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НЕИРОХИМИЛ

т. 6, № 1, 1987

УДК 616—008.939.633.2—02:616—008.931:577.152.311

ГЛИКОПЕПТИДНЫЕ ГОРМОНЫ ГИПОТАЛАМУСА В 
РЕГУЛЯЦИИ МЕТАБОЛИЗМА Са14. ЦИКЛИЧЕСКИХ 

НУКЛЕОТИДОВ И КАТЕХОЛАМИНОВ

ГАЛОЯН А. А.
Институт биохимии АП А'рмССР, Ереван

Изолированы и идентифицированы из гипоталамуса животных множественные 
фермы метаболически активных кардиотролных нейропептидоз гликопептидной приро
ды. являющихся внутриклеточными регуляторами активности ферментов обмена цик
лических нуклеотидов, содержания Са2 . Нейрогормон «С» и его структурные зна
ло» и являются мощными стимуляторами биосинтеза допамина и норадреналина з ги
поталамусе и в полосатом теле.

Из гипоталамуса выделили новые пептиды, которые активируют фосфэдиэстеразу 
циклических нуклеотидов и другие Сз2 -кальмодулиизазнсимые ферменты без уча
стия Са2 . Результаты этих исследований—новые доказательства пептидной теории 
регуляции метаболизма и функций висцеральных органов, развиваемой нами :.а пос
ледние 25 лет.

Уже четверть века коллектив руководимо։։ мной лаборатории био
химии нейрогормонов систематически изучает нсйроспецифическис белки 
и органотропные нейрогормоны—полипептиды гипоталамо-нейрогипофи- 
зарнои системы [1]. Особое внимание в наших исследованиях было об
ращено на бслок-гормональные комплексы магноцеллюлярных ядер ги
поталамуса, являющихся нейрохимическими системами регуляции мета
болизма и функции не только головного мозга, но и висцеральных орга
нов. главным образом, сердца. Развитое нами представление сб органо- 
тропных нейрогормонах гипоталамуса оказалось уместным и в отноше
нии рилизинг-гормонов гипоталамуса [2).

Выдвинутые нами на основе экспериментальных данных концепции 
и теоретические положения легли в основу понимания биохимических 
механизмов генеза и метаболического влияния, а также функций множе
ства органотропных пептидов гипотала.мо-нейрогнпофизарной системы 
мозга. Основные принципы и направления изучения биологии нейро- 
пептидов сводятся к следующему.

/. П ро гормональная концепция генеза пептидных гормонов. В 1963 г. 
нами было выдвинуто положение о том. что пептидные гормоны гипоталамуса 
берут начало из общего белкового предшественника, образующегося пр; 



участии рибосомного механизма. Образование же биологически ак- 
посттрансляционно—йод вл и я hjx^7 протео

литических ферментов мозга. Экспериментальные доказательства чптого 
положения мы получили еще в 1964 г. на примере выделенного нами 
спЬц'Дф/чес’коГо белка гипоталамуса [3]. За последние 15—20 лет в ли
тературе накоплен большой фактический материал о том. что как рили
зинг-гормоны, так и другие нейропептиды имеют своих белковых пред
шественников.

2. Пептидная теория регуляции метаболизма и функции висцераль
ных органов. С 1962 г. в нашей лаборатории накопился огромный экспери
ментальный материал, свидетельствующий о том, что образуемые в ги
поталамических нейросекреторные/ядрах кардиотропные полипептиды, 
условно названные нами «К», «С»-и «Г», их множественные формы, а 
также ՛ рилизинг-гормонывключаются в регуляцию тонких метаболиче
ских процессов (превращения нейромедиаторов, окислительное фосфо
рилирование и др.) в различных органах, в частности в сердце. Эти 
полипептиды удается выделить՛ из синаптосом и нейросекреторных 
гранул в виде белок-гормональных комплексов, составляющих вместе с 

протеолитическими ферментами, АТР. ферментами метаболизма цикличе
ских нуклеотидов. Са24՜ нейрохимические системы регуляции обмена ве- 

' ществ и функции висцеральных органов in vivo.
Главный вывод, вытекающий из выдвинутой нами пептидной тео

рии, заключается в том, что обмен специфических белков-пред
шественников гормонов гипоталамо-нейрогипофизарной системы тесней
шим образом связан с метаболизмом и функцией висцеральных органов.

Исследования в этом направлении привели нас к открытию эндо
кринных элементов сердца [4], имеющих тесные нейрогуморальные взаи
моотношения с эндокринным аппаратом гипоталамуса (с механизмами 
образования и высвобождения гипоталамических нейропептидов в общий 
кровоток) [1]. Так, например, из предсердий нами выделен ряд мета
болически активных пептидных гормонов, органом-мишенью которых яв
ляется гипоталамус. Сердечные факторы через хеморецепторы каротидно
го синуса и соответствующие афферентные пути способствуют выбросу из 
гипоталамуса в общую циркуляцию кардиотропных нейрогормонов.

Между «эндокринным сердцем» и гипоталамусом существует ней- 
рогуморальная обратная связь (короткий feed-back). Аналогичная связь 
обнаружена нами между инкреторным аппаратом панкреаса и ги
поталамусом (длинный feed-back). направленная на регуляцию метабо
лизма и функции сердца [5].

