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ВЛИЯНИЕ Ма-։ И Са2+ НА РЕЦЕПТОРНОЕ СВЯЗЫВАНИЕ 
3Н-Е-ГЛУТАМАТА С МЕМБРАНАМИ НЕРВНЫХ КЛЕТОК

. ГОРОДИНСКИИ А. 11.. ДАМБИНОВА С. А.

Научно-псзледозательскпй институт экспериментальной медицины 
АМН СССР. Ленинград

Исследовали специфическое связывание ЬН-Ь-глутамата с разными типами мем
бран (свежевыделенными и предварительно замороженными синаптическими мем
бранами, митохондриальными и плазматическими мембранами гибридных клеток ней
робластомы .\ 18) и его зависимость от Иа՝՛ и Са3+ в физиологических концентра
циях. Показано, что Ха + подавляет связывание ЗН-Ь-глутамата с предварительно 
замороженными синаптическими .мембранами, увеличивая почти на порядок величи
ну Кд комплекса рецептор-глутамат, но не влияет на связывание с митохондриаль
ными мембранами. Предполагается, что повышение уровня специфического связыва
ния после замораживания-оттаивания синаптических мембран эквивалентно актива
ции связывания ЗН-Б-глутамата со свежевыделенными мембранами в присутствии 
Саг+ и обусловливается отделением регуляторной субъединицы пептидной природы, 
блокирующей узнающие участки рецептора. Обсуждается роль "№а + и Са2՜* в эн
догенной регуляции функции глутаматных рецепторов ЦНС.

В регуляции функционирования 1глутаматергических синапсов 
ЦНС немаловажную роль играют факторы, непосредственно влияю
щие на связывание глутамата с синаптическими рецепторами. К та
ким факторам в первую очередь следует отнести компоненты непо
средственного ионного окружения рецептора—<Ца4, Са2՜»՜ и С1~.

Рецепторное связывание Е-глутамата 1п vit.ro изучается, как пра
вило, с помощью радиолигандного метода на выделяемых из нервной 
ткани препаратах синаптических мембран. Несмотря на то, что эти 
исследования ведутся уже около 10 лет [1]. влияние основного ка
тиона ионного окружения рецептора—Ца'՜ (присутствующего во 
внеклеточной среде в концентрации 100—150 мМ) на связывание 
Е-глутамата с рецептором до сих пор детально не изучено. Это 
объясняется тем, что при создании в среде инкубации физиологиче- 
ческих концентраций Иа происходит активация системы активного 
транспорта глутамата на синаптических мембранах и, соответственно, 
ассоциированных с ними так называемых Ца+ -зависимых участков 
связывания [2]. На фоне подобных Ца+ -активируемых транспорт
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ных участков практически не проявляются рецепторные (по приня
той терминологии «Na+-независимые») участки связывания нейро
медиатора, что создает серьезные методологические трудности для 
исследования влияния на них ионов Na+ в физиологических концен
трациях.

Не менее важная роль в эндогенной регуляции функции глута
матных рецепторов ЦНС принадлежит попам кальция, которые со
держатся во внеклеточной среде в концентрации 2,5—5,0 мМ, по 
практически не встречаются в свободном состоянии внутри нервных 
клеток [3]. Ранее было показано, что Са2 + в указанных концентра
циях повышает специфическое связывание ®Н-Е-глутамата с синапти
ческими мембранами, выделенными из головного мозга крыс [4—6]. 
Однако вопрос о природе стимулирующего действия Са2+ па рецеп
торное связывание 3Н-Ь-глутамата в настоящее время остается не
выясненным.

Согласно гипотезе Baudry, Lynch [7], активация рецепторного 
связывания происходит за счет действия Са2 -зависимых протеаз. 
Протеолитической активацией глутаматных рецепторов авторы объяс
няют явление длительной потепциации синаптического ответа, возни
кающей при повторяющейся электрической стимуляции срезов моз
га '[8].

Иной точки зрения придерживаются Fagg и соавт. [9, 10]. кото
рые предполагают существование различных популяций С1 ~/Са2՜՜-за
висимых и С1 ~/Са2 +-независимых участков связывания, различаю
щихся по локализации и фармакологическим характеристикам. Отме
тим, что сам по себе факт существования Са2 1 -зависимых и 
Са2+ -независимых участков связывания еще не устанавливает при
роду стимулирующего действия Са2+, оставляя этот вопрос открытым.

Следует подчеркнуть, что понимание ионных механизмов актива
ции функции глутаматных рецепторов ЦНС представляет существен
ный интерес не только для изучения регуляции эффективности си
наптической передачи, но и имеет важное практическое значение в 
плане разработки адекватной модели для скрининга фармакологиче
ских препаратов, предназначенных для высокоизбирателыюго взаимо
действия с глутаматергическими синапсами головного мозга.

Целью настоящей работы явилось сравнительное исследование 
характера влияния Na+ и Са2+ на специфическое связывание 3H-L- 
глутамата с синаптическими и митохондриальными мембранами, вы
деленными из коры ‘головного мозга крыс, а также с плазматически
ми мембранами гибридных клеток нейробластомы N18.

Материалы и методы

В опытах использовали синаптические и митохондриальные мембраны, выделен
ные из коры головного мозга крыс, как это было описано ранее [6]. Непосредствен
но после выделения мембранные фракции замораживали՛ и хранили в жидком азо
те в течение 1—3 недель.
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Содержание белка в мембранных фракциях определяли методом Bradford Lil], 
предварительно растворяя образцы в 2п. NaOH.

Связывание 3Н-Ь-глутамата с мембранными фракциями определяли, инкубируя 
0.1 мг препарата мембран в 0,25 мл среды, содержавшей 0.08 мк.М 3Н-Е-глутамата 
(3'1 Ки/ммоль. «Изотоп». СССР) и 30 мМ трис-НС1, pH 7,2. После 10 мин преинкуба- 
ини мембран при 37° (в присутствии неорганических катионов или без них) реак
цию запускали добавлением 3Н-Е-глутамата. Через 15 мни инкубационную смесь 
фильтровали под вакуумом через целлюлозные микропористые фильтры Synpor 
(ЧССР) с диаметром лор 0,45 мкм. Фильтры промывали 10-кратным объемом ледя
ного буфера, сушили и растворяли в стандартной сцинтилляционной смеси, содер
жавшей метилцсллозольв. Значения специфического связывания получали путем вы
читания из величин общей радиоактивности значений, полученных при наличии в 
инкубационной смеси избытка немеченого глутамата (0,1 мМ). Радоактнвность 
измеряли на счетчике «Rack-Beta» LKB (Швеция).

Клеточные культуры нейробластомы N 18 представляют собой лилию нейробла
стомы С 1300 [12]. Клональные гибридные клетки, отмеченные как 78—45X8, яв
ляются соматическими гибридами, полученными при слиянии исходных клеток ней
робластомы N 18 и фибробластов китайского хомячка. Клеточные линии были по
лучены и любезно предоставлены нам Т. II. Игнатовой (ЦИН АН СССР, Ленинград).

Клетки культивировали в стеклянных флаконах Карреля в среде Игла, содер
жавшей 3% глутамина и 10% сыворотки крупного рогатого скота. Среду меняли 
через 1—3 дня. Время удвоения клеток составляло 18—24 ч. Исследования прово
дили на мембранах клеток, находившихся в логарифмической фазе посла. Выделе
ние грубой фракции плазматических мембран проводили ио методу Prasad н 
соавт. [13].

Кинетику диссоциации комплекса рецептор-глутамат исследовали, добавляя из
быток немеченого глутамата после 20 мин инкубации мембран с радиоактивной мет
кой. Для увеличения времени диссоциации рецепторного комплекса эту серию экс
периментов проводили при пониженной температуре (10—12°). Анализ данных про
водили по методу Scatchard [14]. статистическую обработку результатов—методом 
пепараметрического анализа [15].

Результаты исследования

Влияние Na+ на связывание гН-к.-глутамата с синаптическими и 
митохондриальными мембранами. Как было показано в предыдущей 
работе [6], создание в инкубационной среде физиологических концен
траций Na+ приводит к повышению специфического связывания 
3Н-Ь-глутамата за счет активации транспортных участков связыва
ния с Kd около 2 мкМ и Вт1Х 40—45 пмоль/мг белка. Как уже отме
чалось выше, эти участки связывания ассоциированы с системой ак
тивного транспорта медиатора. Исходя из этого, мы исследовали влия
ние Na + па специфическое связывание 3Н-Ь-глутамата с синаптиче
скими мембранами, подвергнутыми процедуре замораживания-оттаи
вания, инактивирующей систему активного транспорта [16].

Как видно из рис. 1, попы натрия полностью блокировали связы
вание 3Н-Ь-глутамата с предварительно замороженными мембранами. 
Ингибирующее действие Na՝*՜ на специфическое связывание 3Н-Е-глу- 
тамата было характерным для синаптических мембран и не проявля
лось па мембранах митохондриальной фракции.

Для выяснения природы ингибирующего действия Na + было оп
ределено его влияние на процесс диссоциации связанного с мембрана
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ми глутамата. Диссоциацию связанного 3Н-Е.-глуммата изучали, до
бавляя в инкубационную смесь избыток немеченого глутамата после 
достижения равновесия между прямой и обратной реакциями образо
вания комплекса рецептор-нейромедиатор. Одновременное добавление 
К:а + (в конечной концентрации 150 мМ) приводило к значительному 
увеличению скорости диссоциации (рис. 2). Величины К^, определен* 
ные в присутствии или отсутствие №а+, составляли соответственно 0,51 
и 0,064 мин՜1.

Рис. I. Влияние \га + на специфическое связывание ЗН-Ц.глутамата (по 
осп ординат, в % от контроля) в отсутствие (/) и в присутствии (2) 
150 мМ ,\та+; а—свежевыделенные синаптические мембраны, б—пред
варительно замороженные синаптические мембраны, в—мембраны мито

хондриальной фракции
Рис. 2. Диссоциация комплекса зН-Ь-глутамат-рецептор в присутствии 
(/) и в отсутствие (2) 150 мМ Na-i-.no оси абсцисс—время (мин); по 

оси ординат—специфическое связывание зН-Ц-глутамата (%)

Результаты экспериментов по исследованию диссоциации комп
лекса рецептор-нейромедиатор позволяют предположить, что подав
ление наблюдаемого специфического связывания 3Н-Ь-глутамата ио
нами натрия происходит за счет ускорения процесса отделения ме
диатора от рецептора, что выражается в увеличении почти на порядок 
наблюдаемого значения К д. Следует отметить, что эффект ингибиро
вания связывания №+ не специфичен для предварительно заморо
женных мембран, но проявлялся и на свежевыделенных препаратах, 
что следует из линейности графика Скэтчарда для Ыа+-зависимого 
связывания [2, 6].

Влияние Са2+ на связывание 3Н-Ь-глутамата с синаптическими 
и митохондриальными мембранами. В соответствии с результатами 
нашей предыдущей работы [6], Са2+ в концентрации 5 мМ повышал 
связывание 3Н-Е-глутамата со свежевыделенными синаптическими 
мембранами в 2,5—3 раза. Этот эффект был обусловлен увеличением 
значения В„1ЭХ при неизменном значении К(! около 180 нМ (рис. 3).
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После замораживания-оттаивания синаптических мембран стиму
лирующее действие Са2 + пропадало (рис. 4), однако общий уровень 
специфического связывания при этом повышался приблизительно до 
значений, регистрируемых в экспериментах со свежевыделенными 
мембранами в присутствии 5 мМ Са2+.

Рис. Я. График Скэтчарда для насыщения ЗИ-Е-глутаматом участков свя
зывания на свежевыделенных синаптических мембранах в присутствии 
(?) и в отсутствие (У) 5 мМ Са2+. По оси абсцисс—концентрация свя
занного зн-Е-глутамата (г, нмоль/мг белка), по осн ординат—отношение 

связанного зН-Ь-глутамата к свободному (г/с, фмоль/нМ мг белка)
Рис. 4. Влияние Са2 г на специфическое связывание зН-Ь-глутамата. Обо

значения те же, что и на рис. 1

Связывание 3Н-1_-глутамата с мембранами митохондриальной 
фракции характеризовалось значениями Ки около 180 нМ и Втах 
1.2 нмоль/мг белка (рис. 4). В этом случае Са2+ так же как и Ыа+ 
не оказывал влияния на специфическое связывание.

Стимулирующее действие Са2+ на связывание 3Н-Ь-глутамата со 
свежевыделенными синаптическими мембранами согласуется с имею
щимися литературными данными [4, 5]. и соавт. [17] при за
мораживании синаптических мембран наблюдали снижение уровня 
связывания 3Н-Ь-глутамата и исчезновение зависимости связывания 
от Са2+, что позволило им сделать вывод об удалении Са2+-зависи
мой популяции участков связывания. В отличие от упомянутой рабо
ты, по нашим данным, процедура замораживания-оттаивания стиму
лирует специфическое связывание. Этот факт может свидетельство
вать об эквивалентности активирующего действия замораживания-от
таивания и Са2+ па свежевыделенные синаптические мембраны.

Связывание 3Н-С-глутамата с плазматическими мембранами гиб
ридных клеток нейробластомы /V 18. В последние годы клетки нейро
бластомы широко используются в нейробиологии в качестве модель
ных систем для изучения функции нервных клеток [18]. Метод сома
тической гибридизации клеток позволяет усилить нейрональные приз
наки по сравнению с родительскими клопами и повысить степень диф
ференцировки клеток в культуре [19].
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С помощью радиолигаидного метода в работа Ргаза֊ и соазт. 
113] было показано, что плазматические мембраны холинергических 
и норадренергических клонов нейробластомы обогащены -незави
симыми участками связывания 3Н-Е-глутамата. В настоящей работе 
на плазматических мембранах гибридных клеток нейтрального клона 
нейробластомы мы обнаружили участки связывания 3Н-Е-глутамата, 
обладающие такими же свойствами, как и на синаптических мембра
нах, выделенных из мозга,—сродством к лиганду (К<1 около 180 нМ), 
активацией связывания в присутствии Са2 + и подавлением в присут
ствии Ма+ (рис. 5). Концентрация обнаруженных участков связыва
ния была существенно выше, чем на синаптических мембранах (Втах 
около 40 пмоль/мг белка), что, очевидно, связано с большей гомоген
ностью выделенной фракции плазматических мембран.

Рис. 5. Специфическое связывание ЗН4.-глутамата с мембранами гибрид
ных клеток нейробластомы 78—45x8. а—график Скэтчарда для насы- , 
щения участков связывания (обозначения по осям абсцисс и ординат те 
же, что и на рис. 3); б—влияние на специфическое связывание (по осп 
ординат, в % от контроля) Ыа + и Са2 +. I—в отсутствие неорганических 

катионов, 2—5 мМ Са2 4-, 3—150 мМ Ыа +

Наблюдаемое на свежевыделенных плазматических мембранах 
клеток нейробластомы подавление связывания 3Н-Ь-глутамата № + 
свидетельствует об отсутствии № * -зависимых участков связывания 
на мембранах гибридных клеток.

В таблице суммированы данные по связыванию ’Н-Ь-глутамата с 
мембранами различных типов. Сходство характеристик связывания с 
плазматическими мембранами нейробластомы и \а + -независимого 
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связывания с синаптическими мембранами свидетельствует о возмож
ном наличии глутаматных рецепторов на клетках нейробластомы. Вме
сте с тем, с одной стороны, видны значительные различия между ха
рактеристиками рецепторного связывания, с другой—связывания с 
мембранами митохондриальной фракции. Подчеркнем, что совпадение 
значений Ки для этих двух типов участков связывания обусловливает 
невозможность их селективного изучения при одновременном наличии 
в инкубационной смеси и свидетельствует о необходимости тщательной 
очистки синаптических мембран от возможных примесей митохон
дрий [6].

Таблица 
Характеристики специфического связывания ЭН-Ъ-глутамата с различными.

мембранными фракциями

Вид мембран Ка , 
иМ

Втах, 
пмоль/мг

Влияние 
Са2+

Влияние 
№ +

Синаптические мембра
ны из коры головного 
мозга крыс, Ма+-неза- 
висимое связывание 180 4,5 активирует подавляет

Плазматические мембра
ны клеток нейробла
стомы 78—45x8 180 40,0 активирует подавляет

Синаптические мембра- 
ны нз коры головного 
мозга крыс, №+-за- 
висимое связывание 2000 50,0 не влияет активирует

Мембраны митохондри
альной фракции 170 1,4 не влияет не влияет

Наличие примесей митохондриальных мембран в исследуемых 
фракциях может привести к ошибочным заключениям. В частности, на 
синаптических мембранах обнаруживают С1֊/Саг+ -независимые участ
ки связывания [9, 10]. По нашим данным, эти участки связывания ло
кализованы предположительно на мембранах митохондрий.

Обсуждение результатов

Полученные нами данные об активирующем действии Са2+ на 
наблюдаемое связывание 3Н-Ь-глутамата и его подавлении в присут
ствии 1Ча + свидетельствуют о том, что эти свойства характерны, по-ви- 
димому, для функционирования глутаматных рецепторов ЦНС- Об
наруженный эффект ускорения диссоциации рецепторного комплекса 
в условиях физиологических концентраций 1Ма+ может иметь важное 
значение для эндогенной регуляции функции глутаматных рецепторов, 
расширяя роль №+ в обеспечении эффективного удаления медиатора 
из синаптической щели. Можно полагать, что №+ одновременно ак
тивирует отделение медиатора от рецептора и его последующее погло
щение глиальными клетками.

Предположение о преимущественной локализации систем актив
ного транспорта глутамата на мембране глиальных клеток высказы
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валось в связи со сформировавшимися в последние годы представле
ниями о главенствующей роли глиальных элементов в метаболическом 
обеспечении функции глутаматергических синапсов. В качестве кос
венного подтверждения этого предположения можно рассматривать 
результаты экспериментов по определению характеристик связывания 
3Н-Ь-глутамата с плазматическими мембранами гибридных клеток ней
робластомы, представляющих собой однородную культуру нейрональ
ных клеток. Неудачные попытки обнаружить на этих клетках Na4՜-за
висимые участки связывания могут свидетельствовать о возможном 
отсутствии систем активного транспорта или поглощения на мембра
нах нейронов. Это подтверждается предварительными результатами 
проведенных нами экспериментов по определению связывания 3Н-Е-глу- 
тамата с выделенными из мозга крыс очищенными мембранами изоли
рованных нейронов и глиальных клеток. Na * -зависимые участки 
связывания были обнаружены нами лишь на препаратах глиальных 
элементов.

Рассматривая возможные механизмы стимулирующего действия 
Са2 + на связывание 3Н-Е-глутамата с синаптическими мембранами, 
нельзя не обратить внимания на идентичность влияния Са2* и проце
дуры замораживания-оттаивания мембран. Речь, по-виднмому, может 
идти о Са21֊ -зависимом отделении гипотетической регуляторной субъ
единицы, блокирующей узнающие участки для нейромедиатора. Впол
не вероятно, что на роль подобной регуляторной субъединицы могут 
претендовать малые пептиды, обладающие высоким сродством к уз
нающим участкам [20]. Очевидно, что процедура замораживания-от
таивания приводит к необратимому отделению эндогенных факторов 
пептидной природы, как это описывалось для других типов клеточных 
рецепторов [21]. Наличие эндогенного ингибитора пептидной природы, 
связанного с Са2՜ -зависимыми активирующими процессами, конкре
тизирует механизм регуляторного влияния Са2+ на функционирование 
глутаматных рецепторов и не противоречит гипотезе Fagg и соавт. 
[10] о существовании С1~/Са2 ՛-зависимых участков связывания. 
Следует подчеркнуть, что активация специфического связывания при 
замораживании-оттаивании мембран не может оыть обусловлена про
теолизом белковой молекулы рецептора, как эго предполагают Baudry, 
Lynch [7], с помощью Са2 +-зависимых протеаз.

Таким образом, можно заключить, что обнаруженные нами эффек
ты действия Na* и Са2 + на специфическое связывание 3Н-Ь-глутаматз 
с синаптическими мембранами коры головного мозга крыс и плаз 
магическими мембранами клеток нейробластомы характерны для ис
тинного рецепторного связывания и могут быть использованы в даль
нейшем как маркерные признаки для его идентификации в разнообраз
ных модельных системах. В частности, эти результаты предполагается 
использовать для разработки тестирующих in vitro систем для скри
нинга фармакологических препаратов, предназначенных для избира
тельного воздействия на глутаматергические пути ЦНС.
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EFFECT OF Na* AND Cas+ IONS ON 3H-L-GLUTAMATE 
BINDING TO NEURONAL MEMBRANES

CORODINSKY A. I., DAMBINOVA S. A.

Institute of Experimental Medicine, USSR Academy of Medical Sciences, 
Leningrad

Binding of 3H-L-glutamate to various membrane samples (fresh-pre
pared and freeze-thawed synaptic membranes, mitochondrial membranes,, 
and hybride neuroblastoma № 18 cells plasma membranes) and its de
pendence from the physiological concentrations of Na+ and Ca2* was 
investigated. It was shown that Na4՜ inhibited apparent binding of 3H- 
L-glutamate to freeze-thawed synaptic membranes increasing about 10— 
fold dissociation constant of glutamate-receptor complex but does not 
influence the binding to mitochondrial membranes. The increase of spe
cific binding after freeze-thawing of synaptic membranes is suggested to 
be due to Ca2+-dependent activation of binding of 3H-L-gIutamate to 
freshprepared membranes and is caused by dissociation of the regulatory 
subunit that blocks the recognizing sites of receptor. Regulatory role of 
Na* and Ca2՜1 in glutamate receptor function is discussed.
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ L-ДОФА С ВНУТРИКЛЕТОЧНЫМИ 
СТРУКТУРАМИ МОЗГА И ПЕЧЕНИ КРЫС

ТРЕТЬЯК Т. М., АРХИПОВА Л. В.
Институт биологической физики АН СССР, Пущино

Обнаружено, что ЗН-ДОФА при внутрибрюшинном введении может проникать 
в клетки мозга и печени и взаимодействовать с белками хроматина. Предваритель
ное насыщение организма нерадиоактивным ДОФА заметно снижает возможность 
взаимодействия хроматина с ЗН-ДОФА. Галоперидол, введенный крысам за 30 мин 
до инъекции ЗН-ДОФА. вызвал резкое понижение способности ЗН-ДОФА взаимо
действовать с ядерными структурами клеток мозга. Присутствие экзогенного ДОФА 
в организме крысы повышает его способность акцептировать зН-лейцин субклеточ
ными структурами.

Использование L-ДОФА в качестве лечебного средства при недо
статочности катехоламиновой системы головного мозга осуществляет
ся на фоне неясной картины его вмешательства в клеточный метабо
лизм. В настоящей работе исследовали возможность взаимодействия 
экзогенного ДОФА с клеточными элементами мозга и печени крыс. 
Установлено, что 3Н-ДОФА, введенный внутрибрюшинно, прочно сое
диняется с белками хроматина, причем более интенсивное взаимодей
ствие имеет место в ткани мозга.

Материалы и методы
Опыты проводили на белых беспородных крысах-самцах массой 200 г под эфир- 

пой анестезией. После перфузии охлажденным физиологическим раствором готови
ли гомогенат мозга в 1.9 М сахарозе. Для выделения клеточных ядер гомогенат 
разбавляли дистиллированной водой до концентрации сахарозы 0,32 М и трижды 
Центрифугировали при 800 g. 15 мин (первое центрифугирование проводили с до
бавлением тритона Х-100). Полученный осадок неочищенных ядер ресуспендирова- 

■и в 1,6 М сахарозе, центрифугировали 20 мин при 3000 g. надосадочную жидкость 
отбрасывали, а осадок очищенных ядер отмывали 0,32 М раствором сахарозы.

Перфузированную печень (10 г) измельчали в 100 мл раствора следующего со
става: 0.25 М сахарозы, 0.01 М MgCI2, 0,02 М трис-НС1, pH 7.8 и гомогенизирова
ла. Выделение ядер клеток проводили по методу Goldfine. Smith [1], их качество 
.онтрол провал и фазово-контрастной микроскопией и определяли содержание белка. 
р11К п ДНК [2, 3].

Хроматин выделяли по методу Huang С. С., Huang Р. С. [4]. Негистоиовые 
белки хроматина получали суспендированием свежевыделенного хроматина в ра
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створе, содержащем 2 М МаС1, 0,0007 М Х’а112РО4 и 0.0007 М \1а21-1РО^, pH 7,0 в 
перемешивали па холоду 18 ч, затем добавляли 4 объема 0.015 М боратного буфе
ра, pH 9,0 и перемешивали еще 2 ч. После центрифугирования при 1000 § в тече
ние 15 мни в супернатанте содержались иегистоповые белки, а в осадке—комплекс 
ДНК и гистонов. Супернатант концентрировали высушиванием на холоду.

Гель-фильтрацию негистоновых белков проводили, используя рекомендации 
Вигйшап, На§1е1д [5]. На колонку размером 1X75 см с сефадексом С-200 поме
щали иегистоповые белки, сконцентрированные лиофилыю и растворённые в 1,5 мл 
0,0007 М фосфатного буфера, pH 7,0. Колонку уравновешивали раствором следую
щего состава: 0,3 М \аС1, 0,001 М Д-меркаптоэтавол, 0,001 М фосфат натрия, 
pH 7,0—7,5. Белки элюировали со скоростью 6 мл/ч, объем каждой фракции—1,5 мл. 
Зо всех фракциях определяли содержание белка и величину радиоактивности, для 
чего 0,1 мл наносили па миллипоровый фильтр и подсчитывали на счетчике «1п- 
{еНесйшк ЗБ» (Франция).

При определении взаимодействия клеточных ядер мозга и печени с ЗН-ДОФА 
их суспендировали в 0,32 М сахарозе (мозг), pH 6,5 или в трис-НС! буфере, pH 7,85 
(печень) и добавляли 1 мкКи/мл ЗН-ДОФА с удельной радиоактивностью 3.2 Ки/.м.М. 
Смесь инкубировали при 24° 30 мин, наносили на мпллипоровые фильтры диаметром 
лор 0,4 мкм,промывали 20-ю объемами того же буфера и 20-ю объемами 96°-ного 
спирта. Высушенные фильтры анализировали, как описано выше.

При исследовании взаимодействия хроматина клеток мозга и печени с ЗН-ДОФА 
хроматин разводили в растворе, содержащем 0,002 М ЭДТА. 0.05 М трис-НС!, 
0,0001 М р-меркаптоэтанол, 5%-вый глицерин, 0,01 М§С12, pH 7.6, зН-ДОФА в кон
центрации 2 мкКи/мл и инкубировали при 24° 20 мни. Субклеточное фракциони
рование ткани мозга и йечени осуществляли по Бе Опуе и соавт. [6]. Во всех 
фракциях определяли содержание белка и величину радиоактивности.

Результаты и обсуждение

При внутрибрюшинном введении крысам 3Н-ДОФА и последую
щем выделении клеточных ядер мозга и печени было обнаружено, что 
3Н-ДОФА проникает в клеточные ядра, причем в ядра клеток мозга 
примерно в 4 раза интенсивнее (табл. 1). Для выяснения того, на
сколько проникновение специфично, крысам предварительно вводили 
нерадиоактивпый ДОФА в концентрации 20 мг/кг массы, а через 20— 
30 мин—меченый мопоамин, что снижало включение 3Н-ДОФА в яд
ра клеток мозга в 6 раз, а печени—более чем в 4 раза.

Результаты экспериментов йг иИго (табл. 11 показали, что ядра 
клеток мозга значительно более активны в отношении 3Н-ДОФА, чем 
печени, а предварительное насыщение ядер нсрадиоактивным препара
том ДОФА снижает включение 3Н-ДОФА в ядра клеток мозга более 
чем в 2, а печени—1,5 раза.

С целью изучения распределения 3Н-ДОФА по клеточным фрак
циям при внутрибрюшинном введении препарата проводили субкле
точное фракционирование тканевого гомогената мозга и печени. При 
сравнении величин удельной радиоактивности клеточных фракций моз
га и печени оказалось, что наибольшее количество метки сосредо
точено в ядерной и митохондриальной фракциях, причем в мозгу метка 
превалирует в клеточных ядрах, а в печени—в лизосомной и мито
хондриальной фракциях (табл. 2). Вопрос о том, поступает ли ДОФА 
в клетки мозга через специфические рецепторные пути или минует их 
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путем неспсцифпческой диффузии, мы попытались решить, используя 
ингибитор дофаминовых рецепторов—галоперидол. Внутрибрюшинное 
введение крысам галоперидола в концентрации 0,1 мг/кг массы резко 
снижало акцепцию тканью мозга 3Н-ДОФА, введенного через 30 мин. 
Субклеточное фракционирование показало, что количество метки в яд
рах клеток мозга уменьшалось примерно в 2 раза, а в митохондриаль
ной и лпзосомиой фракциях практически не изменялось. В ядерной

Таблица 1
Включение ЗН-ДОФА в ядра клеток мозга и печени in vivo 

и in vitro (нмп/мни/мг белка)

In vivo In vitro

Внутрибрюшинное 
введение 

ЗН-ДОФА

П редварительное 
внутрибрюшинное 
введение ДОФА: 

через 30 .мни
ЗН-ДОФА

Взаимодействие 
3Н-ДОФА 

с клеточными 
ядрами

Предварительная 
инкубация ядер с 
ДОФА: добавле
ние через 30 мни 

=П-ДОФА

Мозг
Печень

1.25-!0։+6,2-10=
3,2-10=+1,3-10=

и =7

2,2-103+1,03-10=
7,0-10=±31

п=9

2,3-10'+105
2,3-10^+8,9-10= 

п=8

9.4-105+3.8-10<
1,5-105+7,0-10= 

п=8

Приме чание. р<0.01 во всех вариантах ОПЫТОВ.

фракции, насыщенной галоперидолом, а затем 3Н-ДОФА, влияние га
лоперидола не выявлялось: интенсивность радиоактивности ядер была 
на уровне контроля (табл. 3). На основании этих опытов можно пред
положить, что ДОФА проникает в клетку через дофаминовые рецеп
торы. Отсутствие полного ингибирования на фоне предварительного 
введения галоперидола можно расценить как наличие альтернативного 
механизма проникновения нейромедиатора в клетку.

Таблица 2 
Включение ЗН-ДОФА в различные фракции головного мозга и печени-крыс при 

внутрибрюшинном введении (имп/мнн/мг белка)

Ткань Общий 
гомогенат

Ядсрная 
фракция

Митохондри
альная фракция

Лизосомиая 
фракция

Мозг 430+48 759+60 300+27 382+41
(их-?) 

i1ечень 380+40 155+20 285+37 620+72
(н=7)

р>0,01 р<0,01 рЬ-0,01 Р<0.01

Для определения дальнейших путей внутриклеточного действия 
С-ДОФА из ядер мозпа и печени после их взаимодействия с 3Н-ДОФА 
выделяли хроматин, который диссоциировали на иегистонрвые белки и 
ДНК-гистоиовый комплекс. При подсчете радиоактивности оказалось, 
чю основное количество метки приходится на негистоновые белки, а 
на долю ДНК-тистонового комплекса—лишь 15% радиоактивности.

Гель-фильтрация негистоновых белков мозга, связавшихся с 3Н-
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ДОФА через сефадекс 0-200. выявила, что основноеДолпчество метка 
принадлежало белку с величиной Мг 200 кД (рис. 1, а). Изучение 
распределения 3Н-ДОФА, связавшегося с белками печени, показало 
присутствие радиоактивного амина в комплексе с белками с величиной 
Мг 25 кД (рис. 1, б). Из рис. 1 видно, что интенсивность взаимодей
ствия 3Н-ДОФА с белками хроматина мозга выражена значительно՛ 
сильнее, чем с белками хроматина печени.

Рис. 1. Гель-фильтрация через сефадекс С-200 всгистоновых белков хро
матина клеток мозга (а) и печени (б). 1—белок А280, 2—белок с 
ЗН-ДОФА. По оси абсцисс—номера фракций, по оси ординат—содер

жание белка (в мг) связывания ЗН-ДОФА (в пмп/мин/мг белка)

Мы попытались определить функциональное значение взаимодей
ствия моноамина с хроматином на модели с использованием радиоак
тивной аминокислоты, 3Н-лейцин вводили крысам на фоне предвари
тельного введения ДОФА в концентрации 10, 20, 40 и 80 мг/кг массы 
тела. Препараты вводили внутрибрюшинно с интервалом в 30 мин.

