стимуляция у-ГТП и ГР в печени и поч
ках. Известно, что при голодании накапливается сАМР, что вызывает 
индукцию у-ГТП и активацию ГТ и СГПО. Активация СГПО и ГТ 
при голодании может способствовать обезвреживанию метаболитов 
усиленного тканевого распада, а активация у-ГТП—активному транс
порту накапливающихся аминокислот. Меньшая выраженность изме
нений ФМВГ в головном мозгу по сравнению с другими органами со
гласуется с хорошо известным фактом большей сохранности массы 
мозга и его белков при голодании.

10 с., ил., библпогр. 23

Красноярский медицинский институт Поступила 16.XI 1985

Рукопись депонирована в ВИНИТИ 25.02.86. № 1294—В86



ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

1. В журнале публикуются оригинальные статьи, содержащие результаты экс
периментальных исследований по биохимии нервной системы, обзоры по важнейшим: 
вопросам современной нейрохимии, рецензии на. новые издания и актуальная науч
ная хроника.

Объем рукописи (включая резюме, список литературы и иллюстрации) не дол
жен превышать 15 с., напечатанных иа машинке через 2 интервала. Объем обзоров: 
не должен превышать 20 с., кратких сообщений, рецензий п хроники—4 с., а писем 
в редакцию—2 с.

Рукопись статьи должна подписываться всеми авторами (2 экз.) и сопровож
даться актом экспертизы (2 экз.) и направлением от учреждения.

2. Ко всем статьям и сообщениям прилагается на отдельном листе резюме на- 
английском языке, которое должно быть озаглавлено, в нем указываются авторы и- 
название учреждения, в котором выполнена работа. Резюме на русском языке для 
экспериментальных статей и обзоров должно быть напечатано на машинке через: 
1,5 интервала и расположено в начале статьи, непосредственно под заголовком. Ре
зюме для кратких сообщений следует приложить на отдельном листе.

Экспериментальные статьи, являющиеся основным публикуемым материалом в-. 
■ журнале;-должны быть построены по следующему плану: резюме на русском языке,, 

краткое введение с указанием цели работы, материалы и методы, результаты и об
суждение, резюме на английском языке, литература. Вверху справа от названия 
статьи указывается индекс универсальной десятичной классификации (УДК), под фа; 
мидиями авторов приводится полное название учреждения, в котором выполнена1 
работа.

3. Таблицы должны иметь заголовки, нумерацию и не превышать размера пе
чатной страницы. Каждая таблица печатается на отдельном листе. Сокращение 
слов, за исключением общепринятых, в таблицах не разрешается. Необходимо ука
зать достоверность данных.

4. Рисунки, отчетливо выполненные тушью иа плотной белой бумаге или каль
ке, представляются в конверте в двух, а фотографии в трех экземплярах. На обо
роте каждого рисунка карандашом следует указать фамилии авторов, сокращенное на
звание статьи и порядковый номер, для фотографий (на глянцевой бумаге) следует ука
зать ее верх и низ. Подписи к рисункам и фотографиям представляются на отдель
ном листе. Замена фотоиллюстраций электрофоретических исследований рисованны
ми схемами не допускается. Количество иллюстративного материала (таблицы и: 
рисунки) не должно превышать в статьях 8, в кратких сообщениях—2.

5. Формулы и индексы должны быть вписаны четко черными чернилами или па
стой, обязательно выделяя курсив (подчеркнуть волнистой линией) и различая про
писные и строчные буквы, мало отличающиеся по своему написанию двумя черточ
ками снизу или сверху, буквы греческого алфавита подчеркиваются красным каран
дашом. ;

Фамилии иностранных авторов даются в тексте на языке оригинала.
6. Название ферментов и коферментов, символы кинетики ферментов и единиц 

активности, написание соединений, меченных изотопами, и т. п. должны соответство
вать требованиям Международного биохимического союза. Разрешаются лишь об
щепринятые современные сокращения слов, различных единиц измерения, физиче
ских и химических величин, терминов и т. п. В приложении к правилам для авто
ров, которое публикуется в каждом первом номере нашего журнала, приводится 
список наиболее часто употребляемых сокращенных обозначений, применяемых без: 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1

Стандартные обозначения, некоторых тривиальных названий 
химических соединений

А1а‘—аланин
ЛМР, ADP, ATPff—аденозин-5'-мо- 

ПО-, дн- и трифосфаты
сАМР—циклический аденозиимоио-

фосфат
Лга*—арабиноза
Arg—аргинин ...
As п—аспарагин
Asp—аспарагиновая кислота
Asx—аспарагиновая кислота или ас

парагин
CMP, CDP, СТР—Ц11Т11дин-5'-моно-, 

ди- и трифосфаты
■СоА—коэнзим А
CoASAc—ацетилкоэнзим А
Cys—цистеин
FAD, FADH2 — флавинадениидину- 

клеотид и его восст. форма
FMN, FMNHj — флавинмононуклео

тид и «го восст. форма
Fuc—фукоза
Fru—фруктоза
Gal—галактоза
Glc—глюкоза
GlcA—глюкуроновая кислота (ана