3. Принцип кооперативности нейромедиатор Z2 нейропептид. Под 
этим подразумевается наличие двусторонних метаболических взаимоот
ношений {feed-back) нейропептид ~ медиатор, направленных на регуля
цию функции мозга и висцеральных органов. Существует функциональ
но-биохимическое взаимоотношение между полипептидными гормонами» 
входящими в состав нейросекреторного вещества, и специфическими хи
мическими агентами нервной активности (нейромедиаторами).
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Существуют интимные функционально-биохимические взаимоотно
шения как между отдельными «классическими» медиаторами, так и меж
ду ненропептндами и медиаторами в микроструктурах нейронов мозга.

Множественные формы кардиоактивных гликопептидов
I

Как уже было сказано, ранее нами были выделены 3 коронарорас- 
ширяющих соединения, условно обозначенных «К», «С» и «Г». Былу 
изучены их биологические и физико-химические свойства, а также уста
новлен их полипептидный характер. Путем гель-фильтрации на глици- 
намидированном сефадексе, высокоэффективной жидкостной хромато
графии (ВЭЖХ) в сочетании с ИОХ на ДЕАЕ-целлюлозе и т. д. каж
дую группу нейрогормонов «К», «С» и «Г» можно разделить на суб- 
фракции с биологическими и физико-химическими свойствами, весьма 
близкими друг с другом [6]. В итоге из каждой группы были изолиро
ваны по 4 пептида, условно названных нС;а> нСуа» нС1са» нСк-б, 
нГза> нГ.зб» иГзд, нГ$б» нКзэ, нКзб, нКла, нКзд* При этом кар- 
диоактивные гликопептиды были выделены как из состава низ
комолекулярных соединений, так и из Соответствующих белок-гормо- 
нальных комплексов, так как гликопептиды оказались электростатиче
ски адсорбированными на белках, и эти комплексы удалось разъединить 
путем специального диализа разведенными растворами уксусной кисло
ты. С помощью ВЭЖХ все эти пептиды были получены в индивидуаль
ном виде и был проведен их аминокислотный анализ. В состав этих пепти
дов в значительном количестве входят глицин, серин, глутаминовая и ас
парагиновая кислоты, аланин, валин, изоленцин. гистидин .В амино-кис
лотном составе иКЗЙ отсутствуют тирозин и пролин. Характерным для них 
является содержание аминосахаров—глюкозамина и галактозамина, что 
позволяет считать их гликопептидами. Наличие углеводного компонента в 
изоформах нейрогормона «С» было подтверждено методами масс-спсктраль- 
кого и ЯМР-анализа. Так, например, при масс-спектрометрии двух корона- 
рсрасширяющих форм нС-а и нС ։Оа были выявлены интенсивные пики 
с ш/е 331. 211. 169. 109. свидетельствующие о наличии гликозидных соеди
нений. ЯМР-анализ показал во всех формах нейрогормона «С» наличие уг
леводного компонента, одновременно выявив отличия между ними, кото
рые сводятся к различному количественному соотношению сахарных остат
ков в углеводном компоненте. Интересно заметить, что их белковые пред
шественники, как и можно было ожидать, являются гликопротеинами с ти
пичной олигосахарндной частью.

Характерной особенностью выделенных нами кардиоактивных поли
пептидов гипоталамуса является то, что они ингибируют активность 
Са2 *-кальмодулинзависимых форм фосфодиэстеразы (ФДЭ) цикличе
ских нуклеотидов.

Нейрогормон «К» сам по себе не оказывает ингибирующего влияния 
на активность ФДЭ. Но после его частичного гидролиза (6 ч. 6 и. НС1) 
из состава нК3а и нК35 отщепляются 3 и 4 нейропептида соответствен
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но, которые после разделения путем ВЭЖХ проявляют характерное ин
гибирующее влияние на ФДЭ. Почти все изученные пептиды являются 
активаторами фосфорилазы печени, почек и мыши а главным образом, 
сердца и мозга.

Нейрогормональная регуляция содержания Са- в клетке

Нейрогормон «С» является уникальным регулятором содержания 
Са2 г в клетке. Было изучено распределение Са2 ” в саркоплаз
матическом ретикулуме, митохондриях сердца и мозга, изменения раз
личных связывающих Са2 белков указанных органелл под влиянием 
нейрогормона «С» в норме и при изопротсреноловом некрозе миокарда. 
Установлено, что внутрибрюшинное введение нейрогормона «С» крысам в 
дозе 80—100 мЕ ФДЭ [9] не вызывало особо заметных сдвигов в белковом 
спектре внутриклеточных органелл, однако изменяло сродство определенных 
белков к 4 СаС1>. Это свойство нейрогормона «С» особенно проявлялось 
при изопротереноловом некрозе. Показано, что нейрогормон «С» способ
ствовал выводу избыточных количеств Са՜ • из саркоплазматического 
ретикулума как в норме, так и в патологических условиях [7]. Измене-' 
ние сродства специфических белков к Са*+ , вероятно, объясняется фос
форилированием одних и дефосфорилированием других белков под влия
нием соответствующих АМР-зависимых протеинкиназ и фосфопротеин- 
фосфатаз. Тем самым осуществляется взаимодействие двух систем мес
сенджеров—циклических нуклеотидов и Са2+.