Таблица 3
Включение ЗН-ДОФА в различные фракции головного мозга крыс ла фоне 

предварительного внутрибрюшинного введения галоперидо.тл (имп/мцц/мг бы а)

Общий 
гомогенат

Ядерная 
фракция

Митохондри
альная фракция

Лизосом пая 
фракция

Опыт 7,6-103+80 8,8-103+60 5 103±90 1,43 • 10<-Н60
(п=9) 

Контроль
2,04 -1О’+15О 1,98- 1О’±14О 4,4 10-Ч-70 1,74-10«±180

(п=8)
рс0,01 р<0,01 р>0,01 р>0,01

Лейцин применяли в дозе 0,1 мКп/100 г массы тела. Затем из мозга 
и печени выделяли субклеточные фракции, в которых измеряли уро
вень радиоактивности. Результаты этих опытов представлены па- 
рис. 2, из которого видно, что в присутствии ДОФА включение 3Н-лсй- 
цина заметно нарастает во всех внутриклеточных фракциях мозго- о 1 
ткани, оставляя без изменения уровень радиоактивности внутрикле
точных фракций печени.
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При сравнении действия различных использованных нами доз 
ДОФА оказалось, что доза 20 мг/кг массы обладает наиболее выра
женным биологическим эффектом- Повышение дозы до 80 мг/кг приво
дило к противоположному действию: введение ДОФА в такой концен
трации способствовало ингибированию белкового синтеза в мозгу.

(о) и печени (б) крыс на фоне предварительного введения ДОФА: 1— 
контроль, 2—Ю мг/кг, ■>’—20 мг/кг, 4—10 мг/кг, 5—80 мг/кг

Показано, что нейромедиаторы способствуют повышению синтеза 
сАМР или сСМР [7, 8]. Известно также, что нейромедиаторы могут 
взаимодействовать и с внутриклеточными структурами [9, 10]. В на
стоящей работе сделана попытка выяснить возможный молекулярный 
механизм влияния Ь-ДОФА на биосинтез белка.

На основании изложенного можно прийти к заключению, что՛ 
взаимодействие с ДОФА является специфичным для ткани мозга. Ис
пользование ингибитора дофаминовых рецепторов—галоперидола рез
ко снижало акцепторную способность ядер мозга по отношению к 3Н- 
ДОФА. Результаты наших опытов позволяют сделать вывод, что по
ступление ДОФА в клетки может происходить двумя способами: спе
цифическим, через рецептор, и путем неспецпфпческои диффузии.

В клетке ДОФА взаимодействует с белками хроматина и в опре
деленных дозах оказывает влияние на способность клеток акцептиро
вать аминокислоты. Специфичность влияния ДОФА на ткань мозга мо
жет интерпретироваться как свидетельство тканеспецифичного пути ак
тивации генома и последующей перестройки пластических процессов.

INTERACTION BETWEEN L-DOPA AND INTRACELLULAR 
STRUCTURES IN RAT BRAIN AND LIVER

TRETYAK T. M.. ARKHIPOVA L. V. 
institute of Biological Physics, Poustchino

It was found that L—DOPA, a dopamine precursor, when՛ injected' 
intraperitoneally could penetrate into brain, and. liver cehs and interact 
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there with nonhistone proteins of chromatin. Preliminary injection of 
■nonradioactive L—DOPA to experimental rats decreases the intensity of 
the interaction of chromatin with ’H-DOPA. Pretreatment with halope
ridol blocking dopamine receptors drastically diminishes the interaction 
of L—DOPA with brain cells nuclear structures. DOPA substantially 
increases JH-leucine incorporation into all subceilular brain fractions 

.studied.
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НЕИПОХИИИЛ
т. 5, № 2, 1986

УДК 577.15.17:577.152:577.158

АКТИВАЦИЯ МАО ТИПА Б ГОЛОВНОГО МОЗГА БЫКА 
2-113ОПРОПОКСИФЕНИЛМЕТИЛКАРБАМАТОМ И НЕКОТОРЫМИ

ЕГО СТРУКТУРНЫМИ АНАЛОГАМИ

’ЗЕЙНАЛОВ Т. Л.. ЕРМОЛАЕВ К- И., ПОЗДНЕВ В. Ф., КАМЫШАНСКАЯ Н. С.

411111 вирусологии, микробиологии п гигиены нм. Г. М. Мусабекова М3 АзССР, 
Баку; Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва

В опытах с препаратами митохондриальной фракции головного мозга быка при 
преинкубации с Сайгоном—пестицидом класса карбаматов была обнаружена избира
тельная активация реакции окислительного дезаминирования фенилэтиламина—суб
страта МАО типа Б, но не серотонина—субстрата МАО типа А и тирамина, окис
ляющегося обоими типами МАО. Цинеб—другой пестицид класса карбаматов, не 
содержащий фенильного радикала, тормозил активность МАО в отношении всех 
исследуемых- субстратов. Стимулирующий эффект байгона опосредован воздействием 
на интактную мембрану: нарушение структуры мембраны в процессе солюбилиза
ции и очистки фермента устраняло активирующее действие байгона. Одним из ус
ловий, определяющих активирующее действие структурных аналогов байгона, 
по-виднмому, является их высокая липофильность. Введение в.структуру байгона по
лярных групп предотвращало появление стимулирующего эффекта.

МАО, моноамин: О2—оксидоредуктазы (дезаминирующие) (со
держащие флавин) (КФ 1.4.3.4)—группа родственных, близких по 
свойствам, но поддающихся препаративному разделению ферментов. 
Они катализируют ключевую реакцию метаболизма биогенных ами
нов, многие из которых являются важнейшими медиаторами и моду
ляторами нервных импульсов в синаптических окончаниях аминерги- 
ческих нейронов. Из них МАО типа А специфически катализируют 
дезаминирование серотонина и норадреналина; МАО типа Б—окисле
ние 2-фепилэтиламнна и бензиламина. Дофамин, триптамин, тирамин 
дезаминируют оба типа МАО. Нарушение каталитической активности 
МАО имеет важное значение в патогенезе многих нервных и психи
ческих расстройств, а также целого ряда заболеваний, связанных с 
накоплением в тканях продуктов перекисного окисления липидов [!]. 
•МАО типа А, расположенные на внутренней поверхности наружной 
мембраны митохондрий, окружены молекулами ненасыщенных жир
ных кислот, которые при физиологических значениях температуры на
ходятся в жидком состоянии; МАО типа Б, локализованные на внеш
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ней поверхности этой мембраны в непосредственной близости к поляр
ному слою фосфолипидов, находятся в более жестком липидном ок
ружении, по-видимому, состоящем преимущественно из насыщенных 
жирных кислот и холестерина, входящих при 37° в твердую фазу.

В настоящее время достигнуты большие успехи в создании и изуче
нии свойств субстратно-избирательных, обратимо действующих инги
биторов МАО типа А и Б, многие из которых нашли применение в кли
нике в качестве антидепрессантов [2]; активаторы же МАО еще мало 
изучены [3].

Недавно было обнаружено, что интоксикация пестицидами раз
личного химического строения может сопровождаться нарушением 
реакций дезаминирования биогенных аминов [4]. В частности, при 
изучении влияния пестицидов класса карбаматов на активность МАО 
как в опытах in vivo, так и in vitro с митохондриальными мембранами, 
выделенными из головного мозга и печени крыс, было установлено, 
что инсектицид байгой (2-изопропоксифенплметплкарбамат) избира
тельно стимулировал окислительное дезаминирование фенилэтпламп- 
на [5]. Стимуляция активности МАО типа Б была обратимой и про
текала по конкурентному механизму. Целью данной работы было ис
следование влияния байгона и некоторых его структурных аналогов 
на скорость окислительного дезаминирования фенилэтиламина мито
хондриальными мембранами и высокоочищеннымн препаратами МАО.

Материалы и методы

Выделение митохондриальных мембран. I !з стволовой части головного мозга 
быка готовили 10%-ный гомогенат на охлаждённом 0,25 М растворе сахарозы. 
Ядра и фрагменты клеток осаждали центрифугированием при 600 g в течение 
10 мин. Митохондриальную фракцию получали центрифугированием надосадочной 
жидкости при 12000 g; осадок промывали охлаждённым 0.01 М К4՜. ha + -фос
фатным буфером, pH 7,4 (буфер Л), суспендировали в том же буфере и вновь 
центрифугировали лри 12000 g. Приготовленный таким образом препарат мито
хондриальной фракции сохраняли замороженными для дальнейшей работы при 
—20°.

Очистка фермента. Солюбилизацию, разделение и очистку препаратов МАО 
проводили по разработанному ранее методу [6]. основанному на сочетанном воз
действии на препараты митохондрий неионного детергент՜. 1.3%-кого тритона Х-100 
и 1,3 М мочевины в буфере Л при концентрации <>елка в смеси 10 мг/мл. Суспен
зию перемешивали 30 мин при 4°, а затем центрифугировали в течение 30 мин при 
40000 g. Мочевину удаляли, пропуская надосадочную жидкость через колонку с 
сефадексом G-50, уравновешенную буфером А. Элюат концентрировали в 6 раз ме
тодом ультрафильтрации на приборе «Amikon» (Голландия) с мембраной РМ-30. 
Концентрат наносили на колонку, содержащую АП-сефарозу 4 В, уравновешенную 
буфером А. Балластные белки удаляли промыванием колонки этим же буфером, со
держащим 10%-ный тритон Х-100. Высокоочищенный препарат МАО элюировали с 
колонки градиентом концентрации тритона Х-100 (0,10֊ 0.25%) в буфере А. в

Порядок проведения опытов. В экспериментах были исследованы следующие 
соединения (табл. 3): цинеб—Zn—N, N—этилен бис-днтиокарбамат (отечественный); 
5айгон-2-изонроноксифенилметнлкарбамат («Bayer», ФРГ); соединения, синтезирован
ные в лаборатории органической химии Института биологической л медицинской химии 
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АМН СССР: № 1—2-гпдрокспфенилметилкарбамат. № 2-феш1Лметилкарбамат, № 3— 
•О.О'-днацетилпирокатехин, № 4—М.О.О'-триацетвл-З-амшюпнрокатехнн. № 5—бромид 
•O.O'-aisaucTiwS-ntipHAtnuioiiiipoKaTcxinia. 6՛—бромид З-пнрнднпиопнрокатсхииа. № 7— 
бромид 3-пиридииио-2-ацетокс11-2-циклогекссн-1-она. № 8—бромид З-ппридпнио-1-аце- 
токсп-6-Ц!|Клогексен-2-оиа. Фенилметилкарбамат (температура плавления 83—84°) и 2- 
гидроксифеиилметилк1зрбамат (температура плавления 117—118՜) были синтезированы 
обработкой соответственно дифенилкарбоцата и пнрокатехннкарбоната рассчитанными 
количествами метиламина в тетрагпдрофуране. Синтез соединений №№ 4—8 много- 
стадиен и будет описан в отдельной статье.

Суспензию митохондриальной фракции (5 мг/мл) тщательно растирали и пере
мешивали с навесками указанных выше соединений (их конечная концентрация со
ставляла 0.05 мМ) в гомогенизаторе Поттера и преинкубировали в течение 30 мин 
при 37’. Об активности МАО судили по освобождению аммиака после инкубации при 
оптимальных условиях для исследуемого биологического материала с одним из ами
нов. Определение содержания аммиака в пробах проводили методом изотермической 
диффузии с последующей иесслернзацней. Инкубацию проводили па воздухе в те
чение 10 мин. Пробы (конечный объём 1.8 мл) содержали 5 мг белка суспензии ми
тохондриальной фракции. 0.1 М К4-, Na+ -фосфатный буфер pH 7,4 и один из суб
стратов в следующих оптимальных концентрациях в пробе: тира.мин гидрохлорид 
(«Merck, ФРГ) — 1 мМ, серотонин креатининсульфат («Reanal», Венгрия)—1 мМ, 
2-фенплэтилам1И! гидрохлорид (отечественный)—0,4 мМ. При указанных выше ус
ловиях реакция окислительного дезаминирования исследуемых субстратов протекала 
линейно.

Результаты и обсуждение

В условиях наших опытов скорости дезаминирования тираадина, 
серотонина и фенилэтиламина при их инкубации с митохондриальной 
фракцией стволовой части головного мозга быка составляли 9,5, 5,6 и 
4.7 нмоль/мг белка/мин. Преинкубация митохондриальных фракций с 
байтовом приводила к значительной стимуляции реакции окислитель
ного дезаминирования фенилэтиламина (в среднем в 2 раза), тогда 
как скорость окисления тирампна и серотонина оставалась без измене
ний (табл. 1). Преинкубация же митохондриальной фракции с цийе-

Таблица t
Влияние карбаматных производных (0,05 мМ)—байгона и цинеба иа скорость 

дезаминирования субстратов МАО при их инкубации с митохондриальной фракцией 
головного мозга быка (п = 12)

Примечание. *р<0.05.

Условия 
опыта

Дезаминирование в нмоль 
ам мна ка/мг белка/мнп

тирампна серотонина 2-фенилэтил- 
ампна

Контроль 
Вамгон 
Цинеб

9.5+1.4 
11,3+1,5
5,1 + 1.3’

5,6+0.7
6.7+1,2
2,8+0,6*

4,70+0.07
9.0+1 .8* 

2,70+0.05*

бом приводила к снижению скоростей дезаминирования всех исследуе
мых субстратов: тирамина— на 48%, серотонина—на 50% и фенил- 
зтнламина—на 62о/о (табл. 1).

Таким образом, данные по исследованию влияния производных 
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карбамата цинеба и байгона на активность МАО "митохондриальных 
фракций стволовой части головного мозга быка согласуются с получен
ными ранее результатами аналогичных опытов с МАО митохондрий 
мозга и печени крыс: байгой избирательно активировал процесс окис
ления фенилэтиламина субстрата МАО типа Б, но не влиял на реакции 
дезаминирования тирампна и серотонина; цинеб тормозил скорость 
окисления всех исследованных субстратов..

Таблица 2: 
Влияние байгона (0.05 мМ) на скорость дезаминирования субстратов МАО при их

инкубации с высокоочнщеннымн препаратами МАО головного мозга быка (п = 5)

Условия 
опыта

Дезаминирование в нмоль 
аммиа ка/мг белка/мин

тирампна серотонина 2-фснилэтила- 
мина

Контроль 107 63 52

Байгон 96 67 58

В то же время в экспериментах с высокоочнщеннымн препаратами 
митохондриальной МАО из стволовой части головного мозга быка не 
было отмечено стимулирующего действия байгона на скорость реакций 
окислительного дезаминирования не только тирамина и серотонина, 
но также и фенилэтиламина (табл. 2). В связи с этим полученные ре
зультаты дают основание предполагать, что избирательная активация 
байтовом дезаминирования фенилэтиламина была опосредована взаи
модействием этого производного карбаминовой кислоты с интактной 
митохондриальной мембраной: отделение МАО от её структурных эле
ментов в процессе солюбилизации (в наших опытах путём сочетанного- 
воздействия неионного детергента тритона Х-100 и мочевины) пол
ностью предотвращало стимулирующий эффект байгона.

Липидное окружение белковой части молекул МАО. находящихся 
в мембране, играет важную роль в формировании функционального- 
состояния активного центра этих ферментов, в частности МАО типа Б. 
По литературным данным [7], частичная экстракция липидов метил- 
этилкетоном из митохондриальных мембран печени быка приводила к 
увеличению кажущейся К по отношению к фенилэтилампну более 
чем на порядок. В опытах с митохондриальными мембранами печени 
быка и крыс было обнаружено сильное и специфическое торможение 
активности МАО 'типа Б фосфатидилсерином, ингибирующий эффект 
которого не предотвращала обработка мембран другими фосфолипи
дами, хаотролиыми агентами и ультразвуком, но частично устраняла 
обработка мембран поверхностно-активным веществом—октилглюко- 
зидом. Далее следует особо отметить, что фосфатидилсерин не дей
ствовал на солюбилизированную МАО типа Б из печени быка; очевид
но, для специфического взаимодействия этого фосфолипида с МАО 
необходимо нахождение фермента в интактной мембране [8].
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В наших опытах по изучению влияния некоторых структурных ана
логов байгона на активность МАО типа Б в препаратах митохон
дриальной фракции мозга быка (табл. 3) было обнаружено, что че
тыре из них (№№ 2—5) обладают свойствами стимулировать реак
цию окисления фенилэтиламина, однако эффект активации МАО ти
па Б этими соединениями был значительно ниже уровня активации, 
наблюдаемой при действии на мембраны митохондрий байгонбм. Сое
динения .№№ 1, 6—8 не изменяли скорости дезаминирования фенил
этиламина; отличительной особенностью этих веществ является нали
чие в их структуре заряженных группировок. Так, более простой по 
структуре, чем байгон, фенплметнлкарбамат (№ 2) сохранял выра
женную стимулирующую активность, тогда как введение в положение 
2 гидроксильной группировки (соединение № 1) полностью предотвра
щало эффект стимуляции. Диацетилпирокатехин (№ 3) также прояв
лял активность. Введение в положение 3 ацетиламииной группы (сое
динение № 4) относительно мало изменяло активность МАО типа Б; 
наличие .же в этом положении другого, более сильного электроотри
цательного пиридинийбромидного остатка (соединение № 5) значи
тельно увеличивало эффект стимуляции дезаминирования фенилэтил
амина. С другой стороны, гидролиз этого соединения до бромида 3-пи- 
рцдиниоппрокатехина (соединение № 6) приводило к тому, что послед
ний оказался полностью лишённым активности. Не обладали актив
ностью также и соединения № 7 и 8, хотя они и содержат в своей моле
куле группировки, характерные для препарата № 5.

Полученные данные подтверждают предположение о том, что в 
стимулирующем эффекте байгона и соединений №№ 2—5 главное зна
чение имеет их взаимодействие с липидным окружением активного 
центра МАО типа Б. Введение гидроксильных группировок, снижаю
щее липофильность соединений №Х» 1, 6—8 полностью предотвращало 
появление у них свойства избирательно активировать окислительное 
дезаминирование фенилэтиламина после их преинкубации с митохон
дриями мозга быка.

В опытах in vivo было показано [5], что байгон как сравнитель
но небольшое и жирорастворимое соединение [9] проникает через 
ГЭБ. Попав с кровотоком в ткани мозга, байгон, по-видимому, в пер
вую очередь взаимодействует и активирует экстранейроиальные МАО 
митохондрий глиальных клеток, которые содержат в основном МАО 
типа Б [10]. Глиальным МАО отводят важную роль в регуляции со
держания не только минорного нейромедиатора фенилэтиламина, по 
и Дофамина, модулирующего активность дофаминергических систем в 
данном случае путём внесинаптического контакта. Возрастание актив
ности .МАО типа Б в тканях мозга наблюдали при замещении глиаль
ными клетками нейронов, отмирающих в процессе старения [10] или 
разрушающихся пот влиянием токсических и инфекционных агентов 
[И].

Все пестициды—производные карбаминовой кислоты были синте
зированы в расчёте на их антпхолинэстеразные свойства [9]. По за- 
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— Таблица 3
Воздействие производных кл-՛ ламиновой кислоты и их аналогов (0,1 мМ) на 

дезаминирование фенилэтиламина при его инкубации с препаратами 
митохондриальных фрак . мозга быка (п—не менее 12)

[Дезаминирование фенил-
Условия 'Этиламина (в нмоль ам-

| миака/мг белка/мин)

: Пзменеппе 
| активности 
МАО Б(в %

Контроль 4,7+0,07 1

Добавленные вещества 
байгон

№ 1—2-гидроксифснил- 
метилкарбамат

№ 2—фепплмстилкарба- 
мат

№ 3—О.О'-диацетилпи- 
рокатехпн

№4—К,О,О'—триаце- 
тил-3-аминопирока- 
техи.ч

№5—бромид О,О'-ди- 
ацетнл-З-пнрилннио- 
пирокатехина

№ 6—бромид 3-пирили- 
ниопирокатехина

№ 7—бромид 3-пирпди- 
||о-2-ацетокси-2-ци к- 
логексен-1-ова

№ 8—бромид 3-пирн- 
дино-1 -ацетокс и-6- 
циклогексев-2-она

Цинеб

0 СИ, 
рГ с~?н 9,6±1 ,8

4,8+0,5

7,3+0,7

5,8ге0,5

5,7+0,8

7,8+0,3

4,5+1.2

4,5+1,8

4.6+0,9

2,7+0,05

+ 100**

0

+55*

+28*

4-25*

+58*

0

0

0

-62**

0 сн> 
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включению экспертной комиссии Всемирной организации здраво
охранения, инсектицид байгон как один из самых безопасных для 
человека, рекомендован для борьбы с насекомыми в закрытых 
помещениях [12]. Можно предполагать, что характерные для 
интоксикаций байгоном симптомы—тремор, головокружения, вре
менная потеря памяти, быстро преходящие на свежем воздухе и 
не сопровождающиеся изменением холинэстеразной активности сыво
ротки Крови [13], обусловлены обратимым возрастанием активности 
МАО типа Б [5]. Можно также предположить, что разрешённый к 
применению в клинике и вполне безопасный для человека избиратель
ный ингибитор МАО типа Б депренил [10] будет предотвращать появ
ление функциональных расстройств ЦНС, характерных для интокси
каций пестицидами класса карбаматов. Изыскание новых активных 
соединений в ряду 2-фенилпроизводных байгона может привести к 
созданию лекарственных препаратов для лечения некоторых форм ши
зофрении, для которых характерно повышение содержания дофамина 
в лимбических структурах мозга [14].

ACTIVATION OF BOVINE BRAIN MAO (TYPE B) BY 
2-ISOPROPOXYPHENYL-METHYLCARBAMATE AND ITS 

ANALOGUES

*ZEINALOV T. A., ERMOLAYEV K. M., POZDNEV V. F„ 
KAMYSHANSKAYA N. S.

^'Institute of Virology, Microbiology and Hygiene, Ministry of Health, Baku; 
Institute of Biological and Medical Chemistry, USSR Academy of Medical 

Sciences. Moscow

PreIncubation of brain mitochondrial fraction with bigone—a carba
mate group pesticide—results in the activation of oxidative deamination 
of phenylethylamine (substrate of MAO type B) and tyramine (substrate 
of both type of MAO). Cineb—another pesticide of this group without 
phenyl radical—inhibits activity of MAO against all these substrates. 
Damage of membrane structure abolishes the activating effect of bigone. 
Insertion of polar groups into its structure abolishes the stimulating ef
fect of blgone.
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ОБ АКТИВАЦИИ ФОСФОДИЭСТЕРАЗЫ ЦИКЛИЧЕСКОГО 
ГУАНОЗИН-З', 5'-МОНОФОСФАТА ГИПОТАЛАМУСА 

МЕТИЛКСАНТИНАМИ И ПАПАВЕРИНОМ

ГАЛОЯН А. А., ГУРВИЦ Б. Я., ШАРОВА Н. П.
Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Исследование растворимой фосфодиэс&разы (ФДЭ) циклических нуклеотидов 
гипоталамуса быка, выделенной с помощью ИОХ, показало наличие нескольких пи
ков ферментативной активности, отличающейся субстратной специфичность^), кине
тическими характеристиками и регуляторными свойствами.

Особый интерес представляет тот факт, что ФДЭ сОМР, являющаяся кальмоду- 
линзависимой, активируется под действием сАМР (I—200 мкМ) в отсутствие тио
ловых соединений, что сопровождается потерей чувствительности фермента к ак
тивации кальмодулином (КМ). Обнаружено, что в этих условиях известный конку
рентный ингибитор ФДЭ циклических нуклеотидов теофиллин также активирует гид
ролиз сОМР. Аналогичным свойством обладали кофеин и папаверин. Обработка 
препаратов ФДЭ тиоловыми соединениями (дитиотрептолом или 2-меркаптоэтанолом) 
восстанавливала как чувствительность ФДЭ к КМ. так и ингибирование фермента 
под действием сАМР и теофиллина. Наблюдаемые обратимые эффекты, специфич
ные лишь для ФДЭ сОМР, коррелировали с изменениями ферментативной активно
сти и были сопряжены с участием каталитического центра.

Парадоксальный активирующий эффект известных ингибиторов ФДЭ и сложный 
характер взаимовлияния субстратов при их гидролизе дают возможность реинтер
претации ряда принятых классификационных признаков множественных форм ФДЭ 
Циклических нуклеотидов.

Фермент катаболизма циклических аденозин- и гуанозин-3, 5 - 
монофосфатов—ФДЭ (КФ 3.4.1.17), наряду с ферментами их биосин
теза аденилат- и гуанилатциклазами, обеспечивает поддержание уров
ней циклических нуклеотидов в клетке, необходимых для осуществле
ния важнейших клеточных процессов [I].

Проблема изучения механизмов действия ФДЭ тесно связана с 
проблемой регуляции множественных форм этцго фермента, которые 
в настоящее время являются предметом многочисленных исследова
ний. Выделенные из различных тканей формы растворимой ФДЭ, от
личающиеся по сродству к субстратам, величине Л4Г , физико-химиче
ским характеристикам и регуляторным свойствам, обычно сводят к 
Двум основным: ФДЭ I— Са2+-зависимой форме и ФДЭ II— цикло- 

139



нуклеотидактивируемой. Существенным отличием ФДЭ 1 от других 
форм является ее способность активироваться в присутствии КМ. 
ФДЭ II характеризуется стимуляцией гидролизе сАМР под действием 
микромолярных концентраций сСМР, выступающего в роли аллостери
ческого регулятора.

Однако на основании экспериментальных данных становится оче
видной условность принятых классификационных признаков множе
ственных форм ФДЭ не только потому, что были обнаружены ФДЭ, 
проявляющие одновременно как чувствительность к КМ, так и спо
собность регулироваться циклическими нуклеотидами [2—4]. но так
же в силу известной лабильности свойств фермента, зависящих от ус
ловий выделения, ионной силы, присутствия или отсутствия ЭН-реа- 
гептов, концентрации белка, возможности протекания протеолиза и 
т. д. [5, 6].

Подтверждением этому служат также приведённые в настоящей.՛ 
работе новые результаты исследований ФДЭ гипоталамуса быка, сви
детельствующие об обратимых изменениях регуляторных свойств 
фермента в зависимости от наличия или отсутствия тиоловых реа
гентов. Показаны существенные функциональные различия центров. 
ФДЭ, катализирующих гидролиз сАМР и сОМР.

Материалы и методы

Ткань гипоталамуса гомогенизировали в 20 мМ трис-НС! буфере, pH 8,0 (1:2), 
содержащем 5 мМ MgCl2 и 0,1 мМ ЭГТА, в отсутствие или и присутствии 10 мМ> 
днтиотреитола (ДТТ) (или 2-меркаптоэтанола). Супернатант гомогената (75 000 g, 
60 мни), содержащий 50 мг белка, пропускали через колонку (1,2x27 см) с ДЭАЭ- 
целлюлозой. Элюцию проводили тем же буфером (по 4 мл >:.*> фракцию) с использо
ванием градиента NaCl (0,05—0,4 М). Активность ФДЭ определяли в 10 мкл ин
кубационной среды, содержащей 20 мМ трис-I IC1 буфер, pH 8,0, 2 мМ MgCl2, 
0,5 мкКи зН-cGMP и cGMP в различных концентрациях в опытах с ФДЭ cGMP 
(или 0,5 мкКи зН-сАМР и сАМР в различных концентрациях в опытах с ФДЭ 
сАМР) и определенное количество ферментного белка из элюированных с ко
лонки фракций. Инкубацию проводили при 30° в течение различных промежутков 
времени. После окончания инкубации пробы помещали в кипящую водяную баню, 
продукты реакции разделяли с помощью ТСХ на силикагеле, количество гпдролч- 
зоваиного субстрата определяли с помощью жидкостного сцинтилляционного спек
трометра. Содержание белка в пробах определяли но ՝.?. ■; т: Lowry и соавт. [7].

В отдельных экспериментах использовали высокой՛՛ i ценные и гомогенные пре
параты ФДЭ, полученные путем фракционирования гомогената сульфатом аммония, 
ионообменной хроматографии на ДЕАЕ-целлюлозе, две хступеичатои хроматографии* 
на голубой сефарозе CL-6B, гель-фильтрации на сефадексе G-I50 и на Тойоперле 
HW-551 и электрофорезом в ПАА Г.

В работе были использованы следующие реактивы: сАМР. cGMP, теофиллин, 
папаверин, ЭГТА («Sigma», США); ДЭАЭ-целлюлоза («Pharmacia», Швеция) и 
(«Reanal». Венгрия); ДТТ («Reanal.», Венгрия). 2-меркапгоэтапол («Мегк», ФРГ); 
пластины Силуфол UV-254 («Kavalier», Чехословакия); остальные препараты, фирмы 
«Реахпм» (СССР).
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Результаты и обсуждение

С помощью хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе растворимой 
фракции гипоталамуса быка с использованием градиента концентра
ций .К'аО (0,05—0,4 М) выявлены несколько пиков активности ФДЭ 
циклических нуклеотидов (рис. 1, а). Показано, что профиль элюции 
ФДЭ сСМР существенно зависит от присутствия в элюируемых про
бах сульфгидрильных соединений—ДТТ или 2-меркаптоэтаиола. В их 
отсутствие проявляются три пика активности фермента, спады между 
которыми соответствуют двум пикам ФДЭ, гидролизующей сАМР. 
При добавлении тиоловых соединений активность ФДЭ сСМР значи
тельно возрастает, проявляясь лишь в двух пиках, сопутствующих пи
кам ФДЭ сАМР. Большой интерес представляет тот факт, что про
филь элюции, а также уровень активности ФДЭ сАМР при указанной՛ 
концентрации субстрата не изменяется в присутствии ДТТ.

Р«с. 1. а—хроматография ФДЭ сОМР (1, 3) и ФДЭ сАМР (2, 4) на ко
лонке с ДЭАЭ-целлюлозой в отсутствие (/, 2) и в присутствии (3, 4) 
ДТТ (10 мМ). Концентрация субстратов—3 мкМ: б—активность ФДЭ 
сСМР (в %) в отсутствие (□) и в присутствии (■) сАМР (50 мкМ) во 
фракциях, соответствующих различным участкам профиля элюции фер

мента. выделенного без ДТТ.

Обнаружено, что в отсутствие ДТТ ФДЭ сСМР обладала чув
ствительностью к активации под действием сАМР в концентрациях. 
1—200 мкМ во фракциях, содержащих активность ФДЭ сАМР; мак
симальный эффект проявлялся в пиках ФДЭ сАМР (рис. 1, б). Спо
собность ФДЭ сСМР активироваться под действием сАМР усилива
лась в процессе храпения фермента при 4° и наблюдалась в течение 
длительного времени. Однако ДТТ (или 2-.меркаптоэтанол) обратимо. 
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восстанавливали свойство фермента конкурентно ингибироваться 
сАМР в том же диапазоне концентраций (рис. 2, а. б).

Необходимо отметить, что, в отличие от ФДЭ сОМР, ФДЭ сАМР 
не активировалась под действием сОМР (1—50 мкМ) в отсутствие 
тиолов ни в одной из фракций профиля элюции во всем исследован
ном диапазоне концентраций субстрата (0,1 —100 мкМ). При этом 
наблюдался ингибирующий эффект сОМР по отношению к гидролизу 
сАМР, который сохранялся при добавлении ДТТ к препаратам фер
мента (рис. 2, в, г.).

Свойство аллостерически активироваться микромолярными кон
центрациями сОМР в присутствии ДТТ, присущее лишь ФДЭ сАМР,

продемонстрировано ранее [8]. Тем не менее это свойство, характер
ное для циклопуклеотидзависимых форм ФДЭ, отличается от активи
рующего действия сАМР, описанного в настоящей работе, тем, что 
последнее осуществляется в результате взаимодействия сАМР с ката
литическими центрами ФДЭ.