логично другие уроновые к-ты)
GlcN—глюкозамин
GlcNAc —ацетнлглюкозамин (анало

гично другие дезоксисахара и их 
ацетилпроизводные)

Gin—глутамин
Glu—глутаминовая кислота
Glx— глутамин или глутаминовая 

кислота
Gly—глицин
GMP, GDP, GTP—гуаиозии-б'-мо- 

до-, ди- и трифосфаты
■GSH, GSS.Q—глутатион и его окис
ленная форма
His—гистидин
Hyl—оксилизин
Нур—оксипролин
Не—тзолейцин
IMP, 1DP, JTP—ииозии-в'-моно-,

ди- п трифосфаты
Leu—лейцин
Lys—лизин

Мап—манноза 
Met—метионин 
NAD, NADH — никотннамндаденин- 

динуклеотид и его восст. форма
NADP, NADPH—никотинамидаде- 

пиндииуклеотндфосфат и его восст. 
форма

• NMN — никотнпамидмопонуклеотид 
Огп—орнитин
Phe—фенилаланин
Р j —неорганический фосфат
РР| —неорганический пирофосфат 
Pro—пролин
Q, QH2—убихинон, убихинол
Rib, dRib—рибоза, 2-дезсксирибоза 
Ser—серин
Thr—треонин
ТМР, TDP, ТТР—рцбознлтимнн-5'- 

моно-, ди- и трифосфаты
Тгр—триптофан
Туг—тирозин
UMP, UDP, UTP—уридии-5'-моно-. 

ди- и трифосфаты
Vai—валин
АКТГ—адренокортикотропный гор

дой ՛
АХ—ацетилхолин
ГАМК—гамма-аминомасляная кисло

та
ДДС-Na—додецилсульфат натрид 
ДОФА—дирксифеинлаланнк
ДНК—дезоксирибонуклеиновая кис

лота
ДОХ-Na—дезокснхолат натрия 
РНК—рибонуклеиновая кислот? 
рРНК—рибосомная РНК 
мРНК—матричная (информационная, 

ядрриая) рнр
тРНК—транспортная РНК
Glu-тРНК и т. п,—амцрорцилпродз- 

водные РНК
ТХУ—трихлоруксусная кислота
Трис—трис (окснметил) —амнноме- 

таи
ЭГТА—этиленгликольтетраацетат 
ЭДТ А—этилендиаминтетраацетат

•Стандартные обозначения аминокислот и моносахаридов допустимо употреблять 
в сокращенном виде при написании структур, а также в таблицах и на рисунках

• • Соответствующие Дезоксярибонуклеотнды обозначаются путем добавления ла
тинской строчной буквы б перед трехбуквенным символом



ПРИЛОЖЕНИЕ 2-Список сокращений часто употребляемых слов, терминов, символов физических и химических величин и единиц измеренияАХЭ—ацетилхолинэстеразаГЖХ —газожидкостная хроматографияГЭБ—гематоэнцефалический барьер ДЭАЭ-целлюлоза—диэтиламииоэтил- целлюлозаИКС—инфракрасная спектроскопия ИОХ—ионообменная хроматография ИЭФ—изоэлектрическое фокусированиеКМ-целлюлоза—О-карбоксиметилцел- люлозаМАО—моноаминооксидазаМ. Е.—международная единица—молярностьМг —молекулярная масса (вес) м-, о-, п—мета-, орто-, пара-н—нормальный (раствор)НС—нервная системаПААГ—полиакриламидный гель СМЖ—спинномозговая жидкость т. кип.—температура кипения т. пл,—температура плавления ТСХ—тонкослойная хроматография У. А.—удельная активность УФ-спсктр—ультрафиолетовый спектр ЦНС—центральная нервная система ЭПР—электронный парамагнитный резонансЭСР—электронный спиновый резонансЯМР—ядерный магнитный резонанс

А—абсорбция (поглощение) г—константа скорости реакции Кй —константа диссоциации К։ —константа ингибирования К։п—константа Михаэлиса К,, —субстратная константа п։1 —коэффициент Хилла V—максимальная скорость реакции К„ —кюри мКи —милликюри Р—рентген имп/мин—импульсы за минуту Д—дальтон кД—килодальтон ч—час мин—минута с—секундамкм—микрометр мл—миллилитр мкл—микролитр мг—миллиграмм мкг—микрограмм нг—нанограмм нм—нанометр пг—пикограмм мкатом—микроатом ммоль—миллимоль мкмоль—микромоль нмоль—наномоль пмоль—пикомоль фмоль—фемтомоль

Примечание, Сокращения для названий ферментов, как например, ГДГ, ГДК, ГФ6ДГ и т. д., не допускаются. Однако нет возражений против замены названия субстрата, входящего в тривиальное наименование фермента, стандартной аббревиатурой, например: АТРаза, РНКаза, НАПНдегидрогеиаза и т. п. Химические элементы следует обозначать символами, а простые неорганические соединения—формулами, например: А^С12. Символы ионов следует писать так: Л^2+, С1-, РО՜3.
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