Действие нейрогормона «С» на синтез катехоламинов в мозгу крыс

Установлено, что нейрог.ормон «С» оказывал дозозависимое (2— 
40 мЕ ФДЭ) разнонаправленное действие на синтез |4С-дофамина и 
|4С-норадреналина в срезах гипоталамуса мозга крыс [8]. Нейрогормон 
«С» ( 1,6 мЕ/мл) увеличивал скорость синтеза дофамина и норадреналина 
в 7.3 и 6.4 раза соответственно. С увеличением дозы нейрогормона «С՝> 
(16 мЕ/мл) наблюдали ингибирование синтеза как дофамина, так и но
радреналина в 7,4 и 5,9 раза соответственно.

При изучении синтеза !4С-дофамина и ,4С-норадреналина под дей
ствием нейрогормона «С» в срезах полосатого тела мозга крыс была выяв
лена однонаправленность влияния препарата в зависимости от дозы.

Было обнаружено. что нейрогормон «С» в зависимости от дозы 
(1.6 и 16 мЕ/мл) увеличивал синтез 14С-дофамина в 1,7 и 16 раз соот
ветственно. Синтез ,4С-норадреналииа под влиянием этого гормона з 
тех же дозах увеличивался в 2.1 и 48 раз соответственно. При этом 
нейрогормон «С» не влиял на захват и высвобождение катехоламинов. 
Таким образом, получены убедительные доказательства роли нейро
гормона «С» именно в биосинтезе катехоламинов.

Эти процессы мы связываем с изменением содержания Са՜ и цик
лических нуклеотидов в органеллах клетки.
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Са 2ч -независимая пептидная система активации ФДЭ 
циклических нуклеотидов мозга

Наличие большого числа Са2 г-кальмодулинзавпеимых ферментов 
(Са՜ ' -КМ), компартменталнзация Са2+ -КМ ферментных систем, лимити
рование концентраций кальмодулина или изменение содержания Са24՜ -свя
зывающих белков в мозгу и других органах предполагает существование 
кальмодулинподобных. но Са24՜ -независимых регуляторов в клетке.

Активирование гидролиза (У։) 
сАМР С-модули ном п 

отсутствие кальмодулина

Нам удалось выделить из гипотала
муса быка пептидные факторы, обладаю
щие способностью активировать высоко- 
очищенную кальмодулинзависимую ФДЭ 
сАМР и сСМР мозга быка, отделенную 
от эндогенного кальмодулина. При этом 
активация ФДЭ достигала уровня, наблю
даемого в присутствии кальмодулина, од
нако, в отличие от действия последнего, 
для осуществления этого эффекта не тре
буется Са24.

Стимуляция ФДЭ проявлялась в повышении величины V. без из
менения К |М для сАМР. Кинетический анализ не выявил непосредствен
ного взаимодействия активатора с субстратсвязывающими центрами 
ФДЭ. Связывание его с аллостерическими центрами ФДЭ характери
зуется высоким сродством к ферменту и носит выраженный коопера
тивный характер (рисунок).

Действие активатора на ФДЭ не проявлялось после его инкубации 
с трипсином, что подтверждает пептидный характер этих соединении. Вы
деленные пептиды отличаются термостабильностью. Чувствительность 
ФДЭ к активатору изменялась в зависимости от степени очистки фер
мента. определяющей, вероятно, конформационное состояние его моле
кулы, доступность ее аллостерических центров, наличие в препаратах 
фермента соединений—антагонистов активатора и других эффекторов.

Результаты настоящих экспериментов свидетельствуют о том, что 
пептидные активаторы ФДЭ сопровождают нейрогормон «С» на всех 
этапах его очистки, включающих гель-фильтрацию, ионообменную и 
тонкослойную хроматографии. Лишь с помощью обратнофазовой жидко
стной хроматографии при высоком давлении удалось разделить актива
торы и ингибиторы ФДЭ. На основании этих результатов в совокупно
сти с данными, полученными ранее, можно предположить, что стиму
лирующий и ингибирующий ФДЭ факторы образуют высокоэффектив
ный комплекс в составе препарата нейрогормона «С», регулирующий 
проявление его кардиотропного действия.
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Обнаруженный Са2х 'независимый активатор <РДЭ циклических 
нуклеотидов был нами назван С-модулином. По кинетическим данным, в 
ФДЭ имеются, по крайней мере, два центра для С-модулина (П|( = 2). 
Нейрогормон же «С», по нашим данным, является конкурентным инги
битором ФДЭ сАМР [9]. Нами накоплен значительный материал, сви
детельствующий о наличии ряда пептидов (С-модулин подобных), кото
рые, связываясь с W-7 и трнфторпиразином (ингибиторами кальмоду
лина}. теряют Са2 + -независимый стимулирующий эффект на активность 
ФДЭ сАМР гипоталамуса (Гурвиц. Абрамян, 1986).