Кинетический анализ ФДЭ сОМР, выделенной в отсутствие ДТТ, 
показал, что гидролиз сОМР происходит в соответствии с принципом 
положительной кооперативности по субстрату, которая, главным об
разом, проявляется во фракциях, сопряженных с пиками активности 
ФДЭ сАМР I и 11 (рис. 3 и 4) и характеризуется значениями коэффи
циента Хилла (п„ 1,6 и 1,3) соответственно. Добавление сАМР к 
реакционной смеси линеаризует кинетическую кривую в координатах 
Лайнуивера-Берка дозозависимым способом. В присутствии 100 мкМ 
сАМР гидролиз сОМР подчинялся кинетике Мпхаэлнса-Мептен; зна
чение К для сОМР составляет при этом 25 мкМ. Следует отме
тить, что эта кривая в исследованном диапазоне концентраций суб-
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страта полностью совпадает с кинетической кривой, описывающей՜ 
гидролиз сСМР под действием ФДЭ, элюируемой во фракциях 52— 
62, соответствующих второму пику активности ФДЭ сСхМР, почти не. 
содержащих ФДЭ сАМР (рис. 3).

Рис. 3. Кинетические характеристики ФДЭ сОМР, выделенной в отсут
ствие ДТТ во фракции № 85 в контроле (1) и при добавлении сАМР в 
концентрациях 25 мкМ (2), 50 мкМ (3) и 100 мкМ (4). Кинетика гидро
лиза сОМР во фракции № 60 (5). Результаты представлены в коорди

натах обратных величин Лайиупвера-Берка

Рис 4 Квиетические характеристики ФДЭ сСМР, выделенной в отсут
ствие ДТТ, во фракции № 35 в контроле (/) и в присутствии 50 мкМ 
сАМР (2). Результаты представлены в координатах обратных в

Лайпуивера-Берка

Положительная кооперативность по субстрату не проявляется 
при гидролизе сСМР в присутствии ДТТ. Кинетика Д с , од 
иако, описывается нелинейным графиком, характеризующимся двумя 
значениями К.» для сСМР: Кт,=2 мкМ 11 К'"-=25 мкМ-

Кинетический анализ ФДЭ сАМР I также показал наличие цен
тров высокого и низкого сродства к субстрату, которым соответствуют
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значения Кт,= 2 мкМ и Кт. = 25 мкМ соответственно. При этом в 
отличие от ФДЭ сОМР, гидролиз сАМР в отсутствие и в присутствии 
ДТТ описывался сходными кинетическими характеристиками.

Ранее нами было установлено, что ФДЭ сОМР во всех выделен
ных пиках является КМ-зависимой [9]. Однако чувствительность к 
активации в присутствии КМ снижалась в отсутствие тиолов в реак
ционной смеси, что сопровождалось появлением активирующего дей
ствия сАМР на гидролиз сОМР. Увеличение активности ФДЭ сОМР 
во времени с момента добавления ДТТ сопровождалось превращением 
активирующего действия сАМР в ингибирующее, а также возникнове
нием утраченной в отсутствие ДТТ чувствительности фермента к КМ.

Полученные данные свидетельствуют о том, что регуляторные ч 
каталитические свойства ФДЭ сОМР, но не ФДЭ сАМР, существенно 
зависят от присутствия тиолов в реакционной среде. Наблюдаемые 
обратимые регуляторные эффекты коррелировали с изменением ак
тивности фермента, что может свидетельствовать об участии катали
тического центра в их осуществлении. Эти данные служат также аргу
ментом в пользу представления о том, что сульфгидрильные группы, 
не подвергающиеся окислению в присутствии ДТТ. находятся в ак
тивном центре или поблизости от пего.

Предварительные эксперименты с высокоочищеиными и гомоген
ными препаратам։։ ФДЭ, проведенные нами в плане изучения олиго
мерной структуры фермента, позволяют предположить, что в отсут
ствие ДТТ происходит ассоциация субъединиц или конформационные 
изменения молекулы ферментного белка, что сопровождается экрани
рованием центра высокого сродства к сОМР. Иными словами, фер
мент в этом состоянии обладает пониженным сродством к сОМР- При 
этом может возникать кооперативное взаимодействие двух других 
каталитических центров, одни из которых специфичен к сОМР (К„,= 
25 мкМ), а другой не обладает специфичностью в отношении суб
стратов и способен гидролизовать как сАМР. так и сОМР. При пол
ном насыщении этого центра либо сАМР. либо сОМР положительная 
кооперативность устраняется; при этом можно наблюдать «работу» 
лишь одного центра (Кт=25 мкМ). В сущности, влияние сАМР на 
усиление гидролиза сОМР выражается в снятии положительной ко
оперативности и приобретении ферментом полной каталитической ак
тивности.

Резкое увеличение каталитической активности ФДЭ сОМР до
стигается также в присутствии добавленных тиолов, которые, вероят
но, индуцируют изменения олигомерой структуры фермета, вызы
вающие нарушение связи между каталитическими центрами I! реак
тивацию ранее экранированного центра высокого сродства к сОМР.

Итак, наличие спадов активности ФДЭ сОМР при концентрации 
субстрата 3 мкМ, выявленных с помощью; ИОХ во фракциях 35—43 и 
75—82 (рис. 1, а), может быть объяснено экранированием центра вы
сокого сродства к сОМР (Кш=2 мкМ) вследствие ассоциации моле
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кул ФДЭ в отсутствие ДТТ, которая наиболее выражена при повы
шенной концентрации ферментного белка (в пиках ферментативной 
активности). Эти спады в совокупности с выходящим во фракциях 
55—65 пиком ФДЭ, проявляющим большую специфичность к сОМР,
создают характерный профиль элюции ФДЭ сОМР с тремя пиками 
активности фермента. Подтверждением этому служат также резуль
таты наших экспериментов, в которых подавление активности ФДЭ 
сОМР II (фракция 60) наблюдалось в присутствии фракций пиков 
активности ФДЭ сАМР I пли ФДЭ сЛМР II, сконцентрированных в 
~ 10 раз (рис. 5).

Рис. 5. Активность ФДЭ сОМР (в %), выделен
ной в отсутствие ДТТ. во фракции № 60 в кон
троле (а) и в присутствии фракций пика ФДЭ 
сАМР I (<5) пли фракции ника ФДЭ сАМР II 
(в), сконцентрированных в 10 раз. Концентра

ция субстрата 3 мкМ

Способность сАМР активировать гидролиз сОМР в указанных ус
ловиях создала весьма благоприятную возможность для изучения дей
ствия конкурентных ингибиторов ФДЭ. Было обнаружено, что тео
филлин—широко известный ингибитор ФДЭ циклических нуклеоти
дов [10, 11]—в концентрациях 5-10 1—10. □ М значительно активи
рует ФДЭ сОМР в отсутствие ДТТ. Внесение ДТТ в инкубационную 
смесь приводило к превращению активирующего эффекта теофилли
на в ингибирующий (рис. 6, а, б). При добавлении тиоловых соеди
нений увеличивается чувствительность ФДЭ сОМР к активации как 
сАМР, так и теофиллином (рис. 6, б). Длительность этого переход 
кого процесса при добавлении 10 мМ ДТТ измеряется часами. Ана
логичным действием обладали и другие известные ингибиторы ФДЭ—- 
кофеин и папаверин. По способности активировать ФДЭ исследован
ные соединения можно расположить в ряд: сАМР>папаверин>тео- 
филлин >> кофеин.

Как и следовало ожидать, указанные ингибиторы подавляли ак- 
тивность ФДЭ сАМР как в отсутствие, так и в присутствии ДТТ 
(рис. 6, в, г). Эти данные также подтверждают неравнозначность ак
тивных центров по отношению к гидролизу сАМР и сОМР.

Недавно было обнаружено активирующее действие 1-метил-З-изо- 
бутилксаптина на циклоиуклеотидзависимую ФДЭ сАМР из печени 
крыс [12]. Однако авторы указывают, что данный эффект специфичен 
лишь для этой формы ФДЭ и не проявляется в отношении КМ-зави- 
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симой ФДЭ из мозга быка. Кроме того, активация метилксаитипами 
не была выявлена при использовании сСМР в качестве субстрата. 
Сообщалось также об активирующем действии метилксантинов на ас
социацию сСМР со специфичными к этому нуклеотиду некаталитиче
скими связывающими участками ФДЭ ряда тканей; гидролиз сСМР 
при этом ингибировался [13—15].

Рис. 6. а—активность ФДЭ cGMP (1, II) и сАМР (III, IV) во фрак
ции № 44 (в %) в отсутствие (I, 111) пли в присутствии (II, IV) 10 мМ 
ДТТ в контроле (□) и прн добавлении теофиллина (10 мМ) (□) . Кон
центрация субстратов 3 мкМ; б—изменение активности ФДЭ cGMP 
(в %), выделенной в отсутствие ДТТ, в контроле (J) ив (Присутствии 
10 мМ теофиллина (2) после добавления ДТТ (10 мМ). По оси абс

цисс—время, прошедшее с момента добавления в пробу ДТТ

В данной работе впервые продемонстрированы условия, в кото
рых наблюдается активация КМ-зависимой ФДЭ cGMP из гипотала
муса быка in vitro под действием метилксантинов, папаверина и 
сАМР. На основании приведенных данных можно сделать заключе
ние о приобретении ферментом в отсутствие ДТТ нового качества, ве
роятно, обеспечивающего его способность подвергаться рйгуляторно- 
му влиянию тех или иных факторов. Можно предположить, что об
наруженные особенности субстратной специфичности ФДЭ являются 
естественным свойством фермента, которое теряется в процессе его 
выделения в присутствии ДТТ.

Предложенная выше кинетическая модель взаимодействия актив
ных центров не является единственно возможной. Нельзя исключить 
участие в рассматриваемых процессах каких-либо отличных от ФДЭ 
белков или других факторов, сопутствующих ФДЭ в процессе ее вы
деления, однако, исходя из полученных нами результатов, приведен
ная выше интерпретация представляется наиболее вероятной. Вы
явленные свойства ФДЭ позволяют пролить свет на часто наблюдае
мые реципрокные изменения уровней циклических нуклеотидов при 
различных патологических состояниях. Можно предположить,, что в 
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условиях in vivo такие эндогенные факторы, как цистеин, глютатиоч 
и др., а также некоторые ферменты, в частности оксидоредуктазы, 
могут оказывать влияние на структурно-функциональное состояние 
ФДЭ в различных системах.

Применение таких фармакологических агентов, как теофиллин, 
кофеин, теобромин, трентал, папаверин, по-шпа и т. д. обычно тормо
зит гидролиз обоих циклических нуклеотидов. Выявленная нами про
тивоположная направленность действия ингибиторов ФДЭ на гидролиз 
сАМР и cGMP в определенных условиях позволяет надеяться па воз
можность их использова1шя для специфичной регуляции некоторых 
•функций организма.

METHYLXANTH1NIS AND PAPAVERINE ACTIVATE 
PHOSPHODIESTERASE OF cGMP

GALOYAN A. A., GURVITS B. Ya.. SHAROVA N. P.
Institute of Biochemistry, Arm. SSR Academy of Sciences, Yerevan

Several peaks of soluble PDE of cyclic nucleotides from bovine 
hypothalanius that have ibeen isolated by ion-exchenge chromatography 
differ In substrate specificity, kinetic characteristics and regulatory pro
perties.

It’s of special interest that calmodulin activated cGMP PDE is ac
tivated by cAMP (1 — 200 .mcM) in the absence of thiol-reduclng agents 
with concommltant drop in the sensitivity to calmodulin. Under these 
conditions theophylline (10՜4—10՜3 M)—a competitive inhibitor of cyclic 
nucleotides PDE—also activates cGMP hydrolysis. Caffeine and papaverin 
exert analogous effect. Treatment of PDE by thiol reagents (DTT or 
2-mercaptoethanol) restores Its sensitivity to calmodulin as well as to 
cAMP and theophylline.

Data obtained make it possible to reconsider conventional classifi
cation of multiple forms .of PDE of cyclic nucleotides.

ЛИТЕРАТУРА

1.
2.

3.

4.

6.
7.

8.

Cheung W. Г. Science, w. 207, p. 19-27, 1980.
Cheung HZ. Y„ Lynch T. J.. Wallace R. W., Tailant E. A. J. Biol. Chern., v. ֊56,

p. 4439-4443. 1981. ... n
Дудкин С. M.. Агаларова M. Б. Циклические нуклеотиды. Тезисы докл. IV Все- 

союзи. симпозиума, с. 54—55, Минск, 1982.
Gurvitz В. Ya., Galoyan A. A. 161h Meeting of FEBS, Abstr., XXIl-050. Mos

cow, p. 448, 1984.
Tucker M. M.. Robinson J. B.. Stelluagen E. .1. Biol. Chern., V. 2a6, p. 905- 

'958, 1981.
Этингоф p. H„ Думлер И л укр б11охнм. жур„„ т. 53. c. 28-43, 1981.
Доиту о. H.. Rosebrouch N J., Farr ,1. /.. Randall R. L. J- Biol. Chern., v. 193, 

P- 265—275, 1951.
I алоян А. А., Гурвиц p Я.-Вест. Акад. мед. наук СССР, т. 9, с. 64—69, 1982.

147



9. Галоян А. А., Гурвиц Б. Я., Шарова Н. П. Нейрохимия, т.-4, с. 56—60, 1985.
10. Sutherland Е. W., Rall Т. W. J. Biol. Chem., v. 232, р. 1077—1091, 1958.
И. Beavo J. A., Rogers N. L.t Cr off ord О. B.. Hardman J. G., Sutherland E. 1ГЛ, 

Newman E. V. Mol. Pharmacol., v. 6, p. 597—503, 1970
12. Erneux C., Couchie D., Dumont J. E., Jastorff B.—In: Advances in Cyclic Nnc- 

cleotide and Protein Phosphorylation Research (cds. S. J. Strada, W. J. Thomp
son), v. 16, p. 107 — 118, Raven Press, N. Y. 1984.

13. Coquil J.—F., Franks D. J., Wells J. N., Dupuis M., Hamet P. Biochim. et biop- 
hys. acta, v. 631, p. 148—165, 1980.

14. Francis S. H., Lincolin T. Л1., Corbin J. D. J. Biol. Chem., v. 255, p. 620 — 626, 
1980.

15. Yamazaki A., Sen J., Bitensky M. W-, Casnellie J. E., Greengard P. J. Biol. 
Chem., v. 255, p. 11619 — 11624, 1980.

Поступила 17. XI 1985

148
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т. 5, № 2, 1986

УДК 591.543.42 + 612.822.1

БЕЛКИ И РНК В СИСТЕМЕ НЕЙРОН-НЕЙРОГЛИЯ 
СУПРАОПТИЧЕСКОГО ЯДРА ГИПОТАЛАМУСА ГОЛОВНОГО

МОЗГА СУСЛИКА В ДИНАМИКЕ ЗИМНЕЙ СПЯЧКИ

ДЕМИН И. И., •ШОРТАНОВА Т. X., *ГОЛОВИНА Т. Н., РУБИНСКАЯ Н. Л. 
Лаборатория функциональной нейрохимии Института физиологии им. И. П. Павлова 
ЛИ СССР, Ленинград; * Кафедра биохимии Кабардино-Балкарского государственно

го университета, Нальчик

В цитоплазме нейронов супраоптического ядра гипоталамуса сусликов в период 
глубокой зимней спячки (в декабре) выявлено значительное снижение концентра
ции белков и особенно их содержания в расчете на одну клетку. В глиальных клет
ках-сателлитах в декабре концентрация белков была такой же, как у контрольны 
не впадавших в это время в спячку животных, а абсолютное содержание белков не
сколько снижалось. В цитоплазме нейронов количество РЫК снижалось параллель
но изменению количества белков; уменьшалось оно и в глиоцитах. Незадолго до 
пробуждения (в марте) концентрация белков в цитоплазме нейронов падала еще 
ниже ври неизменной величине уменьшения абсолютного содержания белков; была 
сниженной в это время и» концентрация белков в глиоцитах. Содержание РНК на 
1 клетку в цитоплазме нейронов в марте немного возрастало при стабильно снижен

ной их концентрации. В глиоцитах в марте содержание РНК на одну клетку достига
ло августовского уровня при остававшейся немного пониженной их концентрации.

Зимняя спячка (естественный гипобиоз) у ряда теплокровных жи
вотных в противоположность холодовому оцепенению низших и искус
ственной гипотермии высших (включая человека), является состоя
нием, характеризующимся весьма эффективной терморегуляцией на 
определенном сниженном уровне. Согласно удачному определению Ти
мофеева [1], гипобиоз—это «устойчивое функциональное состояние 
сниженной жизнедеятельности и обязательно со стабилизированным 
теплообменным гомеостазом». В то же время, благодаря определен
ным нейроэндокринным механизмам в соответствии с генетически за
крепленным цирканнуальным ритмом, зимоспящие животные обла
дают способностью в надлежащее время спонтанно самосогреваться 
и выходить из состояния гибернации [2, 3].

Детальное изучение динамики зимней спячки привлекает все 
большее внимание не только с общебиологической точки зрения, но и 
учитывая практическое значение такого стабильного ооратимого есте- 
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•ственного состояния с глубоким торможением метаболических процес
сов֊ Однако именно в нейрохимическом отношении-зимняя спячка еще 
мало изучена, имеются лишь фрагментарные данные, в частности в 
области белково-нуклеинового метаболизма в различных структурах 
головного мозга [4]. При этом особый интерес вызывает его стволо
вая часть.

Ранее нами была дана количественная характеристика белков и 
РНК в нейронах и их глиальных клетках-сателлитах дорзального яд
ра шва при зимней спячке [5]. Эта серотонинергическая структура 
привлекала внимание, поскольку ее активность играет особо важную 
роль в механизмах как естественного спа [6], так и зимней спячки 
[3, 7]. Казалось желательным для сопоставления именно у тех же са
мых подопытных животных провести подобное исследование клеток 
супраоптического ядра (СОЯ) гипоталамуса, нейросекреторной струк
туры, белково-нук.теиновый метаболизм которой значительно активи
руется при действии стрессорных факторов, существенно блокируемо
го при гибернации с ее выраженной сенсорной депривацией. Резуль
таты такого исследования и изложены в настоящей статье. Некото
рые из полученных данных были опубликованы ранее в предваритель
ных сообщения.՝; [8, 9].

Материалы и методы

Опыты проводили па малых кавказских сусликах (Citellus pygniaeus Pall.). Жи
вотные были отловлены в августе в районе Чегемского ущелья Кабардино-Балкар
ской АССР на высоте 500—600 м над уровнем моря. Результаты, полученные при 
исследовании проб, взятых сразу после отлова у группы таких сусликов, служили 
общим контролем как летние данные (К։). Позднее, при содержании группы живот
ных при 4—10° (температуре, близкой в то время к наружной), в естественные сро
ки (в середине октября) эти животные впадали в спячку.*Часть контрольных сусли
ков, оставленных в виварии при 21° и не впадавших в связи с этим в спячку, исоле- 
дозали одновременно со спавшими в декабре (К2). а другую часть—в марте (К3). 
Ректальная температура у этих контрольных животных составляла 36—37°, тогда 
как у сусликов, находящихся в эти сроки в состоянии зимней спячки—4—6°. В 
декабре имел место период глубокой зимней спячки, а в марте уже наступал период 
подготовки к пробуждению. В эти сроки соответствующих контрольных и спавших 
сусликов быстро декапитпровали.

Небольшие кусочки мозга, включавшие гипоталамус, фиксировали в течение 
1,5 ч в фиксаторе Бродского, затем обезвоживали по общепринятой схеме и зали
вали в парафин. Срезы участков, в которых находилось .СОЯ (толщиной 6—8 мкм), 
окрашивали галлоциашпюм—хромовыми квасцами для выявления нуклеиновых кис
лот или амидо-черным 10 Б для выявления общих белков. Концентрацию этих ком
понентов отдельно в нейронах (в их цитоплазме) н в их глиальных клетках-сател
литах (в клетках целиком) СОЯ определяли цитоспектрофотометрически. Для этого оп
тическую плотность объектов исследования измеряли на МУФ-5 при длинах волн 
585 нм для нуклеиновых кислот и 620 нм для белков. Абсолютное содержание дан
ных компонентов на одну клетку рассчитывали как произведение величины оптиче
ской плотности на величину определяемого в этих целях объема цитоплазмы ней
ронов или целого глиоцита и выражали в относительных единицах [10, II]. На сре
зах проб мозга в клетках СОЯ каждого из 5—6 входивших в одну группу животных 
исследовали по 20 клеток. Так как содержание ДНК в отдельных клетках постояи- 
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но, то все изменения количества нуклеиновых кислот относили за счет РНК. Ста
тистический анализ полученных данных проводили по Стьюденту-Фишеру. Исследо
вания клеток СОЯ проводили в головном мозгу тех же сусликов, у которых, как 
было уже указано, исследовали клетки дорзального ядра шва [5].

Результаты и обсуждение

Как показали проведенные нами исследования, в еличины кон-
центрацип и содержания на одну клетку белков и нуклеиновых 
кислот в цитоплазме нейронов и в глиоцитах СОЯ животных групп 
Кг и Кз отличаются от величины Кь Полученные средние величины 
концентрации и содержания на 1 клетку белков и нуклеиновых кислот 
представлены в табл. 1, а результаты определений соответствующих 
величин объема—в табл. 2. (см. ниже). В декабре у не спавших в это 
время сусликов содержание на 1 клетку белков в цитоплазме нейро
нов СОЯ заметно снижалось по сравнению с Кь но благодаря сокра
щению объема цитоплазмы концентрация белков уменьшалась не 
так выражение (табл. 1). В марте при таком же снижении концентра-

Таблица 1
Концентрация и содержание на I клетку белков и нуклеиновых кислот в цито
плазме нейронов и в их глиальных клетках-сателлитах супраоптического ядра ги
поталамуса головного мозга сусликов, невпадавших в зимнюю спячку в декабре 

марте (в усл. ед.) _______

Время 
исследования Концентрация Содержание Концентраты Содержание

Август (К,) 
Декабрь (К.)

% к К,՜
Март (1<3)

% к К,

Цит

Белк и

0,79+0,01
0,73+0.01

—8%, р--0,01
0,73+0.01

—8%, р>0,05

□плазма нейронов

639+21
545+18

—15%. р<0.001 
588+18

-8%, р>0,05

Нуклеиновы

0,41+0.01
0,41+0,01

+0%
0,41+0.01

+0%

е кислоты

332+12
306+11

— 8%. р>0,05 
330+10

±0%

Август (К,)
Декабрь (К.)

% к К.”
Март (К3) 

% к К,

0.69+0,01
0,58+0.01

— 16%. р<0.001 
0,57+0.01

-17% , р<0,001

Г л И О ц и т ы

90+3
74+3

-17%. р<0,001
68+2

—24% , р<0,001

0 33+0,01 
0,35+0,01

֊6%. р>0,05 
0.35+0.01

-6%. р>0,05

43+2
45+2

+4% , р>0,05 
42+2

—3% , р>0,05

Нии белков их содержание на 1 клетку в цитоплазме нейронов не
сколько повышалась, и его отличие от августовских данных (К։) ста
новилось уже недостоверным. В то же время в глиоцитах сниженное 
в декабре содержание белков в марте падало еще больше. Как в де
кабре, так и в марте в глиоцитах уменьшалась и концентрация бел
ков. Что же касается РНК, то и в декабре, и в марте как их концен
трация, так и абсолютное содержание не изменялись по сравнению с 
летними данными и в нейронах, и в глиоцитах.
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Тем не менее у бодрствовавших в декабре и марте сусликов про
явился ряд отличий по сравнению с августовскими данными, причем 
они касались количества белков в клетках СОЯ—распад белков пре
валировал над их синтезом при стабильности количественных харак
теристик РНК. При этом данные, установленные в тот период, когда 
в естественных условиях суслики, находящиеся в зимней спячке, го
товятся к выходу из нее (в марте), практически не отличались от 
найденных в декабре, когда суслики в обычных условиях их сущест
вования находятся в глубокой зимней спячке.

Есть основания полагать, что сниженные величины абсолютного 
содержания (па 1 клетку), а также и концентрации белков (особенно 
в глиальных клетках-сателлитах) при нормальных количественных 
характеристиках РНК могут свидетельствовать [12] об определенном 
подавлении метаболизма белков в нейронах СОЯ у бодрствовавших 
сусликов в тот период, когда в естественных условиях они должны 
-были бы находиться в состоянии зимней спячки.

Средние данные о содержании на 1 клетку и концентрации бел
ков и РНК в цитоплазме нейронов СОЯ и в их глиальных клетках- 
сателлитах в динамике развития зимней спячки у сусликов в процен
тах от контрольных величин (К1, Кг и Кз) приведены на рис. 1.

Эти данные показывают, что в период глубокой спячки (в дека
бре) значительно снижалось абсолютное содержание белков в цито
плазме нейронов как по отношению к августовским данным (К1)> так 
и по сравнению с декабрьским контролем (Кг); концентрация белков 
снижалась в меньшей степени (из-за одновременного сокращения 
объема цитоплазмы). В глиоцитах же в декабре также было отмече
но выраженное снижение абсолютного содержания белков по сравне
нию с К1, но достигавшее лишь предела достоверности по сравнению 
•с Кг; по концентрации белков глиоциты в декабре не отличались 
от Кг.

В период, предшествующий выходу из спячки (в марте), содер
жание белков на 1 клетку в цитоплазме нейронов продолжало оста
ваться иа том же низком уровне, что и в декабре, на фоне существен
ного дополнительного падения их концентрации. Приблизительно та
кую же картину наблюдали и в глиоцитах.

В декабре в нейронах были установлены количественные измене
ния РНК, практически полностью аналогичные описанным для бел
ков. В марте же происходило некоторое повышение содержания РНК 
на 1 клетку, а концентрация РНК дополнительно не падала вместе с 
концентрацией белков, оставаясь иа уровне декабрьских величии. В 
глиоцитах в декабре снижалось не только абсолютное содержание 
РНК (приблизительно на столько же, как и в нейронах), но и их кон
центрация (по сравнению и с Кг, и с К1). В марте при относительной 
стабильности сниженной величины концентрации РНК абсолютное 
их содержание, возрастая, практически достигало контрольных вели
чин (К| и Кз).
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Итак, в период глубокой зимней спячки резкое падение абсолют
ного содержания как белков, так и РНК' в цитоплазме нейронов СОЯ 
четко коррелировало с близкими по величине изменениями количест
венных характеристик РНК также и в глиоцитах, но на фоне близ
ких к соответствующему контролю (Кг) количественных величин бел
ков в последних. Такие отношения в системе нейрон—нейроглия мо
гут указывать па выраженное угнетение белково-нуклеинового мета
болизма в нейронах, несмотря на поддержание достаточно высокой

в марте (/ и 2) 

концентрации белков в глиальных клетках-сателлйтах. В свою оче
редь, это (может быть связано с торможением функциональной актив
ности нейронов СОЯ при глубокой зимней спячке. В мартовский же 
период подготовки к выходу из олячки на фоне все еще сниженного, 
абсолютного содержания белков в цитоплазме нейронов и уменьшен
ной их концентрации в глиоцитах уже происходило накопление РНК 
в нейронах, и особенно в глиоцитах. Только это последнее явление и 
может служить показателем подготовки к нормализации белково-ну-
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клеинового метаболизма СОЯ для выполнения его 'высокой нейросек
реторной 'активности в условиях действия многих стрессорпых факторов 
вслед за выходом животных из состояния зимней спячки.

Полученные нами данные, касающиеся содержания РНК в цито
плазме нейронов СОЯ на 1 клетку при зимней спячке у сусликов, ча
стично согласуются с результатами работы Семешиной и Певзнера [13]. 
в частности с констатацией значительного его снижения в декабре в 
процентах от К» з нашей работе и в процентах от средней годовой ве
личины в работе указанных авторов. Но нами не было установлено 
столь большого подъема (выше средней годовой величины) ■' содержа
ния РНК в марте, который, как указано в вышеприведенном исследова
нии, наблюдали в апреле [13]. Главное, в наших экспериментах не 
был подтвержден факт резкого подъема (приблизительно иа 80% выше 
средней величины) содержания РНК в глиоцитах в декабре. Чем объяс
няется такое значительное расхождение результатов, предположить 
трудно—это вряд 1И может быть евязанр с различными контролями, 
а также и с видовыми различиями исследованных сусликов (СЯеПпз 
егуЦ1го§епу< в опытах Семешиной и Певзнера и СНеНиз ру^пшенз—в 
наших'.

Системы нейрон-нейроглия СОЯ по1 -заторможенности белково- 
иуклеинового метаболизма в них в динамике зимней спячки значи
тельно отличаются по тем же показателям от дорзального ядра шва 
[5]. В последнем в период: глубокой спячки в нейронах и глиоцитах 
снижались величины абсолютного содержания и концентрации лишь 
белков, тогда как эти количественные показатели РНК в нейронах 
оставались на уровне контррЛьных данных՛ (как Ко так й Кг), а в 
глиоцитах в это время концентрация и абсолютное содержание РНК 
даже существенно превышали контрольные величины. В марте же в 
цитоплазме нейронов дорзального ядра -шва- (происходило такое на
коплений белков и особенно՛ РНК, что соответствующие величины ста
новились значительно выше контрольных! тогда- как в глиоцитах кон
центрация и абсолютное содержание РНК нормализовались. Накоп
ление РНК в цитоплазме нейронов в это время, возможно, шло за счет 
РНК, предварительно накопленных в глиоцитах.

Эти нейрохимические данные отчетливо подчеркивают глубокие 
различия в функциональной активности СОЯ гипоталамуса и дорзаль
ного ядра шва при зимней спячке. Роль последнего, видимо, действи
тельно активна при этом состоянии, тогда как роль СОЯ именно в ци
тохимическом отношении более пассивна—метаболизм белков в его 
нейронах явно заторможен.

В табл. 2 сведены средние результаты определений величины 
объема цитоплазмы нейронов и цельных глиоцитов СОЯ У бодрство
вавших сусликов в августе, декабре и марте и у животных три зимней 
спячке в последние два срока, а также результаты определений объе
ма и клеточных ядер исследованных нейронов. Величины объема цито
плазмы нейронов и объема глиоцитов были необходимы для вычпеле- 
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ния содержания белков и РНК на 1 клетку. Но кроме этого, резуль-т 
таты определения объема цитоплазмы нейронов и их ядер в отдель
ности вызывают и некоторый самостоятельный интерес. Сдвиги объе
ма клеток в целом и их морфологических составных частей могут слу
жить одним из механизмов регуляции концентрации в них биохимиче
ских компонентов, а тем самым и интенсивности тех биохимических 
процессов» в которых они принимают участие.

Таблица 2
Величина объемов клеточных ядер и цитоплазмы нейронов, а также цельных 

глиоцитов супраоптического ядра гипоталамуса головного мозга сусликов при 
бодрствовании в августе, декабре и марте и при зимней спячке (в декабре 

и марте), мкмЗ

Время 
исследования

Н е и р о и ы
Глиоциты.

ядра цитоплазма

При бодрствова
нии:

Август (К,) 176+9,0 809+28,0 130+4,0
Декабрь (К.) 178+10,0 747+25,0 128+4,0

% к К, + 1%. р>0,05 ֊8%. р>0,05 —2% . р>0,05
Март (1<3) 298+17.0 805+21,0 119+3,0

% к К, +69%, р<0,001 +0% —8%, р>0,05՛
При зимней спяч

ке:
Декабрь 175+9,0 582+25,0 112+3,0

% к К, — 1% , р>6,05 —28%, р<0,001 -14% , р<0,001;
% к К. —2 % , р > 0,05 -22%. р <0.001 — 12%. Р<0.01

Март 299+18,0 748+24,0 135+3,0
% к К, + 70% , р<б.001 —7% , р>0,05 +4% , р>0,05

-[-12%, р<0,01% к К3 +6% — 8%, р>0,05

Данные, приведенные в табл. 2, .показывают, что величины объема: 
как цитоплазмы, так и ядер нейронов в декабре у контрольных сусли
ков, избежавших зимней спячки в это время (К2), практически не от
личались от летних данных (К>). Но обращает на себя внимание тре._ 
вычайно резкое повышение объема ядер нейронов у контрольных нс 
спавших в .марте животных (Кз) при фактически полном совпадении 
величин объема цитоплазмы в этот период с величинами Кь Объем 
глиальных клеток-сателлитов у контрольных животных (К2 и Кз) как 
в декабре, так и в марте, не отличался от августовских данных (К1).