В настоящее время известен ряд факторов, вызывающих Са2 -не
зависимую активацию не только ФДЭ, но и других кальмодулинзавне:։- 
мых систем. К их числу относятся жирные кислоты и фосфолипиды, 
бактериомодулин [10. 11]. Однако сродство этих соединений к ФДЭ на 
4—5 порядков ниже по сравнению с кальмодулином. Можно предполо
жить. что при лимитированной концентрации последнего или же Са2 * 
взаимодействие с ним каждого из множества кальмодулинзависимых 
белков будет затруднено. В этом случае решающую роль играют ком- 
партментализация того или иного фермента, изменения концентрации 
субстрата и Са2*, регулирующих чувствительность фермента к кальмо
дулину и другие факторы. Особый интерес в этой связи привлекают 
кальмодулинподобные. но Са2 -независимые регуляторы в клетке, ко
торые. как С-модулин и его множественные формы, могут стимулировать 
ФДЭ сАМР в гораздо меньших концентрациях, чем кальмодулин. Ви
димо. этим можно объяснить исключительно высокую активность ФДЭ 
мозга, когда концентрация Са2 ' составляет всего 10 М (то есть 
тогда, когда Са2՛1 еще нс в состоянии связываться с кальмодулином). 
Можно полагать, что С-модулин является также регулятором других 
Са2 + -КМ-зависимых ферментов.

Полученные данные свидетельствуют о гом, что имеются функцио 
нально-биохимические интимные взаимоотношения между указанными 
выше мессенджерами в клетке (Са2-՜, катехоламины, циклические нук
леотиды). Эти процессы, как показывают наши данные, тонко регули
руются гликопептидными соединениями гипоталамуса. Вместе с тем, 
удалось установить наличие Са2 : -зависимых и Са2 -независимых пеп
тидов—регуляторов активности ФДЭ сАМР в мозгу.

INVOLVEMENT OF GLYCOPEPTIDE HORMONES FROM 
HYPOTHALAMUS IN THE REGULATION OF METABOLISM 
OF Ca?+, CYCLIC MUCLEOTIDES AND CATECHOLAMINES

GALOYAN A. A.
Institute of Biochemistry Arm. SSR Acad Sci, Yerevan

Multiple forms of metabolically active cardiotropic neurohormones 
have been isolated from mammalian hypothalamus. These glycopeptides re
gulate the activity of enzymes involved in cyclic nucleotides metabolism 
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and the intracellular concentration of Ca2+. Neurohormone “C“and its 
structural analogs essentially stimulate biosynthesis of dophamine and 
noradrenaline in hypothalamus and noradrenaline in hypothalamus and cor
pus striatum.

Novel peptides have been purified from hypothalamus that activite 
cyclic nucleotides PDE and other Ca2+, calmodulin-dependent enzymes in 
the absence of Ca։+. Data obtained support the peptide theory of re
gulation of metabolism and function of visceral organs that has been 
prut forward 25 years ago.
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СЛЕДОВЫЕ АМИНЫ КАК НЕЙРОТРАНСМИТТЕРЫ 
И НЕЙРОМОДУЛЯТОРЫ

БОУЛТОН А. А.

Отдел психических исслслсваиий Саскачсвапского университета. Саскатун. Канада

В настоящем сообщении представлены доказательства, подтвержда
ющие представление, что так называемые следовые амины могут высту
пать в роли трансмиттеров и нейромодуляторов. Рассмотрены свойства 
фенилэтиламина (ФЭА), .и-тирамина (лгТА), н-тирамина (пТ.\) и трип
тамина (Т). которые на совещании, проведенном под эгидой Американ-
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ского колледжа нейропсихофармакологии в 1975 г., получили название 
«следовые амины». О том. что этот термин неудачен—и вызывает пута
ницу. свидетельствует тот факт, что эти амины обнаружены у некото
рых беспозвоночных в количествах, значительно превышающих следовые, 
тогда как катехоламины и серотонин (5-ОТ) в некоторых структурах 
НС как в головном мозгу млекопитающих, так- и НС беспозвоночных 
могут находиться в «следовых» количествах (табл. 1). Другие «следо
вые амины»—октопамины. синефрииы, фенилэтаноламин. 1Ч-метилфе- 
нил-этаноламин. гистамин и М-метилтриптампны—здесь нс будут рас-, 
смотрены, хотя было показано, что некоторые из них, например, п-ок- 
топамин, играют важную функциональную роль у беспозвоночных. За 
последние 10 лет появилось несколько обзоров и книг, посвященных сле
довым аминам [1—7].

ФЭА и Т образуются из родительских аминокислот соответственно 
фенилаланина и триптофана путем их декарбоксилирования; это справед
ливо и в отношении тираминов. хотя в случае этих двух аминов имеет 
место гидроксилирование фенилалкильного радикала и декарбоксилиро
вание катехоловых предшественников [4—7 и 8—10]. Содержание сле
довых аминов у млекопитающих в норме колеблется на уровне от 0.05 
до 12 нг/г с максимальной концентрацией в хвостатом ядре (табл. 2). 
Применение в недавней работе [11] более чувствительных аналитиче
ских методов в сочетании с более тонкой анатомической диссекцией 
позволило показать, что по крайней мере в случае тираминов их макси
мальная концентрация была найдена в экстрапирамидальной и мезолим- 
бической областях. В случае ФЭА, Т и пТА была установлена (в%) их 
синаптическая локализация (табл. 3) [12].

Главные метаболиты следовых аминов, так называемые следовые 
кислоты, образующиеся путем окислительного деаминирования аминов, 
распределяются аналогично аминам, но содержание их обычно в 2—30 
раз выше, чем соответствующих аминов (табл. 2). Некоторые ингиби
торы МАО существенно повышают концентрацию следовых аминов [131 
и соответственно снижают содержание следовых кислот. Путем тща
тельного выбора ингибитора МАО. его дозы и времени после инъекции 
можно увеличивать концентрацию следового амина до ее уровня, ха
рактерного для распространенных биогенных аминов. Так. например, 
можно увеличить концентрацию пТА в полосатом теле после введения 
фенелзина до уровня 1 мк/г. С помощью паргилина в сравнительно вы
соких дозах было показано [14. 15] (табл. 4). что во всяком случае 
ФЭА и Т могли проявлять очень короткое время полужизнн и быстрое 
накопление. На основании изучения скорости исчезновения аминов 
после внутримозговой инъекции таким же путем было установлено 
очень короткое время полужизнн и у тираминов [16—18].

Захват и высвобождение. В хвостатом ядре и гипоталамусе крыс 
были обнаружены высоко- и низкоаффинные системы захвата лгГА и 
пТА. Хотя в большинстве случаев захват этих аминов оказался похо
жим на захват дофамина (ДА), эти процессы можно различить с по-
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Таблииа /
Концентрация биогенных аминов в нервной ткани позвоночных 

к беспозвоночных (п нг/г)

Организм ФЭА пТА .«ТА Т ДА НА А 5-ОТ

Человек (хвостатое ядро) 1.5 1.2 3.1 0.4 416 н. о. _ 649
Крыса (целый мозг) 1.8 1,1 0,32 0.50 600 490 40 400
Кролик (целый мозг) 0.44 0,36 0.16 0,05 480 434 30 380
Курица (целый мозг) 0,71 0,50 0,30 <0,30 250 418 46 700
Осьминог (глазные доли) 3,0 79,0 0,6 0.6 4690 3900 н. о. 4180
Виноградная улитка (ганглии) 0.60 7.5 1.1 6.4 2200 <50 И. О. 22 50
Саранча (ганглии) <0.20 72.0 0,20 <0,20 — 110 — —
Омар (ганглии) — 150 — — по — — 150
Морская звезда (лучевой нерв) 4,4 2.2 <0,89 1251 5950 153 — <30

Примечание. Некоторые данные заимствованы из статен [7, 29, 55]: н. о.—нс 
обнаружено. ФЭА—фен платила мин, пТА—и-тирамнн. .«ТА—.«—тирамин, Т—трип
тамин, ДА—дофамин. НА—норадреналин, А—адреналин, 5-ОТ—серотонин

Таблица 2
Региональное распределение некоторых следовых аминов и следовых кислот в головном 

мозгу крыс (в нг/г)

Отдел мозга ФЭА ФУК «ТА «ОФУК .«ТА .«ОФУК т ИУК

Гипоталамус 2,1 60,1 1.2 4,5 0.2 1,2 0.9 23,7
Полосатое тело 4.2 64.6 11,1 28,3 3,0 5,3 2,9 63.6
Ствол 1.6 33.1 0.4 8,6. 0,10 1.8 0,2 11,7
Мозжечок 2.1 31,3 0.1 8,1 0,01 1.2 0,3 Ю.1
Остальные 
области 1.4 27,6 0,5 5.3 0,20 1.7 0,3 -

Примечание. ФЭА—феннлэтнламин, ФУК—фснилуксусная кислота, пТА—п-тира- 
мин, пОФУК—н-оксифеннлуксусная кислота, .«ТА*—.«-тирамин, .«ОФУК—.«-оксифс- 
иилуксусная кислота, ’Г—триптамин, НУ К—нндолилуксусная кислота.

мощью блокаторов ДА—Дезипрамина и бензотропина ( 191. Если нагру
зить срезы хвостатого ядра разноактивно меченными тираминами. то их 
Са2+ -зависимое высвобождение под влиянием К + в деполяризующих 
концентрациях будет протекать аналогично высвобождению ДА, однако 
с помощью определенных стимулирующих фармакологических агентов 
эти процессы можно отличить. Например, фенамин высвобождает ДА, 
пТА и .«ТА, а метилфенидат, кокаин, амфонелевая кислота и некоторые 
аминотетралины высвобождают только тнрамины [20, 21 и 2, 3, 7]. Изу
чение высвобождения тираминов из срезов хвостатого ядра крыс после 
введения животным фенелзина [22] позволило заключить, что эндо-
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Субклеточное распределение следовых амнион, п головном мозгу крыс 
(а % ст обшего содержания)

Фракция Фенил- 
этила.мин

1и
-т

и-
1 р

цм
ин Трип

тамин

Ядро 9.5 6.1 9.7
Грубая митохондриальная

фракция 27.7 25,9 33.6
Микросомы 10,7 5.3 15.5
Надосадочная жидкость 51.5 61.5 •11.5
Миелин 7.1 8.9 12.6
Синаптосомы 15.0 13.5 18.0
Митохондрии 5.5 2.6 2.9

* Примечание. Мозжечок Исключен;- фракционирование проведено по методу Whit
taker, Barker [52].