Глубокая зимняя спячка у сусликов в декабре сопровождалась 
существенным сокращением объема цитоплазмы нейронов по. сравне
нию как с величиной Кь так и Кг. тогда как объем ядер нейронов в 
это время не отличался от Кь Вызывает интерес тот факт, что при 
отсутствии достоверных отклонений величин объема цитоплазмы ней
ронов в марте по сравнению и с мартовским (Кз), ” с августовским 
(К|) контролямн величина объема ядер нейронов при зимней спячке 
в марте оказалась увеличенной по сравнению с К1 ровно на столь же 
большую величину (70%), как и объем՜ ядер У соответствующих кон
трольных, не спавших в это время сусликов (Кз). Следовательно, при 
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этом проявилось ведущее значение именно сезонного цикла—величина 
объема ядер нейронов СОЯ незадолго до пробуждения животных оди
наково резко повышалась как при нормотермпи и других проявлениях 
активной жизнедеятельности, так и у сусликов, находившихся еще в 
состоянии зимней спячки со значительно сниженной температурой те
ла. Объем глиоцитов при зимней спячке в декабре был ниже соответ
ствующих контролен (К1 и Кг), но в марте уже не отличался ог К| и 
превышал мартовский контроль (Кз)-

Рис. 2. Вариационные кривые величин концентрации (оптической плот- 
ности) белков в цитоплазме нейронов (/) и в их глиальных клетках-са
теллитах (//) супраоптического ядра гипоталамуса головного мозга сус
ликов при бодрствовании в августе (1), в декабре и в марте (2) и при 
зимней спячке в декабре и марте (3). По оси абсцисс—концентрация в 
усл. ед.; по оси ординат—число клеток в % от общего числа исследован

ных клеток, принятого за 100

Определения объема ядер нейронов СОЯ при зимней спячке сус
ликов (.СЯеПиз erithгogeпys) в связи с изучением сезонной динамики 
состояния их гипоталамо-гипофнзарной нейросекреторной системы бы
ли ранее произведены Юрисовой [14]. Согласно данным этого автора, 
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при глубокой спячке в декабре объем ядер был ниже по сравнению с 
августовскими величинами приблизительно на 20%. Позднее он на
чинал повышаться, достигая в марте максимальной величины, прибли
зительно на 30% превышавшей установленную в августе. Таким обра
зом, результаты определений величин объемов клеточных ядер СОЯ 
в нашей работе совпадают с приведенными данными в отношении на-

3. Вариационные кривые величин концентрации (оптической плот
ности) нуклеиновых кислот в цитоплазме нейронов (!) и в их глиальных 
клетках-сателлитах (И) супраоптического ядра гипоталамуса головного 
мозга сусликов при бодрствовании в августе (1). в декабре и в марте (2) 
и при зимней спячке в декабре и в марте (3). По осн абсцисс концентра
ция в усл. ед.; по оси ординат число клеток в % от общего числа исследо

ванных клеток, принятого за 100.

до марта. Следует, одна-правленности сдвигов при спячке от д 1 я ие подтвердили опи- 
'«>, отметить, что проведенные нами .шелед в
санного в цитируемой работе умець о с00Т110ше1111Ях между

Привлекают также внимание и д |10Й концентрацией
числом клеток (нейронов и глиоцитов; с 1
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белков и РНК в условиях наших опытов. Данные, полученные при ис
следовании распределения клеток по концентрации белков, приведены- 
на рис. 2. Можно видеть, что период глубокой спячки сопровождался 
заметным уменьшением разброса нейронов с разной концентрацией 
белков в их цитоплазме, характеризуясь отчетливым пиком, смещен
ным в сторону с меньшей концентрацией. При этом кривая распреде
ления напоминала таковую у контрольных животных в декабре. То 
же самое наблюдали и в случае глиоцитов. В марте же пик кривой 
распределения нейронов у не спавших՛ сусликов (Кз) был близок по 
расположению к тому, который наблюдался в августе (К։), тогда как 
у животных, находившихся в это время еще в с.пячке, при увеличе
нии разброса данных пик смещался в сторону еще меньших величин 
концентрации белков, чем в декабре. Что касается глиоцитов в марте,, 
то при увеличении разброса данных в контроле он увеличивался и 
при зимней спячке, причем так же, как и в нейронах, со смещением 
пика в сторону меньших величин концентрации белков.

Данные, полученные при подсчете числа клеток с различной кон
центрацией РНК, приведены на рис. 3. Оказалось, что при глубокой 
спячке в декабре уменьшался также разброс величин концентрации 
РНК в цитоплазме нейронов, но при меньшем сдвиге пика влево. В- 
глиоцитах при этом пик концентрации РНК также сдвигался влево. 
В марте картина распределения нейронов с разной концентрацией 
РНК была такой же, как и в декабре, по с еще меньшим разбросом 
данных. То же можно отметить и в отношении глиоцитов.

Соответствующие данные, полученные при исследовании клеток 
дорзального ядра шва [5], были существенно иными: пик мартовских 
величин в случае белков в нейронах даже превышал величину Ki при 
близких к ней величинах, установленных при изучении глиоцитов. То
же было характерным и для распределения клеток с разной концен
трацией РНК.

Таким образом, изучение распределения клеток СОЯ с развой 
концентрацией белков и РНК, также указывает па угнетение мета
болизма РНК и, главным образом, белков как в нейронах, так и в 
глиоцитах при зимней спячке, особенно в периоде, близком к выходу 
из нее.

PROTEINS AND RNA IN THE SUPRAOPTIC NUCLEUS SYSTEM 
NEURON-NEUROGLIA IN GROUND SQUIRRELS DURING 

HYBERNATION

DOEMIN N. N„ S1IORTANOVA T. Kb., GOLOVINA T. N., 
RUBINSKAYA N. L.

Laboratory of Functional Neurochemistry, I. P. Pavlov Institute of Physiology, 
USSR Academy of Sciei^es, Leningrad; Chair of Biochemistry, 

Kabardino-Balkarsk State University, Nalchik

Protein concentration and protein amount per cell decreased dras
tically in the cytopiasma of n. supraopticus neurons ։t the peak of hi- 
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bernation—in December; in glial cells-satellites protein concentration did 
not change, the protein amount per cell being a bit diminished. The 
RNA amount per cell diminished In neuron cytoplasm as well as in 
gliocytes. On the eve of wakening (in March) protein concentration in 
neurons diminished some more, the amount of protein per cell remaining 
unaltered; protein concentration in gliocytes dropped as well. The RNA 
amount per cell increased a bit in neurons in March, its concentration 
remaining at low level; In gliocytes in March RNA amount per cell 
nearly reached the August level, its concentration being a little low.
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НЕИРОХИМИЛ
т. 5, № 2, 1986

УДК 577. П 5.7.
взаимодействие ганглиозидов с медью

ТУМАНОВА С. Ю.. НАЛБАНДЯН Р. М.Физиологический институт им. А. А. Ухтомского ЛГУ им. А. А. Жданова, Ленинград Институт биохимии АН АрмССР, ЕреванГанглиозиды из мозга свиньи и больного с диагнозом «болезнь Тея-Сакса» имеют два центра связывания меди, которые различаются ио сродству. Метолом ЭПР показано, что наблюдаются существенные изменения в сродстве к меди одного из этих центров в случае ганцлиозидов из патологического мозга.
Значение меди для НС не исчерпывается ее важной ролью в 

функционировании окислительно-восстановительных ферментов, таких 
как цитохромоксидаза, еуперокснддис.мутаза, дофамин-0-гидрокснла- 
за. В последнее десятилетие из нервной ткани были выделены новые 
медьсодержащие белки (альбокупреины, нейрокупреин), роль кото
рых пока не выяснена [1]. Эти белки не обнаружены в других жи
вотных тканях. Наличие специфических медьсодержащих белков дает 
основание предположить, что обмен меди в нервной ткани имеет свои 
особенности, для выяснения которых представляется необходимым 
изучение взаимодействия ионов меди с различными компонентами 
нервной ткани.

Как известно, гликолипиды, и в частности ганглиозиды, являются 
теми компонентами нервной ткани, которые во многом определяют 
поверхностные свойства клеток [2]. Поэтому изучение взаимодействия 
ионов меди с гликолипидами может представлять интерес для выясне
ния механизма транспорта меди между клетками. Кроме того, многие 
медьсодержащие белки и ферменты являются гликопротеидами. Зна
чение их углеводной компоненты в связывании меди является пробле
матичным, и взаимодействие меди с различными углеводсодержащи
ми компонентами клеток заслуживает также более подробного иссле
дования. В данном сообщении мы приводим результаты изучения взаи
модействия ионов меди с ганглиозидами.

Материалы и методыВ работе использованы ганглиозиды, полученные из мозга свиньи и больного подростка с диагнозом «болезнь Тея-Сакса» [3]. Содержание индивидуальных ганглиозидов в препаратах из этих источников сравнено в табл. 1.
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Ганглиозиды растворяли в деионизированной воде в концентрации 20—25 мг/.мл, и эти растворы титровали 10-2М Си+2- После добавления аликвотов меди смесь инкубировали в течение 5—10 мин при комнатной температуре. Затем регистрировали сигналы ЭПР смесей, содержащих различные концентрации меди. Запись сигналов ЭПР проводили на приборе Е-4 («Varian», США) в кварцевых трубках с внутренним диаметром 4 мм. Условия регистрации сигналов были подобраны таким образом, чтобы избежать эффектов, связанных с насыщением образцов и «пе- ремодуляцпей» (мощность—10 мВт, амплитуда модуляции—6,3 тс). Частота микроволнового излучения составляла 9,37 Ггц, постоянная времени—0,3 с, температура— 160°.Оптические спектры растворов ганглиозидов и их комплексов с медью регистрировали на* спектрофотометре М-26 («Весйтап», Австрия) в кварцевых кюветах с длиной оптического пути 1 см. Спектры получены при комнатной температуре. Добавление меди к растворам ганглиозидов не приводило к появлению заметного помутнения.
Результаты исследования

В отличие от гидратированной меди (раствор хлорида меди в во
де), медь в присутствии ганглиозидов обнаруживает сигнал ЭПР ак
сиальной формы с выраженной сверхтонкой структурой в параллель
ной области спектра (низкие поля). Сигналы ЭПР гидратированной 
меди и меди в присутствии ганглиозидов сравнены на рис. 1. Уже не
посредственно из сравнения форм наблюдающихся сигналов можно 
заключить, что ионы меди взаимодействуют с ганглиозидами, то есть 
образуют комплексы типа двухвалентная медь—ганглиозид, о чем сви
детельствуют также оптические спектры. В присутствии ганглиозидов 
в оптическом спектре появляется широкая асимметричная полоса с 
максимумом вблизи 620—660 нм.

При более подробном рассмотрении спектров ЭПР смесей ган
глиозиды—медь было выявлено, что число компонент сверхтонкой 
структуры в параллельной области спектров превышает 4. Если бы в 
этих смесях обнаруживался один тип комплексов меди с ганглиозида
ми, то наблюдалось бы только 4 линии, поскольку ядерный спин ме
ди равен 3/2- Как видно из низкопольной части спектра, показанной па 
рис. 2, отчетливо наблюдаются 6—7 .компоненты сверхтонкой структу
ры. Это означает, что в смесях медь—панглиозиды образуются по мень
шей мере 2 типа комплексов, различающихся по параметрам сигна
лов ЭПР (g-факторы, величины сверхтонких расщеплений, шири
ны линий) . Характерно, что для ганглиозидов из мозга свиньи 
была получена аналогичная картина, свидетельствующая об образо
вании двух типов комплексов с медью.

Мы попытались определить стехиометрию образовавшихся комп
лексов, титруя растворы ганглиозидов медью и регистрируя изменения 
формы сигнала ЭПР, в частности в низкопольной (параллельной) об- 
•■'асти. На рис. 3 приведены наблюдающиеся изменения формы линии 
крайней компоненты при увеличении концентрации меди в смеси. Эта 
компонента содержит два максимума, соотношение интенсивностей 
между которыми значительно изменяется с изменением концентрации 
меди. В исследованном диапазоне концентраций меди (от 10 До 
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10՜’ М) соотношение между интенсивностями этих двух максимумов 
изменяется примерно в 3 раза, причем увеличивается интенсивность, 
главным образом, левого из этих двух максимумов, тогда как интен
сивность правого практически не возрастает. Таким образом, правый 
максимум принадлежит комплексу меди с ганглиозидами, характери
зующемуся более высоким сродством к меди, а левый максимум—ком
плексу со сравнительно низким сродством.

Рис. 1. Сравнение форм сигналов ЭПР гидратированной меди (/) и комплекса меди с ганглиозидами свиньи (2). Содержание меди 2.10՜ 
Рис. 2. Низкопольная область спектра ЭПР комплекса меди с ганглиозидами свиньи. Стрелки одинаковых размеров указывают на компоненты, принадлежащие одному и тому же типу комплекса меди

Для комплекса с высоким сродством к меди удалось определить 
.его стехиометрию- Если среднюю величину Мг ганглиозида принять 
за 1500, то этот комплекс соответствует примерно стехиометрии 1:1, 
то есть один атом меди связан с каждой молекулой ганглиозида. Уве
личение концентрации меди не изменяет концентрации этого комплек
са, однако способствует ее взаимодействию с другими медьсвязываю- 
щими участками в ганглиозидах. Таким образом, при более высоких 
концентрациях меди возникают также комплексы со стехиометрией 
медь/ганглиозид больше 1,0. Последние характеризуются меныней ве
личиной константы сверхтонкого расщепления (А1։=150 э), тогда 
Как. комплексы с высоким сродством (правый максимум) имеют ббль- 
щую величину константы сверхтонкого расщепления (А п =180 э). 
При добавлении к ганглиозидам мозга свиньи меди в крайне высоких 
концентрациях (10՜2 М и выше) помимо двух рассмотренных сигна
лов в спектре ЭПР появляется широкая одиночная линия, соответ
ствующая свободным (не связанным с ганглиозидами) ионам меди. 
Следовательно, указанные два центра связывания, по-видимому, ис
черпывают возможности взаимодействия меди с ганглиозидами. 
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Рис. 3. Изменение формы крайней ппзкополыюй компоненты сигнала ЭПР в присутствии различных концентраций меди. Ганглиозиды из мозга свиньи
Рис.. 4. Сигнал ЭПР. наблюдающийся при щелочной обработке комплексов меди с ганглиозидами свиньи

Рис. 5. Спектр ЭПР комплекса меди с патологическим наоором ган- 
Рис к г глнозндов. Сод'Р^";'е ”С^'Халов ЭПР комплексов 
Рис. 6. Сравнение формы низкопольнон мсти меди с патологическими ганглиозидами (2) и 1?"г֊™°3 ' св"н 
(1) при одной и той же концентрации меди (2- •' 11 кривыхтитрования медью ганглиозидов свиньи ( △ ) " 1аиглИозндов моз1а ооль кого -А-, прослеженное по изменению отношения интенсивностей левого и правого максимума крайней низкопольнон компоненты (б)
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■Комплексы меди с ганглиозидами были устойчивы лишь в слабо
кислых средах. В щелочной среде они быстро разрушались, о чем 
свидетельствовало резкое изменение формы сигнала ЭПР. Возникаю
щий при этом сигнал (рис. 4) соответствует сигналу, обычно наблю
дающемуся в щелочных растворах двухвалентной меди. Его форма 
не зависела от того, добавлялась ли щелочь к комплексам с высоким 
или низким сродством к меди. Однако наблюдающиеся изменения 
были обратимы, если нейтрализовывали избыток щелочи.

Мы обнаружили, что связывание меди с ганглиозидами из мозга 
•больного с клиническими симптомами болезни Тея-Сакса также проис
ходит по двум центрам в молекуле ганглиозида, как это характерно 
для ганглиозидов из мозга свиньи. Наблюдающийся спектр также 
имеет аксиальную форму (рис. 5). Однако взаимодействие меди с ган
глиозидами из патологического мозга отличается тем, что второй свя
зывающий центр в ганглиозидах мозга больного, вероятно, имеет бо
лее низкое сродство к меди, чем в ганглиозидах мозга свиньи. Такой 
вывод можно сделать из сравнения формы низкопольной компоненты 
сверхтонкой структуры спектров ЭПР изученных ганглиозидов и за
висимости отношения интенсивностей двух максимумов низкопольной 
компоненты (рис. 6). Как видно, при одной и той же концентрации 
меди ганглиозиды мозга больного слабее связывают медь по второ
му центру.

Обсуждение результатов

Наличие двух медьсвязывающих центров в растворах ганглиози
дов, вероятно, обусловлено особенностями молекулярного строения 
ганглиозидов, а не связано с образованием в растворах ганглиозидов 
надмолекулярных образований типа мицелл. Действительно, хотя ве
личины критических концентраций мицеллообразования (КК'М) для 
ганглиозидов весьма низки [4] и образование мицелл наблюдается 
уже при сравнительно низких ионных силах, однако описанные опыты 
были проведены в дистиллированной воде в отсутствие солей. По-ви- 
димому, двумя медьсвязывающнми участками в молекуле ганглиози
да являются углеводная и жирнокислотная части. Способность угле
водов связывать многие тяжелые металлы и, в частности медь, хоро
шо известна. Структурные различия между ганглиозидами мозга 
свиньи и -больного (таблица), вероятно, способны объяснить наблю
давшиеся различия в связывании ионов меди ганглиозидами нормаль
ного и патологического мозга. Однако в настоящее время трудно вы
двинуть какие-либо конкретные предположения о структуре этих ком
плексов. об участии тех или иных групп ганглиозидов в связывании 
меди. Тем не менее, представление о вовлеченности в комплексообра
зование ацетилнейраминовой кислоты представляется очевидным, В 
частности, участие карбоксильных групп ацетилнейраминовой кислоты 
в связывании Са2 + было четко показано [5]. Изучение электрических 
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свойств пленок ганглиозидов из нормального и патологического мозга 
также выявило определенные различия этих ганглиозидов в связыва
нии Са2 + [6]. На основании имеющихся данных [7, 8] можно ут
верждать, что комплексообразование с медью у ганглиозидов, содер
жащих N-ацетилгалактозамин, будет отличаться от ганглиозидов, не 
имеющих его в своем составе.

Сравнительно высокое сродство ганглиозидов к меди позволяет 
предполагать, что они могут принимать участие в связывании меди 

■in vivo. В пользу такой возможности косвенно свидетельствует также 
тот факт, что все выделенные ганглиозиды содержали медь, которую 
можно определить методом ЭПР, а также атомно-абсорбционной 
спектроскопией. Однако содержание меди в препаратах ганглиозидов 
<было в 10—20 раз ниже насыщающих концентраций. Таким образом, 
проведенные опыты подтверждают возможность того, что ганглиози-

Таблица
Состав индивидуальных ганглиозидов головного мозга исследуемых объектов

Ганглиозиды Мозг 
больного

Мозг 
свиньи

Тетрасиалоганглпозид Gq 9,8 —

Трисиалоганглиозид GTi 23.7 16,3

Дисиалоганглиозид GDib 20,7 18,1
Дисиалоганглиозид GDia 13,6 37,4
Дисиалоганглиозид GD> 5,9 —
Дисиалоганглиозид GD 5,1 —
Моносиалоганглиозид GM1 12,1 21.7
Моносиалоганглиозид GM։ 5,8 -0.9
Моносиалоганглиозид GMj з.з —

ды могут принимать участие в транспорте ионов меди между клетка
ми. У ганглиозидов из патологического мозга способность к связыва
нию меди оказывается, по крайней мере частично, измененной. Послед
ствия этого факта для организма трудно оценить в полной мере, од
нако очевидно, что нарушения обмена меди вовлекаются в о щую 
картину развития патологического процесса при ганглиозидозах, при 
водящего к летальному исходу.

Полученные данные ясно показывают, что медьсвязывающие 
Центры мозга не ограничены белками. Как установлено, гликолипи
ды также .могут принимать участие в связывании меди. сх д 
этого, следует иметь в виду возможные влияния ганглиозидов н 
мен меди. В частности, заслуживает подробного изучения взаимодей
ствие ганглиозидов с медьсодержащими белками и ферментами мозга.
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INTERACTION OF GANGLIOSIDES WITH COPPERTUMANOVA S. NALBANDYAN R. M.Instilute of Biochemistry,՜ Arm. SSR Academy of Sciences, Yerevan
Two copper-binding sites differing substantially in their affinity for 

copper ions have been detected in gangliosides isolated from both por
cine brain and the brain of Thay-Sachs patients. EPR data point out that, 
in pathology the affinity for copper in one of these copper-binding sites- 
is changed drastically.
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НЕЙПОХИМИЛ
т. 5, № 2, 1986

УДК 577.15.591.48:88

ГИСТОХИМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ АДЕНИЛАТЦИКЛАЗЫ 
В МОЗЖЕЧКЕ КРЫСЫ

РОСТОМЯН М. А.
Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Гистохимическим методом исследована локализация аденилатциклазы (АЦ) в 
.мозжечке и се чувствительность к различным медиаторам. Наибольшая активность 
АЦ выявлена в коре мозжечка, в многочисленных нервных окончаниях и вдоль нерв
ных волокон. Внутрниозжечковые ядра также обладают АЦ активностью.

Норадреналин активирует АЦ в нервных структурах коры, тогда как активи
рующий эффект дофамина выражен в нервных волокнах белого вещества междоль
ковых пластинок мозжечка.

Вопрос о роли системы аденилатциклаза—циклический адено- 
зинмонофосфат (АЦ-сАМР) в пейротрансмиссии мозжечка детально 
изучали Bloom и соавт. [1—4], которые на основании эксперимен
тальных данных, полученных биохимическими, электрофизиологиче
скими, иммуноцитохимическими и фармакологическими методами по
казали, что сАМР является вторым посредником в медиации ингиби
торного эффекта норадреналина (НА) на клетки Пуркинье мозжечка.

В исследованиях, проведенных на синаптосомных мембранах, вы
деленных из мозжечка собаки под влиянием катехоламинов наблюда-
Ди активацию АЦ, приводящую к повышению уровня сАМР [5]. Наи
больший эффект оказывали изопротеренол, адреналин и НА, тогда 
как действие дофамица (ДА) было весьма слабо выражено и прояв
лялось при довольно высоких концентрациях (1 мМ). Активирующий 
эффект ДА не отмечался в препаратах неочищенных мембран моз
жечка крупного рогатого скота [6]. Отсутствие сдвигов в уровне 
сАМР под влиянием галоперидола (антагонист ДА) позволило до 
пустить, что дофамин не играет существенной роли в функциях моз
жечка [7]. Однако биохимические методы из-за гетерогенности ткани 
не всегда позволяют уловить изменения в локальных ооластях орга
нов. Разнонаправленные сдвиги, возникающие в различных клеточ
ных структурах органа, могут нивелироваться при биохимическом ана
лизе всего объема ткани.

„ „чот-я пезультаты изучения лока-В настоящем сообще.... . приводят^ у исследование
дизации гистохимически выявляемой -ма “ ‘ 
ее чувствительности к адреналину, НА и Д •
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Материалы и методы

Выявление АЦ проводили по методу, предложенному ранее [8, 9], с некоторы
ми модификациями состава инкубационной среды, приведенными ниже. Предпосыл
кой для разработки метода послужили данные электронпоцитохимическпх исследо
ваний АЦ [10] и приемы визуализации солей фосфата, применяемых при псслело- 
вании фосфатаз.

Исследования проведены на продольных и поперечных серийных срезах мозжеч
ка крыс, фиксированных перфузией через аорту. Наркотизированных животных пер
фузировали физиологическим раствором (около 200 мл), а затем фиксатором 
(2,5%-ный глютаральдегид, забуференный 0,1 М какодилатным или трис-малеатиым 
буфером pH 7,4) с 4,5%-ной сахарозой со скоростью 35—45 мл/.Miut в течение- 
5—6 мин. Зафиксированный таким образом мозг осторожно извлекали и дополни
тельно фиксировали погружением в фиксатор такого же состава.

Инкубацию замороженных срезов толщиной 30—40 мкм проводили при темпе
ратуре 32—34° в течение 2—3 ч. Инкубационную среду готовили на 0,1 М какоди
ловом или трнс-малеатном буфере pH 7,4, содержащем 8% глюкозы. В ее состав 
входили также (в мМ) серпокислый магний—4, теофиллин—2, АТР—0,5 с примесью 
ванадия («Sigma», США) для ингибиции АТРаз, азотнокислый свинец—1—2. Пос
ледний добавляли перед употреблением и после тщательного перемешивания смесь 
фильтровали.

После инкубации срезы промывали несколько секунд в дистиллированной воле, 
1 мин—в 1%-ной уксусной кислоте для удаления остатков несвязавшегося свинца- 
и 3—5 мин в 0,5%-ном растворе сульфида натрия для визуализации реакции на 
АЦ. В пробы, предназначенные для исследования локализации АЦ, добавляли тар
траты (конечная концентрация 1%), усиливающие специфическую окраску на АЦ. 
Чувствительность к медиаторам исследовали в среде, не содержащей этой соли.

Контрольные инкубации проводили с использованием той же инкубационной 
среды и времени, но без субстрата или одного из компонентов среды. Гистохими
ческое выявление АЦ основано на обнаружении не сАМР—специфического продукта 
ферментативной реакции, а солей фосфата, поэтому для определения специфичности 
реакции и возможного участия других ферментативных систем в образовании осадка, 
вместо АТР были использованы и другие фосфатсодержащие субстраты (АМР, 
ADP), а также ингибиторы для кислой, щелочной фосфатаз и нуклеозидтрифосфатаз 
(уабаин, ЭДТА, тартрат). Для тестирования гормональной стимуляции и действия 
медиаторов в инкубационную среду добавляли՝ адреналин, НА (10 — 5М) и ДА (3 мМ),

Результаты и обсуждение

Исследование локализации гистохимически выявляемой АЦ в се
рийных срезах мозга показало, что наиболее интенсивные отложения 
продукта ферментативной реакции проявляются по всему молекуляр
ному слою коры мозжечка (рис. 1). Реакция обнаруживается и в дру
гих отделах мозжечка, но ее интенсивность ниже, чем в коре. Выяв
ляемый продукт реакции следует отнести к проявлению специфиче
ской активности АЦ на следующем основании: а) контрольные экс
перименты без субстрата показали, что осадки образуются не за счет 
неспецифического отложения свинца; б) другие фосфатсодержащие 
субстраты—АМР, АДР не являются источниками фосфата для пре
ципитации в использованных условиях; в) добавление специфических 
и неспецифических ингибиторов для фосфатаз, нуклеотидпнрофосфа- 
таз и нуклеозидтрифосфатаз подтвердило, что эти ферменты не уча
ствуют в образовании осадка.
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Рис. /. Продольный срез .мозжечка с реакцией на ЛЦ. Ув.: 15Х 
Рис. 2. Схематическое изображение поперечного среза мозжечка на 
уровне Р 11100 мкм. Точками обозначены области, проявляющие поло
жительную реакцию на ЛЦ. Плотность расположения точек соответствует 
интенсивности реакции. Условные обозначения: i- nucleus interpositus 
cerebelli, I -nucleus lateralis cerebelli. m —nucleus niedialis cerebelli, 
nVII nucleus motorius nervi facialis, P—tractus corticospinalis (tractus 
pyramidalis), PCI—pedunculus cerebetlaris inferior, rgi—nucleus reticu
laris gigantocelhilaris, rm nucleus raphe magnus. rpc —nucleus reticula
ris parvicellularis, isV—nucleus tractus spinalis nervi trigemini, V ver
mis cerebelli. vl—nucleus vestibularis lateralis, vm—nucleus vestibularis 

niedialis



Рис. 3. Нервные контакты клеток разлп •՛!՛• тина в коре мозжечка. Ув.:
об. 63, <■ . X

Рис. 4. Активация норадреналином АН. 
лирного слоя. Ув

Рис. 5. Активация адреналином АН, 
12,5, о *

Рис. 6. Активация дофамином АН, г՛ 
стинке белого в. ;н<

них волокнах молеку- 
8

истого русла. Ув.: об.

•кон в междольковой пла- 
63. ок. 8



На рис. 2 приведено схематическое изображение поперечного сре
за мозжечка крысы на уровне Р 11100 мкм (номенклатура и схема—- 
по атласу Ра1коуИз [11]). Как видно из рис. 1, довольно интенсивная 
реакция проявляется в медиальном вестибулярном ядре (гт), не
сколько слабее в латеральном вестибулярном ядре (VI) и далее в 
медиальном (гп), промежуточном (1) и латеральном (1) ядрах. Хоро
шо выражена реакция в области 5 поля катехоламинергических кле
ток (А5), в области ретикулярной формации—опа весьма умеренная.

. При больших увеличениях можно видеть, что реакция преимуще
ственно выражена по ходу нервных волокон и в нервных окончаниях. 
Нередко можно видеть контактирующие нервные окончания, принад-' 
лежащие клеткам различных типов (рис. 3). Особенно четко реакция 
проявляется в дендритах различных нейронов и несколько напоми
нает препараты, импрегнированные серебром. Локализация реакции, 
проявляющейся в дендритах, настолько специфична, что позволяет 
изучать особенности морфологии дендритного отдела нервных клеток 
различного типа и при необходимости вести учет числа, толщины, 
длины дендритов различного порядка, а также количества шипиков и 
других измеряемых параметров.

Наличие АН в дендритах и их шипиках свидетельствует о пост
синаптической локализации этого фермента. Интересно отметить, что 
аналогичные результаты на светомикроскопическом уровне были по
лучены не только с помощью гистохимической реакции на АЦ [9], 
ио и иммуноцитохимическими методами, выявившими массовый ха
рактер локализации р-адрепергических рецепторов в молекулярном 
слое мозжечка и, в частности в дендритах клеток Пуркинье [12]. 
Как известно, АЦ сопряжена с р-адренергическнми рецепторами и 

’Сходство картин, получаемых различными методами, свидетельствует 
о хорошей корреляции данных и убедительности полученных резуль
татов. Хорошо согласуются с ними и результаты электронномикроско
пических исследований, выполненных с помощью кобальтового мето
да на коре мозга, хвостатом ядре [13] и в культивируемых нейронах 
симпатического ганглия [14], а также в изолированных синаптосом- 
иых фракциях, выделенных из коры [15] и гипоталамуса крыс [16]. 
В этих исследованиях было выявлено, что АЦ имеет также пресинап- 
тическую локализацию.

Исследование влияния нейроактивных веществ—адреналина, НА 
и ДА показало, что изменение активности АЦ характеризуется опре
деленной направленностью и неодинаково проявляется в различных 
отделах мозжечка. НА оказывает стимулирующее влияние на АЦ 
нервных волокон молекулярного слоя (рис. 4), активирующее дей
ствие адреналина проявляется преимущественно на эндотелии микро- 
циркуляторного русла (рис. 5).

Специфическое и выраженное активирующее влияние оказывает 
ДА. Его действие проявляется в дендритах клеток Пуркинье, в нерв
ных волокнах корзинчатых и горизонтальных клеток. Наиболее приме- 
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нательным является активация АЦ нервных волокон в пластинках 
белого вещества (рис. 6), которые при обычных условиях инкубирова
ния не выявляются. Этот факт свидетельствует о наличии в различ
ных слоях мозжечка структур, чувствительных к ДА, который наряду 
с НА может иметь определенное значение в функциях мозжечка.

Изменение активности АЦ под воздействием вышеуказанных сое
динений проявляется далеко не во всех извилинах мозжечка, что, 
по-види.мому, отражает функциональное разнообразие участков коры- 
мозжечка и связанную с этим мозаичность реактивных ответов АЦ. 
на действие тех или иных медиаторов.

Функциональная значимость указанных различий, вероятно, мо
жет быть выяснена при изучении влияния определенных физиологиче
ских или фармакологических нагрузок, которые можно соотнести к 
изменению в определенных структурных образованиях мозжечка. И 
в этом случае исследование серийных срезов мозжечка и картирова
ние сдвигов по критерию изменения активности АЦ в известной мере- 
содействовало бы получению дополнительной информации о впутри- 
и внемозжечковых связях и механизмах нервной передачи в моз
жечке.

HISTOCHEMICAL STUDIES OF ADENYLATE CYCLASE 
IN RAT CEREBELLUM

ROSTOMIAN M. A.
[Institute of Biochemistry of Armenian Academy of Sciences, Yerevan. USSR

Cerebellar adenylate cyclase and its sensitivity to different media
tors was studied by histochemical methods. The highest level of adenyl
ate cyclase activity was found in the cerebellar cortex, In numeros- 
nervous endings and along the nervous fibers. Cerebellar nuclei, espe
cially n. vestibularis medialis and A5 catecholaminergic cele group also, 
demonstrated adenylate cyclase activity.