генные ДА. л ТА и .пТА высвобождаются из нервных окончаний также 
Са5 ~ -зависимым путем, и что этот процесс зависит от целостности нерв
ных волокон, находящихся в пучке медиального отдела переднего мозга. 
В более поздней работе, в которой высвобождение аминов определяли в 
отсутствие блокады МАО ее ингибиторами, было показано, что. по-ви- 
димому, высвобождение истинно эндогенных .чТА и лТА происходит 
по Са ■ -зависимому пути (Dyck, личное сообщение). Трудности в изме
рении высвобождения ФЭА и Т связаны с их очень малой эндогенной

V. * ’ ' ' - Таблица 4
Скорость накопления и метаболизма биогенных аминов

I Скорость Время по-
Биогенные амины накопления л у жизни

- _ * < t
(нМ г/м) (мин)

Фенилэтиламин 1,5 0.4
Дофамин* 1 З 150
Норадреналин 0.4 250
Триптамин 0.24 0,28
Серотонин. 1,55 77

Примечание. Данные приводятся по .Durden, Philips [14]. . .

концентрацией и тем фактом, что, будучи неполярными, они легко диф
фундируют через мембраны. Однако в 4Р84 г. Dyck [23] заключил, что 
существует общая система .захвата для Т и 5-ОТ, но Т, возможно, не 
высвобождается, а леп.ко вымывается из срезов. Используя push-pull- 
канюлю и фермент-изотопный анализ или ВЭЖХ, Philips, и соавт. су
мели показать, что ФЭД.[24—26) и<пТА (Philips, личное сообщение).
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как it фенамин и KCI, вызывают мощное высвобождение ДА. норадре
налина,- 3-метокситирамнна и 5-ОТ.

Эффекты фармакологических агентов и повреждений. В присутствии 
обычных высвобождающих агентов (резерпина. 6-оксидофамина, тетра- 
беназина, оксипертина) содержание тираминов снижалось в общем в 
тон же степени, что и содержанйё~ДА. 5-ОТ и норадреналина [27]."Ока
залось значительно труднее обнаружить уменьшение количества ФЭА 
» Т; имеет ли оцо на самом, деле место , под действием обычных высво
бождающих амийы агентов, необходимо еще доказательно' выяснить. 
Эффективные в 'клинике нейролептики. снижающие метаболизм ДА, 
также влияли на'содержание лгГА и пТА, но разнонаправленно: количе
ство пТА в хвостатом ядре повышалось с сопутствовавшим снижением 
количества .чТА -и метаболизма ДА. Такой реципрокный эффект наб
людали и при всех других манипуляциях, влияющих на ДА (введение 
агонистов, антагонистов, предшественников и ингибиторов при поврежде
ниях, стимуляции՜, стрессе) (табл. 5).

В табл. 6 представлены ։ результат։)! исследований эффектов хими
ческого или электролитического повреждения черной субстанции и-ядер 
шва на содержание ФЭА, .чТА. пТА, ДА. Т и 5-ОТ в нервных окон
чаниях полосатого тела [28—35]. Для обнаружения изменений, в содер
жании некоторых следовых аминов было необходимо вводить крысам 
соответствующий. ингибитор МАО (депренил в случае ФЭА и парги- 
лин в случае Т). При повреждении дорзального pars compacta черной 
субстанции происходило значительное повышение содержания .чТА, 
тогда как количество .пТА и ДА снижалось, что. возможно, свидетель
ствует о наличии специфических .чТА-содержащих нейронах [31]. Ре
зультаты таких экспериментов с повреждением определенных отделов го
ловного мозга указывают на то. что следовые гмины, по меньшей мере час
тично. локализованы внутри нейронов, и что ФЭА. л<ТА и л ТА образуют
ся в черной субстанции или около нее (или проходят через нее), а также 
эти амины сосуществуют с ДА. Они не образуются в дорзальной или 
медиальной частях-гшва и не проходят через них. Нейроны, содержащие 
Т, видимо, нс зависят от целостности .5-ОТ-нейронов, по крайней мере, 
в области шва среднего՜, мозга: они не расположены в дорзальной или 
медиальной частях, но, по-вид-имому. зависят от целостности нигро- 
стриатной дофаминергической системы.

Электрофизиология. При ионтофорезе следовых аминов или отдельно 
вместе с другими предполагаемыми нейромедиаторами они оказывают 
как Прямые.'* так и’ косЬённЫё’эффекты. Так, тирамины; например.-й коре
больших полушарий или й хвостатом ядре воспроизводят эффекты кате
холаминов, хотя'и не столь’Стойко [36]. С другой сторойы. Т оказывает 
мощное деп’рёсс2»|Ггное Действие Даже йа клетки, возбужденные 5-ОТ.. 
При электрофорезе՛ следовых- аминов на клетку слабыми токами они не 
изменяли электрофизиологической активности клетки. Однако сочета
ние тй’когб Воздействий" с аппликацией родственных аминерпгческнх 
нейромедиаторов (ДА. 5-ОТ. норадреналина) приводило к резкому по-
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Таблица 5

Реципрокные отношения. между концентрациями п- к .и-тирамлна (лТА и лТА) и 
метаболизмом дофамина (ДА) п ирисутетпии фармакологических агентов, влияющих 

на дофамин, и при повреждениях

Агенты пТА .иТА метаболизм ДА

Антагонисты

Агонисты

Высвобождающие агенты 
и блокаторы захвата

Метаболические 
предшественники

Синтетические ингибиторы

Повреждения (кратковремен
ные электролитические или 
химические)

Стресс

П римсчанис. возрастание; [

Таблица 6

Эффект хронического повреждения черной субстанции или ядер шва па содержание 
биогенных аминов в нервных окончаниях в полосатом теле

Биогенные амины Повреждение чер
ном субстанции

Повреждение 
ядер шва

Фснилэтиламнн снижение без изменений
п-Тирамии снижение без изменении

.«-Тирам ин снижение без изменений
Дофамин снижение без изменений
Триптамин снижение без изменений
Серотонин без изменений снижение

(30-35].Примечание. По данным, приведенным п работах

тенцированию эффекта последних. В случае клетки, заторможенной 
5-ОТ, Т значительно потенцировал эффект, тогда как в случае клето :. 
возбуждаемых 5-ОТ. даже ничтожное количество Т снимало стимули
рующий эффект 5-ОТ с последующим развитием депрессии [36, 37]. 
Было обнаружено взаимодействие некоторых следовых аминов и с, дру
гими нейромедиаторами, например, пТА и Г с ацетилхолином. Г е глу
таматом, ФЭА с опиоидными пептидами. Эти свидетельства нейромедиа
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торной и/или нейромодуляторной роли следовых аминов подтверждаются 
недавно обнаруженными рецепторами для некоторых из них [38—51].

Заключение. Хотя и было установлено, что амины поведенчески 
активны и вовлечены прямо или косвенно в двигательную активность, 
стереотипию, прием воды и пиши, сексуальное поведение, агрессивность, 
циклы бодрствование—сон. терморегуляцию [2. 3]. эти аспекты нами не 
обсуждаются, как и их роль в этиологии ряда неврологических и пси 
хических нарушений.

Если придерживаться критериев, которым, по Iversen, должны 
удовлетворять нейромедиаторы, то многие из них подходят следовым 
аминам. Они содержатся в нейронах, высвобождаются из них по Са1 2 3 * 5 6 7 8 9 10՜1 - 
зависимому механизму (в препаратах in vitro и ex vivo), при ионтофо
резе проявляют депрессаитиую активность и потенцируют эффект дру
гих предполагаемых нейромедиаторов, высвобождаются из пузырьков, в 
которых хранятся и очень1 быстро инактивируются посредством МАО, 
их эсрфект нейтрализуется некоторыми фармакологическими агентами 
(мстсрголином в случае Т). Эти критерии, однако, в настоящее время 
недостаточны для причисления их к разряду сннаптически активных 
веществ, поэтому, следуя Dismukes [53]. мы определили [54] следовые 
амины как нейрогуморы (цитозольные, пре- и/или постсинаптические, 
вторичные, непрямые). В будущем необходимо выяснить возможность 
их сосуществования и одновременного высвобождения с другими пред
полагаемыми нейромедиаторами с уточнением нейроанатомической лока
лизации: их эффекты на уровне клеточных мембран с использованием 
методов patch-clamp и внутриклеточной регистрации при дальнейшем 
изучении их рецепторов. Кроме того, необходимо установить их участие 
в различных сторонах поведения и в этиологии психиатрических и нев
рологических нарушений.
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БЕСКЛЕТОЧНАЯ МОДЕЛЬ НЕЙРОСЕКРЕЦИИ

ЛИШКО В. К.. ТЕРЛЕЦКАЯ Я. Т.. ГЕГЕЛАШВ11ЛИ Г. К.

Институт биохимии им. А. В. Палладкна АН УССР. Киев

Показана возможность моделирования процесса нейросекрсции в бесклеточной си
стеме. состоящей из очищенных фракций синаптических нсзикул, плазматических мемб
ран сииаитосом и михромолярных концентраций Са2+, При исследовании эффекта 
латротоксина на такой бесклеточной системе установлено, что в среде без Са2֊,'лат- 
ротоксин вызывал слияние синаптических плазматических мембран с синаптическими 
везикулами и фосфатидилхолнновыми липосомами. Изучена зависимость скорости 
этого процесса от концентрации латротоксина. Фузогенный эффект латротоксина. свя
занного с синаптической мембраной, антитела к латротокенну нс устраняли. Проведен* 
.иые исследования позволяют предположить, что прссинаптичеекий эффект латротоксн- 
•*.а обусловлен нс только его каналообразующими, но и фузогенными свойствами.

Согласно существующим представлениям, синаптическая передача 
нервного импульса осуществляется нейромедиаторами, которые высво
бождаются из синаптических везикул слиянием с пресинаптической 
мембраной нервных окончаний. Процесс нейросекреции зависит от кон
центрации Са2՜՛ внутри синаптосом и протекает по типу экзоцитоза. 
Механизм этот универсален для многих секреторных процессов, и общие 
закономерности его хорошо изучены [1. 2]. Однако до сих пор нс из-, 
вестны пи молекулярные структуры, непосредственно принимающие уча
стие в этом процессе, ни природа их взаимодействия. Поэтому необхо
димо более глубокое изучение взаимодействия отдельных компонентов 
механизма экзоцитоза in vitro в условиях моделирования. Такой мето
дический подход расширяет экспериментальные возмс;::::ост:: выяснения 
молекулярных механизмов нсйросскрецип.