Noradrenaline activated adenylate cyclase in nervous structures of 
the cortex, while the activating effect of dopamine was pronounced also՛ 
in the subcortical structures of cerebellum.
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т. 5, № 2, 1986

УДК 616.894.02:615.711.1

ИССЛЕДОВАНИЕ СЕКРЕЦИИ НОРАДРЕНАЛИНА МЕТОДОМ 
ПЕРЕНОСА СРЕЗОВ КОРЫ МОЗГА КРЫС

БАЗЯН А. С., КРУГЛИКОВ Р. 11.
Институт высшей нервной деятельности и нейрофизиологии АН СССР, Москва

Описана установка для исследования секреции медиаторов методом переноса՛ 
срезов, которая позволяет провести многочасовое исследование этого процесса па
раллельно на -1—8 срезах мозга. Описаны результаты и.следования секреции ЭД- 
норадреналпна (НА) параллельно из 4 горизонтальных срезов коры мозга крыс. 
5-кратное исследование секреции ЗН-НА с интервалом 30 мин у всех 4 срезов од
новременно позволяет провести статистическую обработку полученных результатов; 
индивидуально для каждого животного.

Показано, что деполяризация срезов 20 мМ КС1 приводит к Са2 + -зависимому 
усилению секреции ЗН-НА. При исследовании влияния паз.т ՛■ пых концентраций эк
зогенного НА па секрецию ЗН-НА показано, что НА в низких концентрациях (10՜ 11— 
10—5М) усиливает, а при более высоких (10—8—10—1 М)—тормозит секрецию. По
лученные результаты объясняются активацией иресинаптических р- и сс-адреноре- 
цепторов соответственно.

Для изучения секреции медиаторов из срезов мозга и других 
тканей используется ставший уже классическим метод перфузии ис
следуемых образцов инкубационной средой. Однако, из-за трудности 
равномерной прокачки инкубационной среды через параллельно под
ключенные камеры перфузии к единой инкубационной среде и равно
мерной продувки карбогеном (95% О2 и 5% СО2) инкубационных сред 
возможно исследование только одного образца ткани в одной уста
новке. Для устранения этого недостатка и была разработана установ
ка для исследования секреции медиаторов методом переноса ткани.

Материалы и методы
Установка для исследования секреции медиаторов (рис. 1) состоит из термо

статов (/), держателей образцов инкубируемой ткани (2), системы автоматической 
подачи инкубационных сред (7, «, б), делителя карбогеиа (4) и источника карбо
гена (5).

Держатели образцов—полые стеклянные трубки диаметром 10 мм, длиной 70 мм 
(рис. 2)—предназначены для быстрого переноса исследуемой ткани из одной инку
бационной среды в другую. Алмазной пилкой в нижней части трубки под струей во
ды выпиливаются два окошка шириной 4—5 мм. длиной 6—7 мм (/). На 3—4 ми 
выше них выпиливаются 4 отверстия диаметром 1—2 мм (2). К нижней части труб
ки при помощи силиконового кольца (5) прикрепляется нейлоновая сетка- (-/); на; 
172



которую и помешают образец ткани. Силиконовые трубки (6) от делителя карбо- 
гена фиксируются в держателе резиновой пробкой (7). При переносе держателей в 
инкубационную среду (9 и 10) трубки, подающие карбоген (6), не погружаются в 
»:ее. Поскольку среда предварительно насыщена карбогеном, то газ, поступающий 
в держатель через 4 отверстия в корпусе, полностью вытесняет воздух с поверх
ности среды, тем самым препятствуя обмену карбогена, растворенного в среде с воз
духом. Данный способ поддерживания насыщенности среды позволяет использовать 
одновременно несколько держателей.

Рис. 1. Схема установки для исследования способом переноса секреции 
•медиаторов из срезов мозга и других тканей. 1—термостаты; 2—термо
статируемый блок держателей образцов (подробнее на рис. 2): 3, 6, 10— 
трубки, подающие карбоген; 4—делитель карбогена: 5—термостатируе
мые сосуды инкубационной среды (а) и среды деполяризации (б); 7— 
автоматические дозаторы, подающие среду инкубации (а) и среду де
поляризации (б); 8—трубки, подающие среды деполяризации и инкуба

ции; 9—источник карбогена

Для термостатирования исследуемых образцов ткани и основных инкубацион
ных сред использовали два отечественных серийных термостата для гемокоагуляции. 
В середине ванны первого термостата прикреплен подвешенный, свободно качающий
ся штатив (рис. 2, 5), справа на корпусе термостата прикреплен мотор для встря
хивания штатива. В ванну второго термостата помещали герметически закрытые 
объемы основных инкубационных сред (рис. 1, 5, а, б),. соединенные силиконовыми 
трубками (рис. 1, 6.) с делителем карбогена и с системой автоматической подачи 
инкубационных сред. Такая система соединения обеспечивает замену использован
ной инкубационной среды на карбоген. Автоматическая подача инкубационных сред 
осуществлялась при помощи двух отечественных автоматических дозаторов А2.

Делитель карбогена состоят из сосуда,, наполненного водой и соединенного с 
тройником. Через сосуд пропускается карбоген.. Первый выход тройника связан с 
основным объемом инкубационной среды, второй—с основным объемом среды де
поляризации, через третий выход карбогел подается; на 4 параллельных держателя 
срезов (рис. 2, 10).
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Методика исследования секреции. Для инкубация срезов использовали сроду 1, 
содержащую (в мМ): ЫаС!—118, !<С1—4,8, СаС12—1,3. М"ЗО4—1.-2; глюкоза—11.1, 
ЭДТА—0,004, аскорбиновая кислота—0,11, Ь< а-фосфатный буфер (pH 7,3) — 
1. ХаНСО3—15 (при насыщении карбогеном pH 7,25—7,3). Для деполяризации сре
зов использовали среду 2, отличающуюся от среды 1 только тем. что концентрация 
в йен ХаС1 и КО составляла соответственно 109,8 и 20 мМ.

Рис. 2. Блок держателей образцов. 1—окошки для обмена инкубационных 
сред; 2—отверстия для обмена карбогена; 3—отверстие для выхода из
лишка карбогена; 4—нейлоновая сетка; 5—силиконовое кольцо; 6—труб
ка подачи карбогена; 7—пробка фиксации трубки в держателе; 8—шта- 
тив-встряхиватель; 9—пробирки для инкубации; 10—держатели образцов

Четыре горизонтальных среза коры мозга крысы размером 10X5 мм, толщиной 
'0.3 мм помещали в 4 держателя и инкубировали 15 мин в 4 мл среды I при 37°. 
Все дальнейшие процедуры проводили при данной температуре. Далее в общий 
объем добавляли 10 или 20 мкКи О-Е-ЗН-НА («АтегзИагп», Англия, удельная ра
диоактивность—10 пли 20 Ки/ммоль) с конечной концентрацией 2,5.10 10М НА 
на 1 мл и инкубировали 10 мин.

Первый цикл. После инкубации каждый держатель со срезом промывали от
дельно 30 мин. Промывка представляет собой параллельный перенос всех держате
лей со срезами в пробирки, содержащие 2 мл среды 1 (рис. 2, 9, 10), и инкуба
цию в течение 2 мни. Эту процедуру повторяли 10 раз. В процедурах с 11-ой по 
16-ую инкубацию срезов проводили в 1 мл среды 1 в течение 2 мин. После 16-ой 
процедуры инкубационные среды от всех 4 срезов сохраняли для последующего ис
следования радиоактивности в них, определяя таким путем степень отмывки и уро
вень спонтанной секреции. Во время 17-ой процедуры инкубационные пробирки на
полняли 1 мл среды 2 и срезы инкубировали 2 мин. Эти среды также сохраняли 
для последующего исследования радиоактивности, определяя таким путем’ вызван
ную секрецию.

Второй цикл. Срезы промывали 8 раз 2 мл среды I по 2 мин и 7 раз 1 мл сре
ды 1 по 2 мин. с дальнейшим исследованием при 16- и 17-ой процедурах споптан- 
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го։։ ։,՛ иызв.чиио։։ секрет։։։ (I ։։ 111 срезы). Для 1! ։։ IV срезов после 8-ой процедуры 
параллельной промывки в инкубационные среды добавляли по 10—11 М. немеченого НА 
(9 15-ая процедуры, за 14 мин до спонтанной секреции). Спонтанную н вызвав
шую секрецию проводили тоже при данной концентрации НА.

Третий, четвертый и пятый циклы полностью повторяли второй с той лишь раз
ницей, что в этих циклах применяли 10-։0, 10֊’, 10-8 пли 10- ’ М немеченого НА 
соответственно. ,

Для исследования радиоактивности из проб отбирали по 0,2 мл среды и добав
лял։։ к 10 мл сцинтиллятора (РРО—4 г, РОРОР—0,2 г, нафталин—60 г, метанол— 
100 мл. диоксан—до 1л), радиоактивность измеряли па счетчике «ЯакВеНа», ЬКВ 
(Швеция). Результаты обрабатывали статистически: р։ —критерий Стьюдента, р._
критерий Вплкоксона для сопряженных пар.

Результаты исследований

Показателем насыщенности инкубационной среды карбогеном 
является pH среды, равный 7,25—7,3 после насыщения и 7,4—7,5 до 
насыщения. Держатели срезов помещали в 4 мл насыщенной среды 1 
и инкубировали 25 мин (время преинкубации и инкубации с мет
кой), после чего измеряли pH среды. В ряде случаев измеряли так
же pH среды после 2-минутных промывок. Все измерения показали, 
что величина pH оставалась без изменения. Это указывает на сохра
нение насыщенности среды карбогеном при использовании данного 
способа продувки.

Опыты проводили на 7—8-месячных самцах беспородных белых 
крыс массой 300—350 г.

Параллельное исследование 4 срезов из мозга одного животного՝ 
обеспечивает статистическую обработку результатов индивидуально у 
каждого животного. В табл. 1 приведены результаты, полученные при 
исследовании одного животного. Из таблицы видно, что калиевая де
поляризация (20 мМ КС1) приводит к усилению секреции. Усреднен
ные величины спонтанной (среда 1) и вызванной (среда 2) секреции 
составляют 279±37 и 513±69 распад/мин соответственно, р։ <0,01. 
Влияние экзогенного НА на секрецию 3Н-НА вычисляли следующим 
образом: интенсивность секреции получали делением уровня вызван
ной секреции к уровню спонтанной и обозначали через 8П (п = 1...5) 
для всех 4 срезов. Затем вычисляли соотношение последующих секре
ций к первой 8'=8п/5։, где п=2---5 также для 4-х срезов. Напри
мер, 8'։—I срез■= 1,59/2,17=0,73 (табл. I). Влияние различных кон
центраций экзогенного НА на интенсивность секреции 3Н-НА вычис
ляли усреднением частных от деления величин 8'п II и IV срезов на- 
величину 8'п 1 и 111 срезов. Например, С 10՜8 М НА)=[(5':—П/8/2—1)4- 
(8'2 — 1У/8'2 - 111) ]/2 = [(1,37/0,86) (1,02/1,13) ]/2= (1,594-0,90)/2= 1,25
(табл. 1). Средняя величина интенсивности секреции для данного жи
вотного составляет 1,84±0,07. Коэффициент вариации интенсивности 
секреции С\/=13,8%.

Исследования показали зависимость процесса вызванной сек
реции НА от Са2 . Увеличение концентрации Са2+ в инкубационной
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среде с 1,3 до 2,6 мМ увеличивает интенсивность секреции с 2,18±0,11 
(8 животных) до 3,14±0,26 (8 животных), р։<0,01. ~՜'

Таблица I 
Одновременное исследование секреции зН-норадреналина (НА) из

4-х срезов коры мозга одной крысы

Ср
е

зы П
ро


бы

Состав среды
13 .VIР 

распад
МИН

Среда 2 
среда 1 Տո-Տ, С(НЛ)=5'п(НЛ)/5'п

1
2

I 
2

411
890 5,=2,17

.1
3
4

1
2

268
426 8г=1.59 Տ',=0,73

5 1 186 83=1,87 $'.,=0,86
6 2 348
7
8

1
2

182
264 $4=1,45 Տ'3=0,67

9
10

I 
2

132
272 85=2,09 Տ',=0.95

и |
12 2 613 8 ,=1,85
13 1(10—>0М НА) 256 Б,=1,88 5',=1,02
14 2(10-">М НА) 482

Н 15
16

1 (10 ’М НА)
2(10 "М НА)

161
408 53=2,53 Տ'2=1,37

17 1 (10-’М НА) 165 8 ,=1.51 Տ'3=0,82
18 2(10 «М НА) 249
19 1 (Ю-’.М НА) 276 85=1.21 Տ' 4=0,65
20 2(10-тМ НА) 333
21
22

1 
շ

575
879 8,=1,53

23
24

։
г

292
637 8,=2,18 Տ',= 1.12

25 1 228 $3=1,73 Տ'..= 1,13
III 26 2 395

27
28

1
2

177
352 84=1,99 Տ'3=1 ,30

29
30

1
2

173
281 85=1,62 Տ.,'=1,06

31
32

1
9

392
802 8, = 2,05

33 1 (10->»М НА) 270 .Ч,=1,99 Տ', 0,97 С(10-։»)=(1.40-1-0,68). 2=1,04
34 2(10->»М НА) 537

IV 35 1 (10 -’М НА) 188 83=2,09 Տ',=1 ,02 С( 10֊’)=(!,594-0,90) 2=1 ,25
36 2(10-9М НА) 392
37 1 (Ю-’М НА) 184 8,=1.79 Տ',=0,87 С( 10 - »)=( 1.22+0,66)/2=о,94
38 2(10—8М НА) 330
39 1(10֊’М НА) 274 85=1,26 8'4=0,61 С(Ю-’=(0.68+0,58)/2 0.61
40 2(10֊’М НА) 316

Примечание. С—коэффициент регуляции интенсивности секреции (8) различны
ми концентрациями НА. Средняя величина интенсивности секреции—сумма 8|-8а 
1 среза и III среза. 8, II среза и IV среза, и—номер цикла.

Анализ интенсивности секреции от 5,—5-, без воздействия экзо
генного НА показал самоусиление секреции (табл. 2). Вследствие 
того, что наблюдается зависимое от времени самоусиление интенсив
ности секреции, исследование одних и тех же концентраций экзогенно
го НА в разных опытах проводили при различных значениях и, где 
(п = 2...5).

Результаты по влиянию различных концентраций экзогенного НА
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Таблица 2
Соотношение интенсивности секреции 3Н-НА

Параметр и=1 п=2 п=3 п=4 -п=5

Sn 
Количество 

животных 
Sn/S, 

Количество 
животных

Примечание.

Вл и

1,93+0,1

12

п—номер ц 
с параметра

инне различи 
сек ре

2,07+0,12

12
1,03+0,04

19

игла; *pt <0, 
м S-/S,.

ях концентра 
цин ЗН-НА и

2,43+0,16*

12
1,26+0,05®*

13

5 по сравнению

цин экзогенного
з срезов коры .v

2,36+0,15*

12 
1,25+0,08**

12

с S։. **pt <0,С

НА на интенс 
озпа крыс

2,19+0,11

6 
1.21+0,08**

6

5 по сравнению

Таблица 3 
гвность

Концентра
ции И А, М Sn/S, Sn(HA) S, Р С(НА) Количество 

животных

о о
 о 

а о
 

1 1 
1 

1 
1

-j а
 'а 

- и
 

О
 М 0.96+0.07

1,13+0.07
1,12+0.07
1.16*0.06
0.97+0,07

1,33+0,09
1,35+0,07
1.27+0,07
0.95+0,06
0,49+0,05

р2 =0.05 
pt с0,05 
pz <0,05 
pt <0,001 
pt <0,001

1,38+0,09 
1,21+0,05 
1,18+0,03 
0,83+0,05 
0,52+0,05

5
6

11
11
8

на интенсивность секреции 3Н-НА суммированы в табл. 3- Как видно 
из таблицы, низкие концентрации экзогенного НА (10՜ 11—10՜ 9М) 
усиливают, а более высокие (10՜ 8—10-7М)—тормозят секрецию 
3Н-НА.

Обсуждение результатов

Таким образом, калиевая деполяризация приводит к значительно
му усилению выхода 3Н-НА из срезов мозга в омывающую инкуба
ционную среду. Использованная нами исходная концентрация 3Н-НА 
при его насыщении срезами, равная 2,5-10՜ 10 М, а также зависимость 
выхода 3Н-НА от Са2+ при деполяризации указывают на то, что мы 
наблюдаем секрецию НА из адренергических терминалей коры боль
ших полушарий мозга крыс под влиянием деполяризации аналогично 
процессу, протекающему в условиях in situ.

Влияние экзогенного НА на вызванную деполяризацией секрецию 
3Н-НА опосредовано, в основном, аутоадрепорецепторами. Поскольку 
тела центральных адренергических нейронов локализованы главным 
образом в locus coeruleus, то использование горизонтальных срезов ко
ры мозга исключает влияние соматодендритных адренорецепторов 
центральных адренергических нейронов. На отсутствие влияния «пост- 
сипаптических» адренорецепторов на секрецию 3Н-НА адренергиче
скими варикозными расширениями было указано ранее [1, 2]. В ус
ловиях нашего эксперимента возможно влияние на изучаемый процесс 
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неадренергических нейронов коры мозга, обладающих 'соматодендрит- 
ными адренорецепторами, медиа горы которых могут деполяризовать 
центральные адренергические варикозы наподобие предполагаемого 
действия Н-холинергических агонистов [3]. Но в этом случае на осно
вании данных, представленных в табл. 3. экзогенный НА, деполяризую
щий эти терминали, должен был при мепыпих концентрациях вызывать 
дозозависимое усиление спонтанной секреции и, по крайней мере, не 
влиять на спонтанную секрецию при более высоких концентрациях. В 
литературе отсутствуют указания на подобного рода изменения спон
танной секреции под влиянием экзогенного НА, которое не проявляет
ся также в наших исследованиях.

Остается рассмотреть возможное влияние неадренергпческпх ней
ронов в период деполяризации. Медиаторы, секретируемые из терми
налей этих нейронов в момент деполяризации, могут активировать со
ответствующие рецепторы на адренергических терминалях [3], моду
лируя секрецию НА. Это влияние минимально, так как имеет место и 
в контрольных срезах, ле инкубирующихся с экзогенным НА. Далее 
экзогенный НА, активируя адренорецепторы на неадренергпческпх ней
ронах, по-видимому, может влиять на степень вызванной деполяриза
ции, модулируя секрецию других медиаторов. Степень связывания 
этих медиаторов с соответствующими рецепторами на адренергических 
терминалях—нарастающий во времени процесс, который запускается 
началом деполяризации и заканчивается его прекращением (2 мин в 
условиях наших опытов). Активация аутоадренорецепторов протекает 
в равновесных условиях (15 мин до деполяризации), что может пере
крыть вклад в общий ответ первого процесса.

Тот факт, что НА в низких концентрациях (10 ”—10 ° М) уси
ливает, а при более высоких (10՜6—10՜’ ЛА)—тормозит секрецию 'Н- 
НА, указывает на наличие соответственно °- и а-пресинаптических 
адренорецепторов на адренергических терминалях срезов коры мозга 
крыс. Отсюда можно предположить, что НА в концентрации 10՜11— 
10՜° М активирует пресинаптические ,8-адренорецепторы, а в концен
трации 10՜®—10 ’ М—пресинаптические а-адренорецепторы.

SLICE TRANSFER METHOD ТО STUDY NA SECRETION

BAZYAN A. S., KRUGLIKOV R. I.
Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, USSR 

Academy of Sciences, Moscow

A special device for a long-term study of transmitter secretion by 
the method of slice transfer is described. It makes possible to study this 
process on 4 — 8 brain slices simultaneously. 'H-noradrenaline (HA) 
secretion has been studied on 4 slices from rat brain cortex at once, the 
aliquots from each slice have been taken with 30 min interval (5 times) 
that makes fb iisible to use staticti.s for each animal. Depolarization of 
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■slices by КС! (20 niM) leads to increase in Ca1'4՜-dependent secretion of 
’H-NA. Low concentrations of exogenous NA (IO11 — К՝ ’ M) stimulate 
secretion while high doses (10՜”—IO՜7 M) Inhibit it. Data obtained are 
•due to activation of a- and ,3-presynaptic adrenoreceptors respectively.
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 59.1.81 +591.481.1-|-612.015.48

ДЕЙСТВИЕ ТЕТРАПЕПТИДА ТАФЦИНА НА СОДЕРЖАНИЕ 
БЕЛКОВ В НЕЙРОНАХ ДВИГАТЕЛЬНОЙ СИСТЕМЫ

МОЗГА КРЫС
ЧЕБОТАРЕВА Т. Л., ГЕРШТЕЙН Л. М.

НИИ мозга ВИЦ психического здоровья АМН СССР, Москва

Тетрапептид тафцин (Thr-Lys-Pro-Arg) является природным сти
мулятором фагоцитоза и иммуногенеза [1—3]. Однако и ряде ис
следований выявлено его стимулирующее действие на ЦИС и, прежде 
всего, на эмоциональную и поведенческую сферы, двигательную актив
ность, восприимчивость к болевому раздражителю, агрессивность 
[4, 5]. Это заставляет предполагать направленное влияние тафцина 
на важнейшие регуляторные системы мозга-

По данным поведенческого и нейрохимического анализа реализа
ция центрального стимулирующего действия т тфцина осуществляется 
посредством катехоламинергической системы мо.-:га. Известно, что при 
непосредственном взаимодействии тафцина с тирозипгидроксилазой— 
ключевым ферментом обмена катехоламинов—он угнетает ее актив
ность [6]. Вместе с тем при введении тафцина в желудочки мозга крыс 
не было обнаружено достоверных изменений в содержании биогенных 
аминов [7], также как не отмечено изменений активности МАО при 
послойном исследовании сенсомоторной коры [8]. В отдельных суб- 
фракциях митохондрий С и Д синаптосом сенсомоторной коры уста
новлены существенные изменения активности МАО [5].

Цель настоящей работы—выяснение специфичности реакций от
дельных микроструктур мозга па кратковременное (15 мин) воздей
ствие тафцина. Исходя из того, что наиболее ярким внешним проявле
нием действия тафцина является повышение двигательной активности 
животных, в данном исследовании мы изучали состояние нейронов 
двигательной системы как коркового (слой III и V), так и подкорко
вого звеньев (хвостатое ядро). Были исследованы нейроны отдельных 
морфофункциональных групп: в слое V—крупные пирамидные нейро
ны—интегративно-пусковые элементы и нейроны слоя III и хвостато
го ядра, которые в основном представлены элементами ассоциативно
го типа [9, 10].
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Использовали, половозрелых крыс-са.миоз линии ГОйа/аг массой 180—200 г. Таф- 
цин (ТЬг-Ьуа-Рго-Агй) („Зегуа". ФРГ) вводили животным внутрибрюшинно из ра
счета 300 мкг/кг массы в физиологическом растворе. Через 15 мин крыс декапити- 
ровали, мозг фиксировали в жидкости Карнуа и заливали в парафин. Методом ин
терферометрии на микроскопе БИНАМ-Л 212 в нейронах слоев И! и V сенсомотор
ной коры и нейронах хвостатого ядра определяли сухую массу плотных веществ, 
которые на фиксированном материале отражают содержание структурированных бел
ков [11]. Определение плотных веществ проводили в монохроматическом свете при 
длине волны 535 нм с использованием поворотного анализатора Синармова (объек
те 40, окуляр 10).

Одновременно измеряли площадь профильных полей цитоплазмы клеток и их 
ядер с помощью винтового окулярмикрометра МОВ-1-15. При заданной толщине сре
за (7 мкм) концентрацию белка выражали отношением содержания к площади про
фильного ноля цитоплазмы. Статистическую обработку ио критерию Стьюдента про
водили на ЭВМ М-6000.

Результаты проведенного исследования (таблица) показали, что 
через 15 мин после введения крысам тафцина в цитоплазме нейронов 
всех изучавшихся образований происходит существенное повышение 
содержания структурированных белков: в цитоплазме нейронов хво
статого ядра оно возрастает на 39,8%. в цитоплазме нейронов слоя 
III сенсомоторной коры—на 40,3%, а в цитоплазме нейронов слоя V— 
на 36,4%.

Кроме этого, наблюдаются изменения размеров цитоплазмы я 
ядер нейронов, а также концентрации белков в них. Так, в слое V че
рез 15 мин после введения тафцина на 31,4% увеличивается площадь 
цитоплазмы нейронов. При этом, несмотря на повышение содержания 
белков в цитоплазме, концентрация их не меняется.

В слое III сенсомоторной коры и в хвостатом ядре размеры тел 
нейронов и площадь их цитоплазмы достоверно не изменялись. Повы
шение содержания белков при неизменной площади цитоплазмы при
водит к тому, что их концентрация в цитоплазме повышается на 26,3% 
как в хвостатом ядре, так и в слое III сенсомоторной хоры. Площадь 
ядер нейронов уменьшается на 28,3% в хвостатом ядре и на 22,9% в 
слое III сенсомоторной коры.

Важно отметить, что в ядрах нейронов хвостатого ядра и слоя III 
сенсомоторной коры происходит уменьшение содержания белка на 
13,7 и 11,3% соответственно.

Анализ полученных данных об изменениях всех изучавшихся по
казателей в нейронах исследованных образований двигателыной си
стемы показал, что у крыс через 15 мин после внутрибрюшинного вве
дения тафцина в сенсомоторной области коры и хвостатом ядре проис
ходят не только функциональные, но и цитохимические изменения, ко
торые взаимообусловлены.

Известно, что повышение содержания белков в цитоплазме, увели
чение размеров нейронов являются следствием повышения их актив
ного функционального состояния [12, 13]. Исходя из этого, обнару
женное нами увеличение размеров нейронов и содержания белков в их
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Таблица I
Изменение содержания, концентрации белка и размерен нейронов слоев III и V сен
сомоторной коры больших полушарий и хвостатого ядра мозга крыс через 15 мин 

после введения тафцина

*Образова- 
ния мозга

^Ва
риант

Площадь (мкм2) Содержание белка (иг) Концентрация иелка(пг/мкм3)

ядра цитоплазмы в ядре в цитоплазме в ядре в цитоплазме

Слой 111

Р

кО 89,52+2,03
69,02+1,94 

<0,05

91,73+4,52
102,05+5,48 

>0,1

69,03+2,08
61,23+1,78

<0,05

215.30+5,37
302,07+8,48 

<0,05

0,77+0,83
0,89+0,06

<0,05

2,35+0,08
2,96+0,09

<0.05

Слон V

Р

к
О 118,8+2.26

121,65+2,74 
>0,1

261,86+5,22
341,14+7,49

>0,1

141,32+3,78
146,85+4,50

>0,2

640,70+17,98
875,03+20,45

<0.05

1,19+0,02
1,21+0,02 

0,2

2,44+0,03
2,55+0,02 

0,1

Хвостатое 
ядро

Р

к о 62,62+1,13
44,52+1,21

<0,05

84,48+2,41
91.92+2,91

>0,2

58,92+5,14
50,85+2,33

<0,05

165,34+8.55
231,13+10,29

<0,01

0,97+0,07
1,12+0,01 

<0,02

1,90+0.08
2,41+0,05 

-70,01

Примечание. ’Исследовано по 150 нейронов каждого образования мозга 3-х крыс 
в контроле и опыте; **К—контроль, О—опыт; р—критерий достоверности отличий 
от контрольного значения.



цитоплазме можно также рассматривать как результат повышенной 
функциональной активности.

Таким образом, можно заключить, что в первые 15 мин после вве
дения тафцин усиливает функциональную активность нейронов слоя V 
сенсомоторной коры, что проявляется в увеличении двигательной ак
тивности животных. Повышение содержания белков в цитоплазме 
нейронов при неизменной их концентрации—одно из проявлений об
щего повышения уровня обменпваемости белков (как синтеза, так я 

՛ распада).
Реакция нейронов рассмотренных групп на введение тафцина 

имеет свои особенности в слоях V и III сенсомоторной коры и в хво
статом ядре. Только в нейронах слоя V изменения проявляются в уве
личении размеров нейронов, площади их цитоплазмы и содержания 
белков, то есть состояние повышенной активности в полной мере ха
рактерно только для нейронов слоя V сенсомоторной коры. Возможно, 
что указанные изменения показателей белкового обмена в сенсомотор
ной коре в ответ на введение тафцина не являются первичными. Имея в 
виду литературные данные о модулирующем влиянии тафцина на доф
аминергические процессы мезолимбической системы [6], можно пред
положить, что функциональная активация интегративно-пусковых 
нейронов слоя V отражает быстро развивающиеся адаптивные про
цессы в коре, связанные с возрастанием (или появлением новой) био
логически значимой импульсации. Именно активация этих нейронов 
позволяет животному правильно ориентироваться в пространстве в 
первое время действия тафцина.

В ассоциативных нейронах слоя III и хвостатого ядра увеличение 
содержания белков, вероятно, связано с повышением концентрации 
белка в цитоплазме. При этом уменьшается площадь ядер нейронов и 
содержание белка в них. Такое состояние нейронов может отражать 
превалирование процессов синтеза белка над распадом, следователь
но, с точки зрения функциональной активности, может быть охарак
теризовано как «относительно» тормозное. Нужно учесть, что актива
ция нейронов как естественным, так и искусственным путем почти 
всегда сопровождается усилением не только возбуждающего, но и тор
мозного процессов, и эта закономерность прослеживается для ядра 
клетки в начальный период, а для цитоплазмы—в более поздние сро
ки [13]. Уменьшение площади ядер нейронов слоя III сенсомоторной 
коры 11 хвостатого ядра, возможно, свидетельствует о боЗгьшсм влиянии 
тормозных процессов, которые на данном сроке только начинают 
проявляться в ассоциативных слоях сенсомоторной коры и в хвоста
том ядре но сравнению со слоем V. Тем не менее, интеграция всех этих 
процессов, а также измененная нмпульсация, исходящая из зритель
ной коры [8], приводит к активации крупных пирамидных нейронов 
слоя V сенсомоторной коры, стоящих на выходе моторных сигналов.

Таким образом, на основании полученных данных можно сделать 
вывод о том, что вызванное тафцпном через 15 мин после введения 
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увеличение двигательной активности крыс определяется изменением 
интенсивности обмена белков как в сенсомоторной коре, "так и в хво
статом ядре.

В данном исследовании повышение функциональной нагрузки 
проявляется наиболее четко в нейронах, выполняющих интегративно- 
пусковые функции (слой V). Эти нейроны характеризуются повышен
ным содержанием белка и увеличенными размерами. Интерпретация 
изменений в нейронах ассоциативного типа (слой III и хвостатое яд
ро) сложна и требует дополнительных исследований.

EFFECT OF TUFTSIN ON PROTEIN CONTENT IN RAT 
BRAIN MOTOR NEURONS

CHEBOTAR1OVA T. L„ GERSTEIN L. M.
Brain Research Institute, USSR Medical Academy of Sciences, Moscow

Cytoplasmic and nuclear protein content in sensomotor cortex and 
-nucleus caudatus of rat brain has been measured by interferometric 
method after intraperitoneal administration of immunostlmuiator tuftsin 
(Thr-Lys-Pro-Arg—300 mcg/kg b. w.). Protein content in cytoplasm of 
all the neurons examined increased during 15 minutes after injection as 
well as in the area of the neurons of layer V. These changes were most 
pronounced in the efferent neurons of layer V and in associative neurons 
of layer III and ri. caudatus. The mechanism of tuftsin effect on functio
nal condition of neurons and level of protein metabolism is discussed.
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т. 5, № 2, 1986

УДК 57.053:576.535.;

СТИМУЛЯЦИЯ ПРОЛИФЕРАЦИИ КУЛЬТИВИРУЕМЫХ 
ФИБРОБЛАСТОВ ФАКТОРОМ РОСТА НЕРВОВ ИЗ 

СЕМЕННОЙ ПЛАЗМЫ БЫКА

МОВСЕСЯН В. А, КОНДРАТЬЕВ А. Д„ ’МАГАКЯН Ю. А., 
♦КОЛТУХЧЕВА Н. А., *«ГАСПАРЯН Г. Г., СЕВЕРИН Е. С.

Институт молекулярной биологин АН СССР, Москва 
♦Институт экспериментальной биологии АН АрмССР, 

♦♦Институт зоологии АН АрмССР, Ереван

Фактор роста нервов (ФРН)—белок, играющий-важную роль в 
процессах дифференцировки, поддержания жизнеспособности и ориен
тации симпатических и сенсорных нейронов [1].

В настоящее время всесторонне изучается действие ФРН на раз
витие и функционирование клеток нейронального происхождения как 
in vivo, так и in vitro на таких модельных системах, как первичные 
культуры ганглиев куриного эмбриона, клональная линия феохромо
цитомы крысы PC-12 и др. [2—5]. В то же время практически не ис
следован вопрос о возможном влиянии фактора на клетки, составляю
щие окружение нервной ткани.

Целью данной работы было изучение влияния ФРН на пролифе
ративную активность .клеток ненейроцального происхождения. ФРН 
выделяли из семенной плазмы быка в гомогенном состоянии. Получен
ный фактор сходен с (3-ФРН из подчелюстных желез мыши [6] и, как 
было показано нами ранее, обладает способностью вызывать рост ней
ритов у клеток феохромоцитомы РС-12 [7].

ФРН выделяли по методу Harper и соавт. [6] в модификации Кондратьева и 
соавт. [8]. В качестве модели для исследования иенейрональных клеток in vitro ис
пользовали стационарную культуру фибробластов куриного эмбриона. Первичную 
культуру клеток получали по стандартной методике [9]. В эксперименте применя
ли вторичную культуру, растущую на покровных стеклах во флаконах, содержащих 
по 2 мл среды 199 с 10% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС). Плотность посева 
составляла 1 —1,5.10® кл/мл. Стационарную культуру получали с помощью длительво- 
■ о (7 суток) содержания клеток без смены среды. Пролиферацию клеток стимулиро
вали добавлением в среду ФРН в концентрациях от 1 нг/мл (0,034 нМ) до 1 мкг/мл 
(34 и.М), а также путем смены среды на свежую, содержащую 10% ЭТС с добавлением 
ФРН (0,9 нМ) и без вето. Одновременно в среду вводили ЗН-тимиднн в концентрациях 
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I мкКи/мл для ранних (до8 ч) н 0.1 мкКп/мл для более длнтельныхсрокоз инкубации. На 
разных сроках покровные стекла с клетками промывали 0,9%-ным раствором NaCI, pH 
7,2 и фиксировали в смеси этанол—ледяная уксусная кислота (3:1) 15 мин с последую
щей промывкой в этаноле 10 мин. Для радиоавтографии препараты покрывали жидкой 
эмульсией марки «М» (НИИХпмфотопроект. Москва), после 7-суточной экспозиции 
проявляли, фиксировали, промывали в проточной поде и окрашивали красителем 
Гимза. Количество клеток, включивших зН-тимидин. подсчитывали с помощью света 
вого микроскопа при увеличеиииХ 1300 (для каждого случая ֊2—3 тысячи клеток ). 
Статистическую обработку проводили по общепринятой методике.

Протеазную активность препарата ФРИ определяли по методу Kunitz [Ю]. уро
киназную активность—по методу Husain и соавт. [И]. Электрофорез в ПААГ и 
присутствии ДДС-.\'а проводили по методу Laemmli [12] с применением серебряно
го окрашивания [13].

Из данных, полученных в ходе эксперимента (рис. 1. а), следует, 
что после четко выраженного лаг-периода длительностью 16—20 ч с 
момента введения ФРИ (28 нг/мл) происходит стимуляция пролифе
рации клеток стационарной культуры фибробластов куриного эмбрио-

Рис 1. Изменение индекса меченых клеток в стаи । арчой культуре фиб
робластов куриного эмбриона на разных сроках и кубацин. а—контроль 
(/), ФРН (2); б—смена среды на свежую (/). смена среды-т-ФРН (2). 
По оси абсцисс—время инкубации (ч), по оси ор.1:11:1 г—индекс меченых 

клеток (%)

на. Максимум стимуляции приходится на период с 24 по 32 ч инкуба
ции в присутствии ФРН, когда наблюдается бол.е чем Затратное 
Ср<0.01). по сравнению с контролем, увеличение числа клеток, всту
пивших в Б-период клеточного цикла. Из экспериментальной кривой 
видно, что после 32 ч инкубации клеток с фактором соотношение ин
декса меченых клеток к контрольному уровню более нс возрастает. 
Это свидетельствует о том, что новые группы клеток, по-видимому, не 
вовлекаются в пролиферативный процесс.

Смена среды на свежую значительно повышала включение 3Н-ти- 
мидииа в клетки. В то же время добавление ФРИ (28 нг/мл) в соче
тании со сменой среды (рис. 1, б) приводило к еще большему увели
чению числа меченых клеток (35,7% на 32-ом часу инкубации), по 
сравнению со стимуляцией только сменой среды (26,8%, р<0,01). 
,Судя по полученным результатам, действие ФРН и свежей среды но
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сит, по-видимому, аддитивный характер, поскольку при совместном 
действии двух факторов общее число меченых клеток близко к сумме 
их прироста под влиянием каждого из стимулов в отдельности. Воз
можно, в основе описанной аддитивности лежит реакция разных фрак
ций клеточной популяции на различные пролиферативные стимулы.

При обработке культур в течение 28 ч ФРН в концентрациях от 
! нг/мл до 1 мкг/мл обнаруживалось зависимое от дозы фактора уве
личение числа меченых клеток (рис. 2). Достоверные отличия от уров
ня меченых клеток в контрольных культурах, составляющего в данном

Рис. 2. Зависимость числа меченых 
клеток от концентрации ФРН в 
культуре фибробластов куриного эм
бриона (28 ч инкубации),.֊ По оси 
абсцисс—концентрация ФРН в сре
де, по оси ординат—отношение чи
сла включившихся зН-тимпдин кле
ток к контрольному уровню (при

нят за 1)

опыте 9,92±1,84%, наблюдались в вариантах с ФРН, начиная с кон
центрации фактора в среде 7 нг/мл (р<0,01). Кривая концентра
ционной зависимости достигала плато при концентрациях фактора 
15 нг/мл и выше. Следует отметить, что аналогичные дозы ФРН вы
зывают стимуляцию роста нейритов у клеток РС-12 [7].

В ряде работ [14—16] был показан митогенный эффект некото
рых протеаз, обладающих эстеропептидазной активностью при добавле
нии их в культуральную среду в концентрациях от 0,1 мкг/мл до не
скольких мкг/мл. В связи с этим провели тестирование используемого 
в эксперименте препарата ФРН в концентрациях от 20 нг/мл до 
1 мкг/мл на наличие указанной активности. Протеазная активность 
препарата составляла менее 0,03% от активности трипсина, исполь
зуемого в качестве контроля. Урокиназная активность, свойственная 
■у-субъединице ФРН (см. ниже), не была обнаружена. Высокая сте
пень чистоты препарата по данным гель-электрофореза в ПААГ и 
практически полное отсутствие протеазной активности указывают на 
то, что эффект стимуляции пролиферации связан с действием именно 
ФРН из семенной плазмы быка. Для ФРН из подчелюстных желез 
мыши, где фактор находится в виде белкового комплекса, состояще
го из трех типов субъединиц [1]> подобный эффект был показан лишь 
для -у-субъединицы, проявляющей свойства эстеропептидазы и уроки
назы [14, 17] и не обладающей нейритстимулирукмцей активностью, 
характерной только для 0-субъединицы [1—4]. Указанные выше от
личия в действии ФРН из семенной плазмы и подчелюстных желез мы
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ши, возможно, связаны со структурными [6], а может быть, и функ
циональными различиями факторов из разных источников.

Изложенные результаты свидетельствуют о способности факто
ра роста нервов из семенной плазмы быка служить пролиферативным 
стимулом для клеток стационарной культуры фибробластов куриного 
эмбриона. Можно предположить, что ФРИ является фактором, обла
дающим многообразными регуляторными функциями. Возможно, что 
in vivo на ранних стадиях эмбриогенеза он обеспечивает, с одной сто
роны, дифференцировку нервных клеток, а с другой—рост клеток ок
ружения нейрона.

STIMULATION OF CULTURED FIBROBLASTS PROLIFERATION
BY NERVE GROWTH FACTOR FROM BOVINE SEMINAL

PLASMA

MOVSESYAN V. A.. KONDRATYEV A. D., *MAGAKYAN U. A.,
*KOLTUKIfCHEVA N. A.. «GASPARYAN G. G., SEVERIN E. S.

Institute of Molecular Biology, Academy of Sciences of the USSR. Moscow; 
’Institute of Experimental Biology. Academy of Sciences of the Arm. SSR, 

’«Institute of-Zoloogy, Academy oi Sciences of the Arm. SSR. Yerevan

The influence of nerve growth factor (NGF) from bovine seminal 
plasma on proliferative activity of cells of non-neuronal origin was stu
died. Growth-stimulating ability of bovine NGF was demonstrated on 
the confluent stationary culture of chick embryo fibroblasts. About 3-fold 
increase in the number of 3H-thymidine labelled cells was shown when 
the culture was incubated with the factor. The possible role of NGF in 
the regulation of proliferation and differentiation of cells of different 
origin is discussed.
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СОДЕРЖАНИЕ ПЕПТИД ДЕЛЬТА-СНА-ПОДОБНОГО 
МАТЕРИАЛА В ГОЛОВНОМ МОЗГУ КРЫС В НОРМЕ И ПРИ 

ХОЛОДОВОМ СТРЕССЕ

КРУПЕ1 ШИКОВА Е. Ю., "ЮХАНАНОВ Р. 1О„ ""МИХАЛЕВА И. И„ 
БОНДАРЕНКО Т. И.

Кафедра биохимии и биотехнологии Ростовского госуниверситста им. М. А. Суслова; 
"Институт фармакологии АМН СССР; ""Институт бноо.рганнческой химия 

им. М. М. Шемякина АН СССР, Москва

Вовлечение пептидергических структур ЦНС в процесс приспо
собления к действию различных факторов среды обеспечивает более 
длительную мобилизацию адаптационных и компенсаторных механиз
мов, поскольку их активация, как правило, приводит к целому ряду 
изменений, оказывающих продолжительные эффекты на обмен веществ 
в организме [I].

Немаловажную роль в процессах адаптации к сильным стрессор- 
ным воздействиям в последнее время отводят пептиду дельта-сна, 
имеющему строение Trp-Ala-Gly-Gly-Asp-Ala-Ser-Gly-Glu (НДС) [2], 
который был открыт Monnier и соавт. [3]как фактор регуляции мед
ленноволновой фазы сна. К настоящему времени считается, что дей
ствие ПДС на сон не прямое, а опосредуется его антнстрессорной ак
тивностью [4].

Нами ранее было показано [5], что доза 12 мкг ПДС/100 г мас
сы, введенная внутрибрюшинно, препятствует стрессорным измене
ниям в организме на начальном этапе холодового воздействия и спо
собствует более быстрому, чем при естественной адаптации, выходу 
животных из состояния холодового стресса.

Целью данной работы являлось исследование динамики содержа
ния ПДС в головном мозгу интактных и подвергнутых холодовому 
стрессу крыс при введении им препарата ПДС*.

Опыты проводили па беспородных белых крысах-самцах массой 120—150 г. 
Подопытных животных содержали в холодовой камере при 0—3° в течение 3 суток. 
Этот период определяется как стрессорпый. что выявляется по гормональным е. 
гам и усилению катаболизма [6, 71.

"Препарат тезирован в Институт, биоорга. ...той химии им. М. М. Шемя
кина АН СССР, Чи ква.
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Контрольным и подопытным животным вводили внутрибрюшинно ПдС в доза 
12 мкг/100 г массы. ПДС хорошо проникает через ГЭБ при его периферическом вве
дении [8, 9].

После декапитации животных быстро извлекали головной мозг и немедленно по
гружали его н жидкий азот. Замороженный мозг измельчали до кусочков массой 
50 мг. затем кипятили в течение 10 мин с 0.1 М СН3СООН, гомогенизировали и цен
трифугировали при 20000 g на холоду. Осадок дважды промывали 0.1 М СН3СООН, 
объединенный супернатант лиофилизировали. Дальнейшее определение ПДС-подоб
ного материала проводили методом радиоиммулологичеокого анализа, описанным 
в работе Рожанец н соавт. [10].

Из таблицы видно, что в мозгу интактных крыс содержится 
0,244=0,04 фмоль/мг ткани ПДС-подобного материала.

Полученные нами результаты ниже по сравнению с данными, при
веденными в литературе [10 11]. Это, вероятно, может быть обус
ловлено, во-первых, различием породы, возраста и условий содержа
ния животных; а во-вторых, большей специфичностью использованных 
нами антител и разницей в химической структуре меченых антигенов.

Введение 12 мкг ПДС/100 г массы контрольным животным и опре
деление его содержания через 3 суток после введения не изменяет 
уровня ПДС-подобной иммунореактивности (ИР) в головном мозгу.

При действии низких температур в течение 3 суток концентрация 
ПДС-подобного материала в головном мозгу в среднем увеличивалась 
в 14,2 раза по сравнению с контролем. При введении ПДС холодовым 
животным уровень ПДС-подобной ИР в головном мозгу выше кон
трольного почти на 500 %, однако в 2,4 раза ниже, чем при холодо
вом стрессе.

Действие низких температур активирует процессы распада бел
ков головного мозга [12]. Вполне вероятно, что наблюдаемое нами 
увеличение ПДС-подобной ИР в головном мозгу крыс является след
ствием активирования реакций ограниченного протеолиза, в резуль
тате которого возможно образование ПДС-подобных пептидов. На 
эту мысль наводят данные компьютерного поиска, осуществленного 
National Biomedical Research Foundation, Washington, обнаружившего 
присутствие 5-членной последовательности ПДС в некоторых белко
вых фрагментах, а также в составе 48-членного пептида задней доли 
гипофиза быка [13].

Для многих пептидов, в том числе и для ПДС, установлена ко
локолообразная зависимость их активности от дозы [14]- Известно, 
что влияние р-эндорфина на секрецию глюкокортикоидов зависит от 
дозы. Показано также, что небольшие дозы р-эндорфина (10՜ <*— 
10՜՞ М) снижают продукцию кортикостероидов, а в более высоких 
концентрациях (10՜՛1 М) 0-эндорфин повышает их образование [15].

Вполне вероятно, что разные дозы ПДС также могут обладать 
противоположными эффектами. Так, в исследованиях Schoenenberger, 
Monnicr [16] показано, что дозы ПДС от 2 до 7 нмоль/кг при внутри
желудочковом введении оказывают сониндуцирующий эффект, тогда
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как дальнейшее увеличение дозы до 12 имоль/кг подавляет его и да
же приводит к обратному эффекту, то есть вызывает неожиданно вы
сокую моторную активность. —

Таблица
Содержание пептид дельта-сна-подобного .материала в головном мозгу крыс при 

действии холода и введении 12 мкг ПДС/100 г массы (п = 4—5)

Условия опыта Концентрация 
фмоль/мг ткани

Контроль
Контроль ПДС
Холод
Холод--ПДС

0,24+0,04 
0,31+0.10 
3,39+0,26' 
1,42+0,25*

Примечание. Статистически достоверные различия по отношению к. контролю» 
(*р<0,01).

Возможно, содержание ПДС в головном мозгу в состоянии холо
дового стресса настолько превышает физиологический уровень, что- 
ведет не к стабилизации, а к нарушению метаболических процессов.

Ранее нами было показано, что предварительное введение 12 мкг 
ПДС/100 г массы холодовым животным способно стабилизировать 
многие обменные процессы, нарушающиеся при воздействии холода. 
Это выражается в нормализации уровня содержания тормозного ней
ромедиатора гомокарнозина и возбуждающего медиатора гистамина, 
предотвращении изменения субстратной специфичности МАО типа А, 
принимающей участие в обмене некоторых медиаторов, и стабилиза
ции клеточных мембран [5]. Состояние метаболизма при этом у жи
вотных приближается к состоянию, характерному для естественной 
адаптации.

Полученные нами данные свидетельствуют о том, что состояние 
холодового стресса характеризуется резким повышением в мозгу (бо
лее чем в 14 раз) по сравнению с контролем содержания ПДС-подоб- 
ного материала. Антнстрессориый же эффект ПДС при холодовом 
стрессе наблюдается при его концентрации в мозгу, почти в 6 раз 
превышающей физиологический уровень.

DELTA SLEEP-INDUCING PEPTIDE-LIKE MATERIAL LEVEL IN RAT 
BRAIN AT NORMAL CONDITIONS AND COLD STRESS

KRUPENNIKOVA E. Yu., YUKHANANOV R. Yu., MIKHALEVA I. I.,
BONDARENKO T. 1.

Roslov-on-Don Slate University, Institute of Pharmacology. USSR 
Academy of Medical Sciences, Moscow

Exposure to low temperature (0-]-3c) for 3 days increases 14,2— 
fold the level of DSIP-like Immunoreactivity in rat brain compared to 
control animals. DSIP (12 mcg. 100g b. w„ i- p. injection) has antlstrcss 
effect at cold stress, the level of DSIP-like activity being 6 times higher 
than physiological one.
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АНИОНЧУВСТВИТЕЛЬНАЯ АТРаза В СУБКЛЕТОЧНЫХ 
ОБРАЗОВАНИЯХ МОЗГА КУР В ОНТОГЕНЕЗЕ

АСАТРЯН Р. М„ БАДАЛЯН Р. Б., СИМОНЯН А'. А.
Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

К аниончувствительным АТРазам относят ферментные системы, 
«осуществляющие гидролиз АТР, зависимый от анионов и, в первую 
очередь, от бикарбоната. Они широко распространены в бактериаль
ных, растительных и животных организмах и Играют важную роль 
в биоэнергетике клетки. Выдвинуто несколько гипотез для объясне
ния чувствительности к анионам ATP-гидролазной реакции, но еди
ного мнения по этому вопросу пока не существует.

При изучении продуктов расщепления АТР в присутствии НСО3~ 
было обнаружено незначительное образование АМР и преимуществен
ный гидролиз до ADP и Р։ [1—4], что свидетельствует о том, что в 
этих условиях отщепляется только у-фосфат.

Анионзависимые АТРазы различных клеточных структур нахо
дятся в мембраносвязанном и растворимом состояниях, сходны по 
субклеточному составу и обладают одинаковой чувствительностью к 
активаторам и ингибиторам [5].

Имеется очень мало сведений о локализации и свойствах аниои- 
стимулируемых АТРаз в нервной ткани животных. Исследование фер
мента в структурных образованиях мозга выявило значительные раз
личия во внутриклеточном распределении ее активности у крыс и 
обезьян [6].

Настоящая работа посвящена онтогенетическому изучению свойств 
НСО։֊ и SO3՜’՜ -стимулируемых АТРаз в субклеточных структурах 
мозга кур. Исследовано также участие двухвалентных катионов в ре
гуляции активности фермента в митохондриальной фракции мозга кур 
в ходе,эмбрионального и постэмбрпоналыюго развития.

Опыты проводили на 13-. 17-. 20-диевных эмбрп >нах. 1-, 5-дневных цыплятах п 
зрелых кутрах. Гомогенизацию ткани мозга проводили в гомогенизаторе типа Poller 
[7]. Митохондрии выделяли ври 0—4° в 0.25 М сахарозе и 0,02 М трис-HCI буфере, 
pH 7,4. Ядерную фракцию осаждали при 800" 10 мни, а митохондрии—при 16000g 
15 мин. Полученную митохондриальную фракцию промывали средой выделения. Для 
получения микросомной фракции надосадочиую жидкость центрифугировали при 
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Таблица /
Влияние НСО՜ и 5О3; на активность ЛТРазы в субклеточных образованиях 

.мозга кур в онтогенезе. ДР в мкатомах/.мг белка
- =

Субклеточ
ные обра
зования

Добавлен
ный аннон

13-днсвпые 
эмбрионы

П
ри

ро
ст

 
ак

ти
вн

ое
в %

17-днсвныс 
эмбрионы

П
ри

ро
ст

 
ак

ти
вн

ое
 

в %

20-дпевные 
эмбрионы

П
ри

ро
ст

 
ак

ти
вн

ое
 

в %

1-дневные 
цыплята

П
ри

ро
ст

 
ак

ти
вн

ое
 

в %

5-лнсвные 
цыплята

П
ри

ро
ст

 
ак

ти
вн

ое
 

в %_
__

_

Куры

П
ри

ро
ст

 
ак

ти
вн

ое
 

в %

Митохондрии контроль 
НСО՜ 
5О3-~

2.43+0,06
3,81+0,04*
3,98+0,07’

56
63

3,52+0,04
4,31+0,06’
4,33+0,04

22
23

4,28+0,08
4,50+0,09
4,75+6,12*

5
10

5.13+0.19
5,55+0,07* 
5,48+0,08

8
6

5.81+0,17
6,04+0,06
5,87+0,05

4
2

5,16+0,11
5,66+0,10’
5,50+0,13

9
6

Мембраны 
митохондрии

контроль 
НСО:՜ 
30?՜

3.76+0,04
5,49+0,06®
5,86+0,08*

46
55

4,95+0,13
5.53+0,09
5,53+0,08

11
11

5,81+0,07
6,62+0.08*
6.30+0,11*

13
8

6,01+0,18
7,17+0,18*
6.73+0,18*

19
11

6.16+0,14
6.56+0,07՛
6,16+0,10

6
5.73+0,08
6,03+0,22
5.85+0,17

5
2

Микросомы контроль 
НСО;՜ 
50,”

7.20+0,23
10,82+0,02
9,69+0,12*

.50
34

8,09+0,27
12,67+0,22'
12.20+0,30'

56
50

13.37+0,61
25,25+0,41*
24,18^0,54*

45
39

18,75+0,27
31,72 +0,86"
28,96+0,76®

69
54

18,35+0,47
28.95+0,80*
26,28+0,64"

57
43

12,74+0,33
21,86+0,66*
17,18+0,69*

71
34

Примечание. Здесь и в табл. 2 количество опытов 4—12; ‘статистически достоверные данные (р<0,05—0,001).



'105000g 30 м։ш. Мембранные структуры митохондрий получали 3-кратным замора 
жпваннем-оттаизанием фракции с последующим центрифугированием при 103000g.

НСО 3—и SOj2—-чузствительпую АТРазную активность определяли в среде, со
держащей I мМ MgCI2. 2 мМ АТР и 60 мМ ։Х’аНСО3 или Xa2SO3 [8]. Контрольные 
опыты вместо NaHCO3 или Na2SO3 содержали соответственно 60 или 120 мМ NaCi. 
Активность фермента в присутствии двухвалентных катионов определяли, заменяя 
MgCI2 на хлориды соответствующих металлов в эквимолярных количествах. Объем 
раствора доводили до I мл 0,25 М сахарозой трнс-HCI буфер. pH 7,-1. Инкубацию 
проводили при 37° в течение 30 мни. Об активности АТРазы судили по изменению 
в среде содержания Р, [9], белок определяли по Lowry и соавт. [10].

Результаты наших экспериментов показали, что в изолированных 
митохондриях мозга активность Mg2՜5՜ -АТРазы возрастает с 13 дня 
развития до вылупления цыпленка (табл. 1). Повышенная активность 
фермента отмечается и в митохондриях 5-дневных цыплят. Подобная 
динамика выявлена в митохондриальных мембранах и микросомной 
фракции. Характерно также, что в микросомной фракции выявляется 
наибольшая активность фермента в течение всего онтогенеза.

При исследовании стимуляции Mg2 +-/АТРазы бикарбонатом ока
залось, что на 13-й день развития в интактных митохондриях мозга 
НСО3՜ повышает гидролиз АТР на 56%. В ходе эмбрионального раз
вития чувствительность к НСО,՜ снижается. Аналогичный сдвиг ак
тивности АТРазы наблюдается и в мембранах митохондрий. В микро
сомной фракции аниончувствительная АТРазная активность поддержи
вается на высоком уровне на протяжении всего эмбрионального пе
риода и сохраняется после вылупления. Почти во всех исследованных 
сроках развития цыпленка активность НСО3~ стимулируемой АТРазы 
в микросомах намного выше по сравнению с интактными митохон
дриями и их мембранными структурами. Чувствительность гидролиза 
АТР к SO -’".динамика ее изменений в основном такие же, как при 
активировании фермента НСО3". Можно сделать предположение о 
важной физиологической роли аниопчувствительпой АТРазы митохон
дрий мозга на раннем этапе эмбрионального развития кур. В процес
се развития, по-видимому, имеет место перераспределение активности 
фермента между отдельными структурными образованиями нервной 
клетки.

Известно, что для проявления активности аниончувствительной 
АТРазы необходимо присутствие двухвалентного катиона [11 —15]. 
Имеющиеся данные указывают на то, что в присутствии Mg21՜, Мп2՜1՜, 
Zn2+, Со2+, Са2+, С<12+ расщепление АТР происходит, как прави

ло, примерно с одинаковой скоростью [16—19]. Но следует отме
тить. что скорость гидролиза АТР при наличии этих катионов еще по 
определяет их эффективность в качестве агента, способствующего сти
муляции АТРазиой реакции анионами.

Представляет интерес изучение влияния двухвалентных катионов 
на НСО, и SO.,2 -активируемую АТРазную активность при онтогене
тическом развитии (табл. 2). Легко заметить, что различные катионы
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НСО3-и 8О3- -чувствительная АГРааная активность митохондрий мозга в присут

ствии двухвалентных катионов в онтогенезе кур. ДР в мкатомах/мг белка

Таблица 2

Условия опыта 13- дневные 
эмбрионы

Прирост 
активно
сти в %

20-дневные 
эмбрионы

Прирост 
активно
сти в %

5-дневные 
цыплята

Прирост 
активности 

в %
Куры

Прирост 
активности 

в %

М8’+
к нтроль 
ПСОз՜ 
50?֊

2.43+0,06
3,81+0.04*
3,98+0.07’

56
63

4,28+0,03
4,50+0,09
4,75+0,12* 10

5.81+0,17
6,04+0,06
5,87+0,05

4
2

5,16+0,11
5,66+0,10’
5.50+0,13

9
6

контроль 2,58+0,10 4,01+0,11 4,87+0,07 5,13+0,25
Мп2 *■ НСОз

8О?~
3,61+0,07*
3,13+0,11*

61
20

4.76+0,16’
4,50+0,17*

18
11

5,59+0,18*
5,62+0,16*

14
15

6,29+0,08*
5,47+0,10

22
7

Са=+

контроль 
ПСОз՜ 
зо?՜

2,10+0,01
4.09+0,08’
3,19+0,18

94
20

3.45+0,13
3.96+0,08*
3,47+0.10

15
5,09+0.17
6,70+0.16*
4,95+0,20

12
2

4,88+0,21 
6,00+0,10’ 
5,03+0,22

контроль 3,16+0,11 3.17+0,03 4,93+0,28
2п։+ ПСОз 

50?- 7
2,62+0,13’
3,21+0,12

— 2,60+0,14*
2,71+0,07*

— 2,70+0.23*
4,30+0,14’

— 3,70+0,30’
4,44+0.24

—

Со։+

контроль 
нсо,- 
50?"

■2,82+0,26
3,46+0.15*
3.92+0,02*

22
32

4,14+0,17
4,64+0,15'
4.18+0.06

12
5,49+0.12
5,59+0,10
6,69+0,13* 11

5.75+0,03
6,69+0,04*
6.00+0,22 4

контроль 
ПСОз՜ 
80?-

1,71+0,06
1,99+0,05*
2,39+0,19*

16
39

3.06+0,05
2.91+0,17
2,81+0,09* —

4,43+0,17
2,65+0,20*
3,89+0,16’ _

3,84+0,10
3,30+0.19
4,30+0,22 20

Сб’-ь

контроль 
нсо- 
50?՜

2,98+0,17
3,01+0,14
3,13+0,14 5

2,95+0,07
3,68+0,11 *
3,19+0,19

24
4,29+0,04
4.73+0,04’
4,76+0,08'

10
9

4,26+0,13
5,64+0,42’
4.94+0,31

32



оказывают неодинаковое действие на АТРазную активность в мито
хондриях мозга. Значительное активирующее влияние в “мозгу 13-днев
ных эмбрионов отмечается в присутствии 2п21՜, Сб21՜, Со2+, Мп2՜1՜,. 
М§2՛՛. У 20-дневных эмбрионов наибольший распад АТР наблюдается 
в присутствии М§2՜, Со2՜*՜, Мп2+, а Сб2+ даже ингибирует гидролиз 
АТР. При дальнейшем развитии активирующее действие отдельных 
катионов варьирует.

Высокая активность аниончувствитсльиой АТРазы в присутствии 
некоторых катионов наблюдается в начале плодного периода эм
брионального развития кур: бикарбонат заметно стимулирует 
АТРазную активность. Присутствие Са2՜1՜, Мп2+, М§2+, Со2՜1՜, И!21՜ не 
влияет на интенсивность гидролиза АТР в случае с СЙ?+, а с 2п2+ 
даже несколько подавляет ее. Стимулирование бикарбонатом АТРазы 
в присутствии различных катионов по ходу развития эмбриона за
метно понижается. При этом сохраняется ингибирующее влияние 
НСО; с 2п2+, а в случае с М12+ активность фермента несколько по
вышается.

В изученные сроки по-разному действует присутствие двухва
лентных катионов на 5О32~-стимулируемую активность. В митохон
дриях мозга на 13-й день развития 5О32-стимулирует активность фер
мента в присутствии М§2!՜, И!21՜, Со2՜1՜, Са2+, Мп2՜1՜. В последующие 
сроки развития 5О32--АТРазная активность заметно снижается, а в 
присутствии Сб2՜1՜ и 2п2+—полностью угнетается. Полученные резуль
таты свидетельствуют о неодинаковой эффективности различных двух
валентных катионов в АТР-гидролазной реакции, осуществляемой, 
аниончувствительными АТРазами.

ANION-SENSITIVE ATPase IN THE SUBCELLULAR FRACTIONS 
OF HEN BRAIN IN ONTOGENESIS

ASATRIAN R. M„ BADALIAN R. B.. SIMONIAN A. A.

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

High activity of ATPase stimulated by HCO֊3 and SO32~ has been՛ 
detected in mitochondria and their membranes at the beginning of the 
embryonic development of hen. During the following stages of develop
ment the Intensity of the hydrolysis of ATP has been reduced. The 
high level of ATP has been reduced. The hign level of ATP hydrolysis 
by anion-sensitive ATPase has been retained in microsomal fraction du
ring the whole period of ontogenesis. Bivalent cations exert different ef
fects on the anion-sensitive ATPase activity at various stages of hem 
development.
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НЕИРОХИМИЛ
т. 5, № 2, 1986

ПИСЬМА В РЕДАКЦИЮ

УДК 577.151.042

ВЛИЯНИЕ БЕЛКОВ НА АКТИВНОСТЬ РАСТВОРИМОЙ ФОРМЫ 
ФОСФАТЗАВИСИМОИ ГЛУТАМИНАЗЫ МОЗГА

ОГАНЕСЯН в. С., БАДАЛЯН Л. Л., БЕДЖАНЯН К. Д.
Институт биохимии АН Лр.мССР, Ереван

Митохондриальные фракции мозга и почек содержат мембрано
связанную и растворимую формы фосфатзависимой глутаминазы. По
казано, что кинетические и регуляторные свойства этих глутаминаз по 
ряду параметров принципиально отличаются [1—7]. Обе формы фер
мента активируются фосфатом, однако мембраносвязанная глутами
наза более чувствительна к этому эффектору, чем растворимая. Та
кие эффективные активаторы мембраносвязанного фермента как ти
реоидные гормоны, цитрат, малеат, сукцинат и другие либо вовсе не 
действуют на активность растворимой глутаминазы, либо оказывают 
незначительное стимулирующее влияние. В то же время одновремен
ное применение трийодитиронина (Т3) с фосфатом, цитратом и други
ми соединениями приводит к многократному повышению активности ра
створимой глутаминазы. При этих же сочетаниях эффекторов актив
ность мембраносвязанной глутаминазы повышается всего лишь в 2— 
3 раза [4, 5]. Основная часть глутаминазы мозга прочно связана с 
мембранами митохондрий и даже при повторных процедурах замора
живания-размораживания не переходит в раствор, между тем как 
аналогичная обработка гомогенатов коры почек крыс приводит к вы
свобождению новых порций растворимого фермента с присущими ему 
регуляторными свойствами [6]. Очевидно, фермент почек непрочно 
связан с компонентами митохондриальной мембраны (белками и фос
фолипидами) и легко переходит в раствор. В связи с этим возникает 
вопрос, зависит ли регуляция активности растворимой глутаминазы от 
ее взаимодействия с окружающими белками, для выяснения которо
го было изучено влияние осадка грубой митохондриальной фракции 
мозга на растворимую глутаминазу, выделенную из этой же фракции. 
Мягкой тепловой обработкой осадка предварительно инактивировали 
мембраносвязанную форму глутаминазы.

Исследования, проведенные па растворимой глутаминазе, полу
ченной по ранее описанной методике [4], показали, что при добавлс- 
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ни;- осадка (200—600 мкг на пробу) чувствительность фермента к низ
ким концентрациям фосфата несколько повышается, а к Т3 и другим 
соединениям не изменяется. Вместе с этим выяснилось, что при одно
временном добавлении фосфата с Т3 активность фермента в присут
ствии осадка сильно подавляется. Если в отсутствие осадка Т3 уси
ливает действие фосфата на растворимую глутаминазу в 16—17 раз, 
то в его присутствии эффект фосфата усиливается всего лишь в 5— 
6 раз. Активность растворимой глутаминазы также сильно подавляет
ся при сочетанном применении Т3 с цитратом и другими соединения
ми. Проведенные исследования показали, что митохондриальная фрак
ция, лишенная растворимой глутаминазы, также как и синаптосом- 
ная оказывают действие, аналогичное осадку.

По данным McGivan, Bradford [8], чувствительность печеночной 
глутаминазы к фосфату частично восстанавливается при добавлении 
фосфолипидов. По-вндимому, повышение чувствительности раствори
мой глутаминазы мозга к фосфат)' в присутствии осадка грубой ми
тохондриальной фракции обусловлено его фосфолипидными компо
нентами. Об этом свидетельствует тот факт, что испытанные нами пре
параты коммерческих белков не повышают чувствительности раство
римого фермента мозга к фосфату. Выяснилось, что альбумин, гло
булин, лизоцим, цитохром «С» (290—600 мкг на пробу) и другие 
белки-ферменты сильно подавляют эффект потенцирования, наблю
даемый при совместном применении фосфата, цитрата и других соеди
нений с Т3. Следует указать, что применяемые нами белки не в оди
наковой степени тормозят активность фермента. Большинство из них 
подавляет активность растворимой глутаминазы сильнее, чем осадок 
грубой митохондриальной фракции.

Таким образом, наряду со многими низкомолекулярными физио
логическими соединениями различной природы белки также уча
ствуют в регуляции активности растворимой глутаминазы мозга, из
бирательно подавляя только эффект потенцирования.

INVOLVEMENT OF PROTEINS IN THE REGULATION OF 
SOLUBLE PHOSPHATE-DEPENDENT BRAIN GLUTAMINASE

OGANESYAN,V. S.. BADALYAN L. L-, BE.IANYAN K. D.
Institute of Biochemistry, Armenian SSR Academy of Sciences. Yerevan

A number of commercial proteins (albumin, globulin etc) as well 
as the pellet of crude mitochondrial fraction affect the activity of soluble 

‘form of phosphate-dependent brain glutaminase. The proteins mentioned 
diminish the activating effect of trliodtyronine-phosphate and triiodty- 
ronine-citrate pair on the activity of enzyme. The pellet increases tiie 
:stimulating effect of phospate while the proteins don’t alter it.
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ХРОНИКА

УДК 547.952:612.822.1

липиды нервной ткани
(по материалам X Международного собрания по нейрохимии, 

Рива-дель-Гарда, Италия, май 1985 г.)

АВРОВА Н. Ф.

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

В последние годы наблюдается быстрый прогресс в области липидологии. Лн։пи- 
ды. содержащиеся в наиболее высокой концентрации в нервной ткани, всегда вызы
вали особый интерес исследователей. Многим из них (например, ганглиозидам, цере
брозидам) свойственны специфические функции в процессах жизнедеятельности нерв
ных и глиальных клеток՜.

Ha X Международном нейрохимическом собрании в Рива-дель-Гарда (Италия), со
стоявшемся в мае 1985 г., липидам были посвящены специальные симпозиумы, кол
локвиумы, разделы стендовых сообщений. Им отводилась видная роль и при обсуж
дении биохимических механизмов трансдукции сигнала в клетке, межклеточного 
взаимодействия, регенерации, старения и других процессов. Применение различных ме
тодических подходов, проведение комплексных исследований с привлечением ученых 
различной специализации (биохимиков, иммунологов, морфологов и др.) позволило в 
последние годы добиться существенных успехов в понимании функциональной роли 
различных липидов.

Целью настоящего обзора, составленного по материалам X Международного 
нейрохимического собрания, является описание новейших достижений в исследовании 
структурного многообразия, локализации, обмена и функциональной роли липидов 
нервной ткани. Наиболее полно освещено участие фосфоинозитидов и продуктов их 
обмена в реализации клеточного ответа на воздействие различных эффекторов, роль 
ганглиозидов в обеспечении жизнеспособности, регенерации и пластичности нервных 
клеток, регуляторная роль и особенности метаболизма биоактивных продуктов пере
кисного окисления липидов (простагландинов, лейкотриенов и др.), то есть обсуж
дались те вопросы, которые в настоящее время находятся в центре внимания уче
ных, занимающихся изучением липидов нервной ткани.

Фосфоинозитиды нервной ткани. Участие этих липидов и продуктов их обме
на в трансдукции сиенала в клетке. Из всех фосфолипидов наибольшее внимание в 
современной научной литературе уделяется фосфоинозитидам. Чем же объяснить 
повышенный интерес к этим соединениям? В последние годы установлено, что взаи
модействие ряда эффекторов (медиаторов, гормонов) с их рецепторами на наруж
ной поверхности плазматической мембраны влияет на обмен веществ в клетке че
рез посредство сложной последовательности реакций, включающих расщепление по- 
лифосфоинознтидов. Число известных вторичных мессенджеров, первым из которых 
был описан сАМР, пополнилось продуктами обмена полифосфопнозитидов. Как по- 
•казали в своих докладах Hawthorne и Swileni [1], Agranoff [2], Downes и Ir_
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vine [3] я др., после взаимодействия лиганда с рецептором происходит фосфо* 
диэстеразное расщепление полифосфоинозитидов £ образованием двух родов актив
ных веществ (вторичных мессенджеров)—диацилглииерина и три- итдифосфоппози- 
тов. Диацилглицернн активирует протеинкиназную систему (протеннкиназу С), тог
да как трифосфоинозит, как правило, мобилизует кальций из внутриклеточных за
пасов. Показано наличие различных структурных изомеров трифосфоинозита (D-J, 
4, 5 Ин3. D-1, 3. 4 Ин3, D-2, 4, 5 Ин3 и др.), а также ди- и монофосфоинозлта, 
включая циклические формы этих соединении. Сам инозит всегда представлен мио
инозитом. Эти соединения отличаются друг от друга лишь по положению фосфатных 
остатков в их молекуле. Охарактеризованы различия в функциональной активности 
трнфосфоинозитов [1—3].

Для познания тонких механизмов активации клеточного метаболизма с уча
стием пслифосфоинозитидов используют различные клеточные модели. Значительное 
повышение скорости обмена фосфоинозитидов происходит ври воздействии медиа
торов, их агонистов и антагонистов на срезы мозга и на культуры нервных кле
ток. Найдено, что скорость обмена этих соединений повышается при активации мус
кариновых рецепторов ацетилхолина. гиста.мин-Hj рецепторов. 5-гидроксптриптамин2 
рецепторов, но не гистамин-Н2 рецепторов [4—6]. Интересно отметить, что суще
ственное влияние на обмен фосфоинозитидов может оказывать литии. Этот широко 
применяемый в клинической практике катион тормозит, как было найдено, превра
щение монофосфоинозлта в инозит [3]. Hawthorne. Swilem [1] на примере изу
чения воздействия эффекторов на мускариновые рецепторы хромаффинозых кле
ток надпочечников в культуре ткани установили, что активация фосфоинозитидного- 
обмена не всегда может приводить к высвобождению иммобилизованного клеточ
ного кальция. По-впдимому. аналогичный механизм воздействия на клеточный ме
таболизм (через диацилглицернн и продукты его дальнейшего распада, но не через 
топ- и дифосфоинозиты) имеет место и при активации тормозных мускариновых ре
цепторов в мозгу и сердце.

Одной из основных молекулярных разновидностей фосфоинозитпдоз в мозгу 
млекопитающих является I-стеароил. 2-арахидоноил фосфоинозитид [7]. поэтому 
под воздействием медиаторов можно ожидать высвобождения диацилглииерина со
ответствующего строения, а при его дальнейшем распаде арахидоновой и стеари
новой кислот. Арахидоновая кислота может активировать аденилатциклазу. в этом 
случае активация протеинкнназ может осуществляться сАМР. Увеличение при ря
де судорожных воздействий содержания в ткани мозга свободной арахидоновой 
кислоты и диглицеридов, содержащих эту кислоту, связывают с увеличением ско
рости обмена фосфоинозитидов, являющихся наиболее вероятным источником этих 
соединений. Значительные изменения обмена фосфоинозитидов происходят при ише
мии, при этом характерной особенностью биохимических изменении является силь
но выраженное увеличение уровня свободных жирных кислот [1, 5, 7—9]. Таким 
образом, одним из биологически активных веществ, образующихся при распаде 
фосфоинозитидов и изменяющих клеточный метаболизм, является, по-впдимому, и 
арахидоновая кислота.

Фосфолипиды и стеролы нервной ткани в норме и при патологии. Па съезде- 
были доложены интересные работы по изучению свойств другого кислого фосфо
липида—фосфатидплсернна. Найдено, что он необходим для проявления активности- 
иротеннкнназы С и сфингомиелиназы [10, 11 |. В случае нротеинкиназы С его эффект, 
ио-видимому, является специфическим, причем фермент требует также наличия ио
нов кальция. Один из продуктов распада фосфоинозитидов—диацилглпцерин—осу
ществляет. вероятно, свое активирующее влияние на протеннкиназу С. увеличивая 
степень сродства фермента к фосфотидилсерину и кальцию [Ю]. В случае сфин
гомиелиназы активирующее влияние, наряду с фосфатидилсерином, способны ока
зывать и другие кислые липиды, например, фосфатидная кислота, но не фосфати- 
дилхолин дли фосфатидил этанолами։։ [Н|. Galbiati и соавт. [12] нашли, что 
фосфатидилсерин. выделенный из мозга быка, является фармакологически активным 
фосфолипидом. Предпринимаются попытки понять механизм его действия. При си- 
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стоматическом введении этого фосфолипида крысам активность цитозольной про֊ 
теинкивазы С у них значительно повышалась. В связи с тем, что активность этой 
Фракции фермента существенно снижается с возрастом, препарат фосфатидилсерина 
может найти применение в клинической практике для лечения нарушений обмена’ 
веществ, имеющих-место при старении [13].

Экзогенный фосфатидилсерин может включаться в состав наружных мембран 
нервных клеток (в этой работе были использованы первичные культуры нейронов из 
мозга эмбрионов цыпленка). Как и в случае включения ганглиозидов в клеточные 
мембраны, различают две фазы этого процесса—обратимое связывание липида с 
мембраной и процесс «интернализации» липида мембраной [14].

Как известно, в нормальном мозгу млекопитающих холестерин присутствует, 
главным образом, в свободном виде, а содержание его эфиров является очень низ
ким. При ряде неврологических болезней их содержание, однако, резко возрастает. 
0&а&а и соавт. [15] исследовали содержание и состав эфиров холестерина в мозгу 
человека при острых энцефалитах (демиелинизирующих расстройствах), вызванных 
различными вирусами. Они нашли, что существенное увеличение содержания эфиров 
холестерина происходит при тех болезнях, которые сопровождаются воспалительны
ми процессами.

При изучении регенерации зрительной системы золотой рыбки было найдено,- 
что большая степень жидкостности клеток сетчатки (для ее измерения использова
ли метод поляризации флуоресценции) соответствует большей способности клеток к 
регенерации, к росту нейритов (отростков нервных клеток) [15]. При инкубации кле
ток сетчатки в культуре ткани с яичным лецитином образование нейритов значи
тельно увеличивается (до 300—450 % по сравнению с контролями), тогда как хо
лестерин, напротив, обладает тормозящим эффектом на рост нейритов, что, по мне
нию авторов, связано с изменением степени жидкостности мембран под влиянием 
этих липидов, оказывающих разжижающий и конденсирующий эффект соответ
ственно [!-$]•

ЗиеппегйоЬп и соавт. посвятили свое сообщение динамике изменений состава ли
пидов мозга с возрастом, а также при старческом и предстарческо.м слабоумии 
[17]. Наиболее выраженные изменения касались ганглиозидов и миелиновых липи
дов (цереброзидов в холестерина). Изменения в составе фосфолипидов были ме
нее выражены. Содержание ганглиозидов считается адекватным биохимическим 
критерием для оценки степени деградации нервных клеток. Оказалось, что при бо
лезни Алзхеймера (иредстарческое слабоумие) в наибольшей степени выражено 
снижение концентрации ганглиозидов, топа как при старческом слабоумии, напро
тив, в большей степени, чем при болезни Алзхеймера, выражено снижение содержа
ния миелиновых липидов (цереброзидов и холестерина). Содержание этих липидов 
снижается с возрастом и у здоровых людей, но у больных этот процесс выражен 
более ярко, различия с контролями того же возраста являются статистически досто
верными Лля различных районов мозга [17].

Процессы перекисного окисления липидов. Простагландины, лейкотриены, тром
боксаны. При изучении перекисного окисления липидов большое внимание привле
кают процессы липоксигеназного и циклооксигеназного путей превращения ара
хидоновой кислоты (20:4(06) с образованием биологически активных соединении— 
простагландинов, лейкотриенов и тромбоксанов. На съезде свыше 20 •сообщений бы
ло посвящено этим соединениям. Получены новые данные о локализации и функ
циональной активности этих веществ. Показано, что, в отличие от мозга взрослых 
животных, мозг эмбрионов мышей на ранних стадиях развития не способен мета
болизировать арахидоновую кислоту [18]. У взрослых млекопитающих основными 
простагландинами в ткани мозга являются Р§П2, Р§Е2 и Р^Роа- Они принимают 
участие в регуляции температуры тела, процессов сна, болевых ощущении, диффе
ренцировки нервных клеток и других. Так. Р^О2 при его центральном введении вы
зывает гипотермию и сон, участвует в процессах дифференцировки нервных клеток 
[19, 20]. Р?Е2 регулирует температуру тела, обладает антиконвульсивным эффек
том [21] и; т. д.
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Простагландины, очевидно, изменяют как свою локализацию, так и функцио
нальную роль в процессе онтогенетического развития организма. Так. синтетаза 
Р^В2 вначале локализована в нейронах, затем ее концентрация^становнтся выше в 
клетках глии и исчезает из многих, но не из всех нейронов [22]- Хотя в распреде
лении рецепторов различных простагландинов между отдельными структурами моз
га были выявлены существенные различия, в некоторых участках мозга одни и ге 
же слон оказались обогащенными рецепторами для всех трех основных проста глаи* 
динов. Показано, что рецепторы простагландинов имеют белковую природу [20—23].

К числу биологически активных эйкозаноидов, синтезирующихся в ткани моз
га, относятся вазоактивные тромбоксаны Тх.\2. ТхВ2. синтез которых, как и про
стагландинов. идет по циклооксигеназному пути, а также лейкотриены и гндрокси- 
эйкозатетраеновые кислоты, образующиеся с помощью липоксигеназ [21. 25]. Ви>- 
эоИпо и соавт. [26] обнаружили, что (Лейкотриены способны высвобождать активи
рующий тромбоциты фактор, являющийся медиатором воспалительных процессов, 
не только из клеток крови, селезенки, почек и печени, но и из нервных клеток. Этот 
фактор, представляющий собой I -0-алкил, 2-ацетил. глицеро-3-фосфохолнн. высво
бождается при воздействии лейкотриенов 1/ГВI. С4. 1)4. Выявлены значительные 
изменения в биосинтезе и содержании эйкозаноидов под влиянием ишемии или ал
когольного отравления [27. 28].

В ряде работ изучалось влияние индукции перекисного окисления в ткани моз
га на активность ключевых ферментов обмена (адепплатциклазы. К+ -АТРазы и др.) 
[29], изменение процесса перекисного окисления при различных патологических 
процессах [30, 31].

Обмен сульфоцереброзидов и цереброзидов, влияние этих липидов на физико- 
химическое состояние мембран. I [сследование синтеза цереброзидов и сульфоцере
брозидов позволило установить, что цереброзпдгалактозплтраисфераза, катализи
рующая перенос галактозы с Ь’ТР-галактозы па церамид, обладает специфичностью 
и не может осуществлять перенос галактозы на углеводные остатки, входящие в 
состав гликолипидов (процесс, который происходит, например, при синтезе ганглио
зидов). Фермент не активен и со сфингозином и не может катализировать перенос 
галактозы из СТР-галактозы на этот субстрат. В ткани мозга существует другая 
галактозилтрансфсраза. катализирующая этот процесс [32. 33].

Влияние гормонов на процесс синтеза су.льфолппидов (сульфоцереброзидов и 
сульфогалактозплдиацилглицерпна) и дифференцировки олигодендроцитов изучали, 
используя культуры глиальных клеток из мозга крыс недельного возраста [34]. 
Показано, что заметное включение меченой серы (35$) в липиды происходило толь 
ко в олигодендроцитах, причем шло образование преимущественно сульфоцеребро
зидов. Если инсулин оказывал общий стимулирующий эффект па синтез различных 
липидов, то трпйодтпронип избирательно увеличивал синтез сульфолипидов и сти
мулировал развитие олигодендроцитов, не ок.ывая существенного влияния на об
щий липогенез в этих клетках [34].

В двух работах, доложенных на съезде [33. 36], исследовали влияние сульфатп- 
дов с различными жирными кислотами на физико-химическое состояние мембран муль- 
тиламеллярных везикул, построенных из листсароилфосфатидилхолина. Показано, что 
как температура, так и энтальпия фазового перехода этих мембран, содержащих 
15 молярных процентов сульфоцереброзидов, зависят от природы жирнокпелого 
остатка в этом липиде. В изученной модельной системе сульфоцереброзиды с насы
щенными жирными кислотами мало влияли на температуру фазового перехода мем
бран, тогда как эти липиды с олеиновой или цнс-вакценовой кислотами (18:1) и 
особенно с линолевой (18:2) и линоленовой (18:3) кислотами заметно снижали 
ее. Показано, что сульфоцереброзиды оказывают различный эффект на упорядо
ченность мембран выше и ниже температуры фазового перехода, причем эффект 
этих липидов в значительной мере за висит от наличия ионов кальция в среде 
[35].
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Локализация. обмен, структурное многообразие и функциональная роль ган- 
слиозидон нервной ткани. Из всех липидов наибольшее количество работ (свыше 
30), представленных на съезде, было посвящено ганглиозидам. Наши представле
ния о структурном многообразии ганглиозидов неуклонно обогащаются. Большой 
интерес представляют исследования, посвященные изучению О-ацпльных форм этих 
соединений. 0-аиилирование бпрежде всего О-анетилировавие) белков и липидов 
играет, очевидно, важную роль в модуляции их функциональной активности. Уста
новлено, что в процессе онтогенетического развития человека содержание 0-ациль- 
ны.х форм ганглиозидов нарастает [37]. Оно продолжает увеличиваться с возра
стом и в старости, возрастая от 0,5% (у трехмесячного ребенка) до 25% (у 90- 
летнего человека). Проводилась идентификация и изучение индивидуальных форм 
этих соединении [38].

Вопрос об основных местах локализации ганглиозидов в нервной ткани оставал
ся до последнего времени открытым. В связи с несовершенством методов выделе
ния нейронов и глин препараты глиальных клеток во многих случаях оказывались 
более обогащенными ганглиозидами, чем препараты нервных клеток. В одной из 
работ, доложенных на съезде [39]. как и в ряде других работ последних лет ис
следовали ганглиозиды первичных культур нейронов и глии из мозга эмбрионов 
млекопитающих. Показано, что нейроны в значительно большей мере обогащены 
ганглиозидами, чем клетки астроглии. Лишь нервные клетки содержали весь на
бор типично мозговых ганглиозидов, включая три- и тетрасна лога нглнозиды, ко
торым придается такая большая роль в процессах спнаптогенеза; в астроглии най
дены лишь моно- и дисиалоганглиозиды. По мнению Abe и соавт. [40], содержа
ние тетрасиалоганглиозида Gq։I) можно использовать в качестве биохимического 
критерия, позволяющего следить за восстановлением нейронов в эксперименталь
ных моделях ряда болезней.

Заметные успехи достигнуты в понимании путей синтеза и распада ганглио
зидов. При изучении динамики изменения активности разных форм сиалидаз в 
процессе онтогенеза мыши получены доказательства того, что в развивающемся 
мозгу этот фермент представлен, главным образом, лизосомной формой, тогда 
как во взрослом мозгу он сконцентрирован преимущественно в наружных мем
бранах синаптосом [41]. Установлено наличие в ткани мозга активатора друго
го фермента распада ганглиозидов—«-фужозидазы. Как и ранее описанные акти- 
и«аторы других ферментов распада ганглиозидов, этот активатор представляет со
бой термостабпльный белок [42]. Gonatas и соавт. [43] привели доказательства 
того, что мембраны аппарата Гольджи являются основным местом синтеза ган
глиозидов. Так. активность галактозилтрансферазы и сиалплтраисферазы, участ
вующих в синтезе этих липидов, была в 25—65 раз выше в этих структурах, чем 
в исходной фракции нейронов мозга.

Методические подходы к изучению структурного многообразия, локализации и 
функциональной роли ганглиозидов обсуждались в ряде сообщении [44—46], по
священных методам жидкостной хроЗтатографин. флуоресцентных зондов, ядерно- 
магнитного резонанса и нммупохимическнм методам, все шире используемым в на
стоящее время при изучении ганглиозидов.

В докладах и сообщениях, сделанных на съезде, были приведены интересные 
новые данные, характеризующие значение ганглиозидов для процессов дифференци
ровки и регенерации нервных клеток, а также для сохранения их жизнеспособ
ности. Многие авторы приводили свидетельства того, что добавление экзогенных 
ганглиозидов способствует дифференцировке нервных клеток в развивающемся моз
гу. либо их лучшей сохранности и регенерации у взрослых животных. Так, добав
ление ганглиозида GM։ к культурам интернейронов мозжечка примерно удваивало 
длину их отростков (нейритов) в первые же дин после пересева [39]. Внутривен
ное введение экзогенных ганглиозидов крысам способствовало лучшей сохранно
сти холинергических нейронов в гиппокампе после частичной перерезки дорзаль
ных путей [47]. Аналогичный эффект ганглиозид G.-ц, оказывает на функцио
нальное восстановление допаминергической системы у крыс с поврежденными по
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лушария.ми. В случае введения этого ганглиозида как активность тирозипгидрок- 
силазы, так и иммунореактивность стриатума были намного выше^контролей [18]. 
Внутренний эфир ганглиозида GM։ при его регулярном введении способен пред
отвращать атрофию нервных клеток у котят, которых монокулярно лишили зри
тельных импульсов в критический момент развития [49].

Yates и соавт. [50]. изучая процессы регенерации седалищного нерва, по
казали, что ганглиозиды накапливаются проксимально но отношению к месту пе
ререзки. Это накопление ганглиозидов, синтез которых продолжает идти в теле 
клетки, может, очевидно, дать толчок росту аксонов, то есть процессу регенера
ции.

В случае центрального эффекта ганглиозидов возникает вопрос о проницае
мости для ганглиозидов ГЭБ. Считалось, что они не проникают через барьер. Од
нако в работе Ghidoni и соавт. установлено, что ганглиозид G содержащий ра
диоактивную метку, способен включаться в ткань мозга крысы при его внутри
венном введении [51]. Большой интерес представляет изучение включения ган
глиозидов в мембрану нервных клеток. Найдено, что оно резко надает в резуль
тате обработки клеток трипсином. Очевидно, включение ганглиозидов в мембра
ны нервных клеток является сложным процессом. требующим первоначального 
взаимодействия ганглиозидоз с белком клеточной поверхности, которое обеспечи
вает «узнавание» ганглиозида клеточной мембраной [52].

Данные, полученные с помощью иммунохимичсских методов, свидетельствуют 
и том, что ганглиозиды играют существенную роль з процессах межклеточного 
взаимодействия. Так, моноклональное антитело А2В5. как было показано многими 
авторами, узнает антигенные углеводные детерминанты, которые являются общи
ми у полисиалоганглиозидов и гликопротеина, обуславливающего адгезию нервных 
клеток (Х'САМ— neural cel! adhesion molecule). Jorgensen [53] высказывает 
предположение, что пол йена лога игл нозиды могут модулировать адгезию, опосред
ованную NOAM. Возможно, ганглиозиды являются первоначальными местами свя
зывания молекул вещества клеточной адгезии нейронов. В пользу участия ганглиозидоз 
в процессах межклеточного взаимодействия говорит и резкое изменение их состава в 
глиомах и других опухолях головного мозга [54]. Холинергические нервные окон
чания позвоночных (от млекопита lomn.x до рыб) содержат специфический анти
ген. который, как было показано [55, 56]. представляет собой пока еще не иден
тифицированный ганглиозид.

Следует отметить отсутствие на съезде сообщений. посвященных роли ган
глиозидов в рецепции гормонов. Судя по имевшим место дискуссиям, большинство 
специалистов считает свидетельства в пользу этого предположения недостаточно 
убедительными. В то же время роль ганглиозидов в качестве рецепторов некото
рых токсинов и вирусов не подвергалась сомнению. В случае же физиологических 
эффекторов (гормонов, медиаторов) скорее можно говорить о модуляции ганглио
зидами клеточного ответа.

RECENT ADVANCES IN BRAIN LIPIDS RESEARCH
(X-th Meeting of ISN. Riva-del-Garda, Italy, may 1985)

AVROVA N [՛.
1. M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry 

of the USSR Academy of Sciences. Leningrad

Modern data 0:1 functional role, structure, localization and metabolism of brain 
lipids are compiled. It has been shown that ligand-cel! membrane receptor interaction! 
results in cleavage of phosphoinositides, leading to the production of diacylglycero 

and inositol triphosphate, which play the role of second messengers. The differen
ces in the effect of these substances on cellular metabolism in various cells and 
under the influence of various factors have been found. The advances in the study
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so enzymes oi lipid metabolism arc described: their localization, substrate specificity 
and requirement of activators. New data on the metabolism and function of prosta- 
glatidins, leucotriens and other products of lipid peroxidation are analyzed. According 
to new ideas many ol the lipids max՛ be considered biologically7 active substances. 
Thus gangliosides and phosphatidylserine are recommended for treatment of some 
neurological disorders. The results oi recent investigations of the neurotrophic effect 
oi gangliosides, as well as of their role in neuron differentiation and regeneration 
are summarized.
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НЕ И РОХ ИХ!ИХ
т. 5, № 2, 1986

УДК 577.151.05:25.354

МОЛЕКУЛЯРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ РЕЦЕПТОРНЫХ БЕЛКОВ. 
МЕХАНИЗМЫ ПОСТТРАНСЛЯЦИОННОЙ МОДИФИКАЦИИ 

И ПРОБЛЕМЫ ПАМЯТИ

(по материалам X Международного собрания по 
нейрохимии, Рива-дель-Гарда. Италия, май. 1985 г.)

МИКЕЛАДЗЕ Д. Г.
Институт физиологии АН ГССР. Тбилиси 7

Регуляция биохимических превращений в нервной ткани, изменение метаболи
ческих характеристик нейронов и их морфо-функциональные изменения лежат в 
основе 'высшей нервной деятельности животных и человека. Рецепторные белки 
нейропередатчиков, осуществляющих трансдукцию синаптического сигнала, и фер
менты, принимающие участие в регуляции внутриклеточных процессов, являются 
основными звеньями, обусловливающими функциональную активность нервных 
клеток. Эти вопросы в настоящее время широко освещаются в печати и обсуж
даются на мировых и региональных конференциях неирохнмпков.

Обратимая фосфорильная модификация белков является главным механизмом 
клеточной регуляции. Свыше трети всех ферментов, участвующих "в метаболизме 
углеводов, белков, липидов и нуклеиновых кислот, модулируются фосфорильной 
модификацией. Проведение нервного импульса, действие фактора роста нервов, 
нейропередатчиков, гормонов вызывают обратимое фосфорилирование белков и 
ферментов, регулируя процессы биосинтеза. высвобождения нейропередатчиков, 
аксоплазматического транспорта веществ, а также изменения мембранного потенциа
ла. транскрипции и трансляции, окислительного фосфорилирования и др. [I].

В настоящее время особое внимание уделяется Са? ( -кальмодулинзавпенмой 
протеинкиназе II и Са2 + -фосфолипидзавненмой протеинкиназе С. Кальмодулинза- 
висимая протеинкиназа имеет высокую величину Мг (400—6С0 кД), содержится в 
большом количестве в нейронах и обнаруживается преимущественно в структурах 
конечного мозга [2—4].Этот фермент ингибируется диазепамом. АКТГ. д.чфенил- 
гидантоином и энкефалинами. Са2 + -кальмодулинзависимая протеинкиназа II яв
ляется чувствительной к эпилептическим разрядам нейронов и к гипоксии мозга 
[5, 6]. Наиболее хорошо изученной функцией протеинкпназы С в нервной ткани 
является фосфорилирование основного белка миелина. Фосфолипндзависимая про
теинкиназа фосфорилирует один сериновый и один треониновый остаток основного 
белка, чем регулирует закручивание и сборку миелина вокруг аксона. Однако сле
дует отмстить, что фосфорилирование этого белка осуществляется также и Са2 +- 
кальмодулинзависимой иротепнкиназой. Процесс фосфорилирования основного бел
ка миелина изменяется при прохождении нервного импульса по миелинизированно
му волокну [7].

Интересным вопросом посттрансляцпонной модификации белков является АЭР- 
рибозилирование. АВР-рибозилнрованне, например гистонов, модулирует структу-
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ру хроматина и коррелирует՛с релаксацией полинуклеосом [8]. Имеются все ос
нования предполагать, что процессы ADP-рнбозилирования участвуют в транс* 
крипции, репликации и репарации ДНК [9]. Mandel [10] показал, что высокодиффе
ренцированные клетки быстролролиферйрующей культуры Сб содержат поли-АОР-рибо- 
за-полпмеразную активность в более высокой степени, чем нормальные клеткй аст
роцитов. Также выяснено, что АОРфибозилирование белков протекает не только 
з ядре, но л в цитоплазме, в частности рибонуклеопротеидных частицах и мито
хондриях.

Одной из наименее изученных модификации белков является сульфатирование 
по тнрозиновому остатку, которое происходит во многих тканях позвоночных и 
беспозвоночных животных. Этой модификации подвергаются, в основном, секрети
руемые клеткой белки [II]- Процесс сульфатирования белков протекает в аппарате 
Гольджи. Предполагается, что биологическая функция сульфатирования может за
ключаться в увеличении способности узнавания секретируемых белков и пептидов 
соответствующими рецепторами; в конформационном изменении- молекулы белка 
и открытии определенных доменов, необходимых для трансдукции гормонального-՛ 
сигнала; в индуцировании диссоциации белков и пептидов с молекулы: рецептора.

В настоящее время широко обсуждается биологическая роль гликозилирования 
поверхностных белков плазматических мембран. Обнаружено, что в процессе роста՛ 
и развития нейронов изменяются структура и содержание карбогидратных остат
ков белковых молекул и, соответственно, интенсивность их обмена [12]. Предпола
гается, что реакции гликозилирования белков принимают участие в адгезии ней
ронов и глиальных клеток в определяют дифференциацию нервной՜՜ ткани. Боль
шинство рецепторных белков подвергается гликозилированию.

В изучении структуры и функции рецепторных белков достигнуты большие 
успехи, обусловленные внедрением методов молекулярной генетики в нейрохимию. 
Исследования рецепторных белков в настоящее время проводятся с применением՛ 
следующих методических подходов; выделение и очистка рецепторного белка и- 
выработка антител к нему; идентификация соответствующей мРНК, клонирование 
рецепторной кДНК и ее анализ и, наконец, инициация трансляции, реконструкция 
и встраивание рецепторных белков в модельные объекты типа ооцитов. Исполь
зование таких методик позволило выяснить функциональную значимость, простран
ственную ориентацию, способность сопряжения с ионными каналами и функцию ря
да рецепторных белков. Клонирование кДНК никотинового ацетилхолинового ре
цептора, а также кДНК натриевого канала и определение нуклеотидной последо
вательности соответствующих генов дали возможность определить, что все четыре 
субъединицы рецептора имеют сходную аминокислотную последовательность, иден
тичный гидрофобный профиль и ориентированы в липидном бислое мембраны сим
метрично друг к другу [13, 14]. Однако лишь а-субъед и липа рецептора яв
ляется совершенно необходимой для связывания специфического никотинового ли
ганда—бунгаротоксина. В отличие от ацетилхолинового рецептора, натриевый ка
нал образуется из одного высокомолекулярного белка, имеющего четыре внутрен
ние гомологические последовательности, заставляющие белок принимать в мембра
не конформацию псевдосимметрнчпого типа. Каждая из этих четырех последова
тельностей содержит уникальный сегмент аминокислотных остатков с положи
тельным зарядом, который может участвовать в образовании потенциалчувствя- 
тельных воротных механизмов.

Использование вышеописанных подходов позволило .Barnard [15] обнаружить 
идентичность ГАМК и глициновых рецепторов. Эти белки осаждались одними и 
темп же антителами и были сопряжены с хлорным каналом по однотипному ме
ханизму.

Demoliou-Masson, Barnard [16] выяснили, что сродство опиатных рецепторов 
к лигандам К, М, S типов, солюбилизированных г i мембран дигитонином, зависят 
от наличия ионов магния в среде, в присутствии которых происходит ассоциация 
олигомерных белков рецептора. Ассоциацию—диссоциацию опиатных рецепторов, 
кроме ионов магния, контролируют- ионы натрия и гуаниловые нуклеотиды. Ис- 
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пользование гельпронпкающей хроматографии показало, что разные типы опиатных 
рецепторов могут взаимопревращаться под действием ионной силы.

Удалось обнаружить, что белки ГАМК-рецептора гомологичны как к белкам 
глицинового рецептора [15], так л к белкам рецептора бензодиазепинов. Как по
казали . Kuriyama и соавт. [17], высокоочищенпый ГАМК-рецептор, который прояв
лял чувствительность к бикукулииу и содержал два белка с Мг 53—57 кД, фото- 
аффинно связывал ЭД-флунитразепам при электрофорезе в ПААГ.

Одним из важнейших рецепторов мозга является Д2-дофаминовый рецептор, с 
которым связываются нейролептики бутирофенонового ряда, фармакологический 
потенциал которых коррелирует со сродством этих препаратов с Д2. Количество 
Д2-дофамипового рецептора з определенных ареалах мозга изменяется при шизо
френии, депрессивном состоянии, психозах, паркинсонизме и других формах па
тологии ИНС. Несмотря на функциональную значимость Д2-дофаминового рецептора, 
биохимический механизм сопряжения Д2 с внутриклеточными системами не выяснен. 
Поэтому определенный интерес представляют данные Simmonds, Strange ■ [18], по
казавших, что усиление фосфоннозитольного обмена в передней доле гипофиза, ин
дуцируемое аналогом тиролнберина DN 1417, подавляется агонистами Д,-рецеп
тора. Антагонисты Д2, галоперидол, спироперидол и ( + )—бутакламол снимали ин-' 
гибпрующнй эффект агонистов (дофамин и апоморфпн).

Reddington и соавт. [19] изучали распределение и свойства аденозииового 
рецептора, содержащегося в большом количестве в гиппокампе, с использованием 
двух агонистов: ЭД-цик.тогекснладенозииа и ЭД-Ь1-эт11Лкарбоксамидоаденозппа. Первый 
из этих лигандов взаимодействует с А, субтипом рецептора, вызывает ингибирование 
аденплатциклазы и модулирует синаптическую передачу. Этот рецептор в большом ко
личестве содержится в гиппокампе. Второй используемый лиганд специфически свя
зывается как с А|, так и с А2. Последний сопряжен с аденилатциклазой, локализо; 
ван преимущественно в полосатом теле и фармакологически отличается от А,.

■Классическими критериями идентификации лигаид-рецепториых взаимодействий 
являются насыщаемость, обратимость, специфичность и высокая корреляция между 
связывающими параметрами и биологическим эффектом фармакологического соеди
нения. Используя разные кинетические подходы, Sinionnet и соавт. [20] показали суще
ствование двух рецепторов ангиотензина в культивируемых нейронах сшитого мозга. 
Электрофизиологические опыты подтвердили наличие двух рецепторов՜ этого пепти
да. Тадой же подход был применен Asakura и соавт. [21], изучавшими регуляцию 
двух аффинных состояний ц2-рецептора норадреналина. Было показано, что N-этил- 
малеимпд и GTP вызывают переход высокоаффппного состояния рецептора в низко- 
аффинное, что свидетельствует в пользу модели двухстадийной реакции с образова
нием четвертичного комплекса GTP-связывающего белка, рецептора и лиганда.

В настоящее время выясняется, что а-адренорецепторы локализованы, в основном, 
в тех структурах мозга, которые имеют самое непосредственное отношение к процес
сам высшей нервной деятельности. Выяснено, что разрушение септальных ядер вы
зывает понижение холлнацетилтрансферазной активности в гиппокампе и уменьше
ние числа мест связывания 3Н-празоцима с а,-адренорецептором. Однако в отличие 
от холннацетилтрансферазы, количество этого рецептора восстанавливалось на 10— 
14-ый день после операции [32]. Эти изменения не затрагивали аг՜ или р-адренер- 
гическне рецепторы, что свидетельствует об участии лишь а1-рецепторов в септо-гил- 
покампальных афферентах. Было также обнаружено наличие тесной взаимосвязи 
между серотонинергическими и «-адренергическими системами мозга [23]. Исполь
зование специфических нейротоксинов типа 5,7-днгндрокситриптамина позволило ав
торам прийти к заключению, что серотонин осуществляет гетерологическую регуля- 
цию-двух субтипов в-адренорецелторов.

Современные подходы к изучению проблем памяти можно подразделить на три 
группы: а) исследование биохимических коррелятов элементарных поведенческих ак
тов простейших организмов; б) изучение сложных поведенческих реакций организма 
и выяснение биохимических коррелятов этих реакций; в) построение теоретических 
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моделей на основании известных биохимических реакций в синапсах. Совокупность 
полученных данных позволяет выделить те основные процессы, которым придается 
первостепенное значение в явлениях обучения и памяти.

В лаборатории Kandel [21 ] давно ведутся исследования по выяснению биохими
ческих механизмов, лежащих в основе простейших рефлекторных действий моллюс
ка Aplysia. Показано, что сенсорные нейроны при условном раздражении моллюска 
подвергаются прескнаптическому «облегчению», которое опосредуется изменением 
внутриклеточной концентрации сАМР. Количество последней в этом случае изменяет- 
ся не только из-за активирования 1аден-нлатциклазы нейропередатчиком (серотони
ном), но и вследствие повышения содержания преспнаптического кальция, который 
через кальмодулин также усиливает активность фермента. Аденилатцпклаза являет
ся ключевым ферментом, участвующим в хранении информации. Мутант дрозофилы 
Rutabaga имеет дефективную краткосрочную память и, соответственно, низкий уро
вень аденилатциклазной активности, причем в мутантах пониженна аденилатцнклаз- 
ная активность обусловлена уменьшением базальной форсколпнстимулируемой реак
ции и потерей чувствительности каталитической субъединицы к ионам кальция [25].

В другой серии опытов показано, что ассоциативное обучение моллюсков Нег- 
missenda crassicor связано с изменением внутриклеточной концентрации Са2 + и 
кальцийзависимым фосфорилированием белков [26]. Протеиикиназа модифицирует 
белки ионных каналов и изменяет активность последних.

Нейрохимические реакции, лежащие в основе обучения и памяти, должны соот
ветствовать определенным условиям. Во-первых, основные биохимические сдвиги 
должны протекать в основном в синаптических образованиях и преимущественно 
в структурах конечного мозга; во-вторых, специфические биохимические реакции 
должны запускаться относительно слабым воздействием и ответные изменения долж
ны быть ассоциативными и, в-третьих, они должны приводить к изменениям эффек
тивности синаптической передачи. Опытами, проведенными Beadry [27], показано, 
что изменение нейрональной активности в процессе обучения сопровождается увели
чением концентрации кальция в дендритных шипиках, что приводит к активации ря
да Са2 +-зависимых ферментов, в том числе Са2 - -зависимой протеазы (кальпанна). 
Увеличение активности этого фермента вызывает протеолитическое расщепление цп- 
тоскелетных белков (типа спектрина), и следовательно—изменение формы дендрит
ного шипика и перераспределение рецепторного белка вдоль мембраны.

Из экстраклеточных белков, участвующих з процессах обучения и памяти, при
влекают к себе внимание так называемые эпендимы. Эти гликопротеины являются 
специфическими для НС золотых рыбок, и скорость их обновления усиливается в 
процессе обучения. Shashoua [28] показал, что эпендимы состоят из двух белков с 
величинами Мг 37000 :i 31000, связанных между собой дисульфидными мостиками. 
Эти белки синтезируются и высвобождаются во внеклеточную жидкость определен
ным типом нейросекреторных клеток. В отсутствие ионов кальция эпендимы агре
гируют настолько сильно, что их невозможно раствор.чть даже в кипящем растворе 
1% ДДС-Na в 6 М мочевине. Введение антител эпендимов в СМЖ золотых рыбок 
приводит к полной потере способности к воспроизведению запоминаемой информации. 
Предполагается, что эпендимы участвуют в синаптических процессах при консолида
ции памяти. Привлекает внимание то. что антитела против эпендимов имеют пере- 
к.рсстную активность в отношении белка S-I00 [29].

В настоящее время принято считать, что в основе краткосрочной памяти должны ле
жат:, феномены типа посттетанической потенцнации и гетеросинаптического «облег
чения». Kuroda [30] привел эксперимент; льные доказательства гипотезы относитель
но аденозинового происхождения посттетанической нотенпиацип. Тетаническое раз
дражение, а также обработка клеток аденозином увеличивают концентрацию сАМР в 
прес։ ..оптических термвгналях. Повышенно концентрации сАМР усиливает кальциевый 
ток.что со своей стороны стимулирует активность аденилатциклазы. В конечном итоге 
усиливается выброс нейропередатчиков и наблюдается феномен гетеросинаптиче
ского «облегчения».
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Таким образом, полученные в последнее время данные относительно молекуляр
ной организации рецепторных белков свидетельствуют о то.М, что большинство ре
цепторов состоит из мономерных структур, образуя сложный олигомерный симмет
ричный комплекс в мембране. В надмолекулярной организации рецепторного комп
лекса принимают участие ферменты, осуществляющие посттрансляционную модифи
кацию белков. Процессы фосфорилирования, ЛЭР-рибозилирования и гликозилирова
ния тесно связаны с активностью рецепторного комплекса и вызывают изменения 
оперативных характеристик синаптической передачи. Эти изменения отражаются на 
элементарной условно-рефлекторной деятельности простейших орпанизмов и могут 
лежать в основе высших интегративных функций мозга животных н человека. Этет 
краткий обзор новейших данных в области молекулярной организации рецепторных 
белков, .регуляции ферментов, участвующих в посттрансляц.чонной модификации, и 
биохимических реакций, лежащих в основе памяти, построен в основном на материа
лах X Международного собрания по нейрохимии в г. Рива-делЪ-Гарда (Италия) й 
свидетельствует о важной роли указанных процессов в функциональной активности 
ИНС.

RECEPTOR PROTEINS, MECHANISMS OF POSTTRANSLATIONAL 
MODIFICATIONS AND MEMORY (X-th MEETING OF ISN, 

RIVA-DEL-GARDA, ITALY, MAY 1985)

.MIKELADZE D. G.
Institute of Physiology, Georgian SSR Academy of Sciences, Tbilisi

The review covers modern ideas about molecular organization of a number of 
receptor proteins (GABA, dopamine, adenosin, and i;-adrenoreceptors etc). Ana
lysis of the functional importance ot posttranslational modifications of proteins in 
CNS (phosphorylation, glycosylation, ADP-ribosylation and others) is given. Bioche
mical mechanism of the behavioural reactions in different types of animals are dis
cussed.
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НЕИРОХИМИЛ

т. 5, № 2, 1986

РЕФЕРАТЫ СТАТЕЙ, НАПРАВЛЕННЫХ НА 
ДЕПОНИРОВАНИЕ; В ВИНИТИ 

<
! УДК 612.822.3/815.1

АНАЛИЗ взаимодействия ОПИОИДНЫХ ПЕПТИДОВ 
и брадикинина на нейронах моллюсков

И МЛЕКОПИТАЮЩИХ

ЛЕГОСТАЕВ Г. И.. АНИ1СИМОВ Ю. 3.
Была исследована взаимосвязь эффектов брадикинина и энкефа- 

.лииов на уровне отдельных нервных .клеток. Эксперименты проводи
ли на нейронах сенсомоторной области коры больших полушарий 
мозга денаркотизированных и необездвиженных кроликов породы 
шиншилла, иммобилизированных в Стереотаксическом аппарате, а 
также на нервных клетках дорсальной поверхности изолированного 
подглоточного комплекса ганглиев винс1градных хлиток. Вне- и внутри
клеточная регистрация биоэлектрической активности соответственно 
нейронов млекопитающих и моллюсков1 и мпкроионофоретическос под- 
ведение к ним веществ осуществляли при помощи стеклянных микро- 
электродов по общепринятым методикам. Всего исследовано 65 нейро
нов кроликов и 63 клеток моллюсков, (из которых соответственно 45 и 
22 нервные клетки изменяли характер; фоновой импульсной активно
сти на энкефалины и брадикинин при} их изолированном подведении. 
При одновременном подведении к неравным клеткам млекопитающих 
тетра пептида энкефалинамида и бра дикинина из 45 чувствительных к 
данным веществам нейронов 32 клетки изменяли исходные ответы на 
пейропептиды: .20 нейронов модифицировали реакции на оба пептида, 
8—на энкефалпнамид,-4 на брадикинин. При совместном подведении 
к клеткам моллюсков Беи-энкефалина' и брадикинина из 22 чувстви
тельных к этим веществам нейронов 8 меняли исходные ответы на ней
ропептиды, причем у 6 клеток модифицировались реакции на оба пеп
тида, у 2 нейронов—на Ъеи-энкефалии. Как у млекопитающих, так и 
у моллюсков тип изменения реакций |а вещества при их совместном 
подведении по .сравнению х исходными ответами клеток на энкефалин 
и брадикинин имел различный характер, что'могло проявляться в сни
жении чувствительности нейронов к тому или иному пептиду, в уси
лении исходного ответа пли в изменении знака реакции.
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Проведенные эксперименты свидетельствуют о разнонаправленном 
характере взаимодействия энкефалинов и брадикинин® на уровне от
дельных нервных клеток млекопитающих и моллюсков. Можно пред
положить, что различия в ответах нейронов на опиоидные пептиды и; 
брадикинин при их изолированном и совместном подведениях обуслов
лены как различиями в связывании энкефалинов и брадикинина рецеп
торами, расположенными на мембране клеток, так и различными вну
триклеточными нейрохимическими процессами, протекающими с уча
стием циклических нуклеотидов, простагландинов и ионов кальция,, 
являющихся внутриклеточными посредниками действия на нейроны 
опиоидных и других нейропептидов. Возможно также, что характер 
ответных реакций нейронов на нейропептиды определяется наряду с 
нейрохимическими особенностями нервных клеток и их функциональ
ным состоянием.

6 с., ил. библногр. 11 назв.
Научно-исследовательский институт 
нормальной физиологии им. П. К. Анохина 
АМН СССР, Москва

Поступила II. II 1986-

Рукопись Депонирована в ВИНИТИ 28.05.86. № 3116-В86.

УДК 612.822.1

ВЛИЯНИЕ ГИПОТАЛАМИЧЕСКОГО ГЕКСА ПЕПТИДА. НА 
ВЫСВОБОЖДЕНИЕ И ЗАХВАТ »11-1ЮРАДРЕНАЛШНА. 

3Н-СЕРОТОНИНА И 3Н-ГАМК В СИНАПТОСОМАХ МОЗГА КРЫС.

АРМЕНИИ А. Р., АРАКЕЛЯН Л. И., САНАСАРЯН А. А., МНДЖОЯН Е. О., 
ГАЛОЯН А. А.

Из состава низкомолекулярных водорастворимых соединений ги
поталамуса крупного рогатого скота изолирован пептид, сходный по 
аминокислотному составу с С-концевым фрагментом люлиберина— 
Туг-О1у-Ееи-Аг§-Рго-О1у-МН2. Гипоталамическая область мозга,, 
где обнаружен этот гексапептид, как и кора мозга, богаты моноамин- 
ергическими и ГАМК-ергическиМи нервными окончаниями. Поэтому 
представляло интерес изучить влияние гекса пептид.а на специфический, 
захват и спонтанное и К + -вызванное высвобождение 3Н-норадрена- 
лииа (3Н-НА), 3Н-ссротоиина (3Н-5-ОТ) и зН-ГАМК в гшпоталамиче- 
ских синаптосомах и синаптосомах коры больших полушарий.

Спнаптосомы из гипоталамической области мозга и коры больших 
полушарий выделяли по методу Наре. Высвобождение и захват ме
ченых нейромедиаторов из синантосом изучали методом РаИеп и соавт. 
Радиоактивность инаптосом и среды измерялз на жидкостном спин- 
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тилляцповном счетчике в среде, содержащей 0,5 мл этанола и 10 мл 
сцинтилляционной среды Брея «1п1ег1ес11п1дие БЬ—4221» (Франция).

Установлено, что гексапептид в концентрации 10՜ 6 М усиливал 
спонтанное высвобождение 3И-ИА (на 71%), тогда как концентрат!!։ 
10՜՜’ и 10՜° М не вызывали достоверных изменений этого процесса. 
Стимуляция синаптосом К4՜ (40 мМ) приводила к значительному уси
лению высвобождения 3Н-НА (на 131%). в то время как при добав
лении 10՜'—10~5 М концентраций гексапептида одновременно с К՜1՜ 
не наблюдалось подавления вызванного высвобождения 3Н-НА. Этот 
эффект был наиболее выражен в присутствии гексапептида в концен
трации 10 ~е М. Следовательно, гексапептнд стимулирует спонтанное 
и подавляет вызванное высвобождение 3Н-НА из гипоталамических 
синаптосом. Влияние вышеуказанных концентраций гексапептида на 
специфический захват 3Н-НА синаптосомами не вызывало достоверных 
изменений.

Показано, что гексапептнд в концентрациях 10՜’, 10֊6 и Ю՜5 М 
не влиял на спонтанное и К 4 -вызванное высвобождение 3Н-5-ОТ, тог
да как эти же концентрации его уменьшали захват 3Н-5-ОТ на 41, 44 
п 36% соответственно. Снижение концентрации гексапептпда до 
10՜ 8 М не вызывало изменении захвата 3Н-5-ОТ. Полученные данные 
свидетельствуют о том, что в гипоталамической области гексапептид 
может участвовать в процессе захвата 3Н-5-ОТ.

В присутствии гексапептпда в концентрациях 1С~7—10՜° М на
блюдалось некоторое статистически недостоверное подавление К+ -выз
ванного высвобождения 3Н֊ГАМК- В то же самое время, используемый 
в этих же концентрациях, он нс влиял на специфический захват 
’Н-ГАМК в спнаптосомах коры больших полушарий мозга крыс.

Таким образом, из вышеприведенного следует, что в гипоталами
ческой области гексапептнд может участвовать в процессах пресинап- 
тичсской регуляции высвобождения НА и обратного захвата 5-ОТ.
11 с., ил. 5, библиогр. 6 иазв.
Институт биохимии АН АрмССР, Ереван
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ВЛИЯНИЕ БЕЛКА S-I00 НА ТРАНСПОРТ РНК В КЛЕТОЧНЫХ 
ЯДРАХ МОЗГА КРЫС И АКТИВНОСТЬ АТРазы 

ЯДЕРНЫХ МЕМБРАН
КАПРАЛОВ А. А., ТЮЛЕНЕВ В. И., НАЗАРЕНКО В. И.

Обнаружено, что при добавлении белка S-ЮО к изолированным 
ядрам мозга, предварительно меченным in vivo мС-оротовой кислотой 
(на 4-й мин инкубации), увеличивается выход кислотонерастворимой 
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метки на 100%, однако при последующей инкубации радиоактивность 
осадка снижается и на 15-й мин составляет 68% радиоактивности проб, 
инкубированных без белка 5-100. Выход кпслоторастворимого материа
ла из ядер мозга увеличивается в присутствии белка 5-100 на 20— 
50% во всех исследованных временных интервалах. При изучении 
влияния белка 5-100 на транспорт РНК из изолированных ядер печени 
обнаружено увеличение транспорта РНК на 70% в первые минуты ин
кубации, но затем, как и при использовании ядер мозга, наблюдается 
уменьшение радиоактивности кислотонерастворимого материала. Од
нако разницы в освобождении кислорастворимой метки из ядер пече
ни в присутствии белка 5-100 и в его отсутствие не наблюдается.

При изучении влияния белка 5-100 па активность ядерных РНКаз 
клеток мозга обнаружено, что на 4- и 8-й мин после начала инкубации 
белок 5-100 не влияет на их активность, однако на 15-й мин инкубации 
количество кислоторастворимой метки в пробах, содержащих этот бе
лок, на 16% превышает контрольный уровень. Сам белок 5-100 не об
ладает РНКазной активностью и не влияет на активность панкреати
ческой РНКазы при использовании в качестве субстрата коммерче
ского препарата дрожжевой РНК, то есть увеличение активности 
РНКаз ядер мозга может быть ответственно за увеличение транспорта 
кислоторастворимой метки и уменьшение транспорта РНК из ядер 
при длительной инкубации в присутствии белка 5-100.

Показано также, что белок 5-100 увеличивает активность АТРаз 
клеточных ядер мозга и ядерных мембран и влияет на включение 32Р 
в липиды ядер. Это может иметь значение для понимания механизмов 
действия белка 5-100 на транспорт РНК. Высказывается предположе
ние об участии этого белка в процессах транспорта и/или процессинга 
РНК.
15 с., ил. 5, библиогр. 32 иазв.
Институт биохимии им. А. В. Палладипа 
АН УССР. Киев-
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ВЛИЯНИЕ ПУРИНОВЫХ НУКЛЕОТИДОВ II ИХ ПРОИЗВОДНЫХ 
НА АКТИВНОСТЬ II РАСПРЕДЕЛЕНИЕ МНОЖЕСТВЕННЫХ 

ФОРМ МАЛАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ В МОЗГУ КРЫС

БУРНАЗЯН Л. Б., МОВСЕСЯН Н. О., УРГАНДЖЯН М. Г.. АРУТЮНЯН А. В.

Изучали активность и распределение множественных форм мито
хондриальной и растворимой малатдегидрогеназы (МДГ) in vitro в 
присутствии нуклеотидов аденинового, гуанинового и. инозинового ря- 
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.да при использовании в качестве кофакторов фермента NAD или деа- 
mhho-NAD (D-NAD). Активность МДГ определяли спектрофотометр::- 
чески, множественные формы фермента после разделения растворимой 
фракции или митохондриального экстракта мозга дпск-электрофоре- 
зом в 7.5%-ном ПААГ выявляли окрашиванием в среде, содержащей 
нитросиний тетразолий и феназин-м-сульфат. Сканирование гелей про
водили на приставке к спектрофотометру «Specord UV VIS» при 
560 нм.

Установлено, что величина У. А. митохондриальной МДГ состав
ляет 1637 нмоль NADI-I /мг белка/мин, что почти в 4 раза превышает 
активность фермента в растворимой фракции. NAD по сравнению с 
D-NAD является значительно более эффективным кофактором мито
хондриальной и растворимой формы фермента. Показано, что аденин-, 
гуанин- и ииозиннуклеотиды в концентрации 0,02 М заметно ингиби
руют активность МДГ в растворимой и митохондриальной фракциях 
мозга при использовании NAD в качестве кофактора фермента. Влия
ние нуклеотидов при связывании фермента с D-NAD вместо NAD го
раздо менее выражено. Наиболее сильное ингибирующее действие на 
активность растворимой и митохондриальной МДГ средн всех испы
танных нуклеотидов (AMP, ADP, ATP, GMP, GDP, GTP, IMP, IDP п 
ITP) оказывают нуклеозидтрифосфаты и IDP. Максимальным эффек
том обладает GTP, ингибирующий активность МДГ на 80—90%.

Показано, что при связывании нуклеотидов ингибирование актив
ности МДГ сопровождается изменением в содержании ее множествен
ных форм. В митохондриальной и растворимой фракциях мозга обна
руживаются 3 изоформы фермента, если субстратом реакции являет
ся DL-малат. По электрофоретической подвижности они разделяются 
на катодную, которая преобладает в митохондриальной фракции и две 
анодные, одна из которых минорная, локализованные преимуществен
но в растворимой фракции. В присутствии нуклеотидов, ингибирующих 
активность МДГ, при использовании в качестве кофактора реакции 
NAD в обеих, фракциях, наряду с некоторым увеличением процентно
го содержания катодных форм, снижается содержание анодных форм 
МДГ.

Полученные данные свидетельствуют о том, что пуриновые нук
леотиды и их производные вызывают ингибирование окисления малата 
и изменение соотношения множественных форм МДГ в митохондриаль
ной и растворимой фракциях мозга крыс.
12 с., ил. 4, библиогр. 13 паз в.
Институт биохимии ЛИ АрмССР,
Ереван ' •
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ОБМЕН ГИДРОФИЛЬНО]։
МОЛЕКУЛЫ ФОСФОЛИПИДОВ 

МОЗГА КРЫС

И ГИДРОФОБНОЕ! ЧАСТЕЙ
В СУБКЛЕТОЧНЫХ ФРАКЦИЯХ 

ПРИ ИШЕМИИ

ГАСТЕВА С. В., РАИЗЕ Т. Е„ ШАРАП1НА Л. М.

Проведено сравнительное исследование интенсивности обмена 
гидрофильной (по скорости включения 32Р-ортофссфата натрия) и гид
рофобной (по скорости включения иС-ацетаТа натрия) частей молеку
лы фосфолипидов (ФЛ) в субклеточных фракциях ткани боль
ших полушарий головного мозга крыс в норме (ложноопериро- 
вапные крысы) при неполной ишемии головного՛ мозга, создан
ной наложением съемных лигатур на общие сонные артерии на 
5 ч, а также через 1 неделю после снятия лигатур и возобнов
ления кровообращения. В норме обнаруживаются существенные раз
личия между метаболической активностью гидрофильных и гидрофоб
ных частей молекулы ФЛ. Во всех исследованных субклеточных фрак
циях (микросомы, цитозоль, миелин, сина.птосомы, митохондрии) ин
тенсивность обмена в монофосфоинозитидах существенно превышает 
таковую в фосфатидилхолинах, сфингомиелинах и аминофосфолипп- 
дах, в то время как интенсивность обмена гидрофобной части макси
мальна в фосфатидилхолинах. Наибольшие величины интенсивности 
обмена как гидрофильной, так и гидрофобной частей наблюдаются во 
фракциях митохондрий и цитозоля, наименьшие—в миелине. Ишемия, 
не влияя на содержание ФЛ. вызывает снижение интенсивности их об
мена, причем снижение обмена гидрофобной части молекулы ФЛ бо
лее выражено, чем гидрофильной. Степень угнетения обмена гидрофоб
ной части молекулы ФЛ сходна во всех исследованных субклеточных 
фракциях (на 63—70%), в то время как подавление обмена гидрофиль
ной части более выражено во фракциях енпаптосом и митохондрий (на 
58 и 51 %). В постишемическом периоде наблюдается тенденция к норма
лизации обмена ФЛ, особенно гидрофильной части их молекулы, мета
болизм которой повышается до нормального уровня во всех исследо
ванных субклеточных фракциях, кроме енпаптосом и митохондрий, ин
тенсивность обмена ФЛ в которых остается сниженной, однако в 
меньшей степени, чем при ишемии. В интенсивности обмена гидро
фобной части молекулы ФЛ также наблюдается тенденция к восста
новлению, хотя ее величины еще ниже контрольных на 30—40%. В 
это время наблюдается также снижение содержания ФЛ во фракциях 
енпаптосом и .митохондрий (на 30%) и повышение его в цитозоле (на 
32%).

Таким образом, метаболизм гидрофобной части молекулы ФЛ 
всех изученных субклеточных структур ткани мозга оказался более 
чувствительным к ишемическому воздействию, чем метаболизм гидро
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фильной ее части. Более глубокое снижение обмена гидрофильной ча
сти молекулы ФЛ, замедленная нормализация его и изменение содер
жания ФЛ в постишемическом периоде свидетельствуют о большей 
чувствительности митохондрий и синаптосом к нарушениям кровоснаб
жения мозга по сравнению с другими субклеточными структурами.

7 с., ил. 2. библиогр. 10 :-:лзз.
Институт физиологии им. И. П Павлова
АН СССР. Ленииприд
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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. Список литературы составляется в порядке цитирования, его объем—до 25 на

званий для статей, до 80—для обзоров и до 15—для кратких сообщений. В тексте 
ссылки даются в квадратных скобках. Цитируемая литература в списке приводится 
в следующем порядке: порядковый номер, фамилия и инициалы авторов на языке ори
гинала. название журнала, том. номер или выпуск, страницы, год издания. В случае 
сплошной нумерации страниц тома номер выпуска не укаызвать. При цитировании 
книги указывается также, пэд чьей редакцией она издана, название издательства и 
мести издания.



INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Journal "Neirokhimia" will primarily publish papers that present the results of 
original research on biochemistry of nervous system, short communications, reviews 
on actual problems of neurochemistry, chronicles, reviews of new books and letters 
to Editor.

The Journal will accept papers from any country. Manuscripts should be type
written in English, no longer than 15 pages in toto (typed with double spacing), Re
views—20 pages, short communications and chr micles—4 pages, letters to Editor—2 
pages. Authors should subtnltt 2 copies of their contribution together with tables and 
figures. Manuscripts should conform to the -Instructions* and should be submitted to 

The Editorial Office
Journal “Neirokhimia*
P. Sevak str. 5/1, Yerevan 375041, USSR

Arrangement of the manuscript
1. The first page should bear:

a) tlie title, concise but informative
b) the complete names of the author(s)
c) the name of the lab where the work was carried out 
d) the address to which correspondence should be sent

2. Each paper should be preceded by a Summary giving a brief account to the 
most relevant contributions of the paper (100 -200 words, 1,5 spacing). H’s important 
to indicate the goal, the methods, the results and conclusions.

3. Experimental papers should Ire divided into Ilie following seclions: Materials 
and Methods, Results and Discussion, Reference List. It may be often advantageous 
to have only 2 sections: Results and Discussion. There's no need Io split short com
munication.

■I . Bibliographic citations should be made in numerical order (not more than 
25 References for articles, 80 for reviews. 15 for short communications), in square 
brackets and in order of their citation in the text. The form of listed referen
ces is as follows: surname and initials of authors, journal name, volume and issue 
number, inclusive page numbers and year. Por book titles the style is similar but 
contains book title—“In* followed- by initials, surname of editor, the name and lo
cation of the publishing company.

5. Tables should be typed on separate pages and numbered in the order they 
appear in the text. They must have heading and contain only usually adopted abbre
viations. Figures and graphs should be drawn separately on good quality drawing or 
tracing paper and put into envelope. Photographs should be glossy and as rich in 
contrast as possibe. The back of each figure and piioto should be labelled lightly 
in soft pencil to show the top of It, the author's name and the figure and photo 
number. Legends to figures and photos should be typed on separate pages.

6. The Editorial Board has got the right to shorten and improve the text not 
altering the main meaning.

7. Proofs are not sent to authors. For each article reprints are supplied free 
of charge.
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