Нами разработана система, состоящая из изол... званных .фрагмен-
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тов плазматических мембран синаптосом и синаптических везикул [3]. 
Показано, что эта модель может имитировать процесс выброса медиатора 
в синаптическую щель. На такой модели нейросекреиии и были прове
дены исследования по выяснению пресинаптического эффекта а-латро- 
токсина.

Материалы и методы

Фракции плазматических мембран синаптосом и синаптических везикул получали, 
как описано ранее [3]. О слиянии синаптических везикул с фрагментами мембран су
дили по выходу, радиоактивной метки 22Na + иил 8cRb,?՜ из синаптических ссзикуч 
предварительно нагруженных. К суспензии синаптических везикул (1 мг белка/мл) до
бавляли 22Na или 86Rb + (5 -10՞ имп/мия/'мг белка) и инкубировали в течение 18— 
20 ч при 4°. Из суспензии нагруженных синаптических везикул во время эксперимента 
отбирали аликвоты (50—100 мкл) и к ним добавляли 9-кратный объем 5 мМ тряс-НС1 
буфера. pH 7.4. содержащего 0.32 ivl сахарозу. 1 мМ ЭГТА. а также другие компо
ненты в зависимости от цели эксперимента. Через определенные промежутки времени 
аликвоты no 1 мл наносили на колонки с КМ-сефадскссм G-25 ( 15X8 мм) и •люиро- 
вали 0.5 мл используемого суспендирующего раствора при 22’ [4]. При этом с кзтио* 
нообменниксм связывалась метка, локализованная во внешней среде, а элюат содержал 
синаптические везикулы с меткой, заключенной во внутреннем объеме. Радиоактивность 
измеряли на счетчике Delta 300 («Тгасог Analytic». США) в сцинтилляционной 
жидкости ЖС-103. По убыли радиоактивности снутри везикул судили о количестве 
метки, вышедшей из синаптических везикул.

Концентрацию свободного Са2 в среде с ЭГТА определял։։ по методу Porlzehl 
и ссавт. [5]; концентрацию белка—по методу Markwell и ссавт. [7]. стандарт- 
ную калибровочную кривую строили по бычьему сывороточному альбумину.

Фосфатиднлхолиновые липосомы диаметром около 10 нм получали методом обра
щенных фаз [6]. Для получения липосом с виутривезикулярной меткой изотопы 
85R Ь + (5«106 имп/мин на 1 мл) вводили в буфсс перед ультразвуковой обработкой. 
Экстравезикулярную метку удаляли гель-фильтрацией суспензии липосом на колонке 
с КМ-ссфадексо.м С-25.

• Латротокснн выделяли из цельного яда карахурта (Latrodectus mactans trcdc- 
cimguttatus) на жидкостном хроматографе Г PLC frfPharmacia*. Швеция) на колонке Мо- 
no-Q элюцией О, 33 .М NaCi. После рехроматографии был получен, по данным электро
фореза в ПААГ и иммуиоэлехтрофореза, гомогенный белок с величиной Мг 130 кД.

Антисыворотку к латротоксину получали на кроликах повторными инъекциями 
латротоксина с адьювантом Фрейнда. Антилатротоксинсвые антитела получали метод.м 
высаливания сер:.՝окислым аммонием и характеризовали двойной иммунодиффузией по 
Оухтерлони и перекрестным нммуноэлектрофорезом. Титр препарата составлял 1:24.

Обработку синаптических мембран латротсксгхом проводили при 22° в течение 
15 мин. При необходимости свободный лзтротсхсин удаляли промыванием мембран 
10-кратным объемом инкубационного раствора с последующим центрифугированием 
при I 30000g, 30 мин.

Результаты и обсуждение

О процессе слияния синаптических везикул с мембранами синапто- 
сом судили по выходу радиоактивной метки, предварительно введен
ной во внутренний объем везикул. Как видно из данных, представленных 
на рис. 1. инкубация синаптических везикул с мембранами синаптосом в 
среде без Са2 " не оказывала влияния на выход ^а’՜ . В то же время 
Са2 * (10՜ 1 М) инициировал взаимодействие синаптических везикул с 
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пресинаптнческой мембраной, что приводит к высвобождению содержи
мого везикул. Этот процесс зависит от концентрации Са2*; так, при 
концентрации Са2 + всего 5-10՜՜6 М наблюдали лишь полумаксималь- 
нын эффект (рис. 2). Приведенные результаты позволяют считать, что 
используемая модель имитирует процесс нейросекрецин—in vitro проис
ходило слияние синаптических везикул с фрагментами пресинаптиче- 
скои мембраны с одновременным выбросом содержимого везикул в 
среду.

Вызывало интерес изучение на данной модели механизма действия 
некоторых нейротоксинов, обладающих прссинаптическим действием. 
Среди них особое внимание привлекал латротоксин. который спязывает-

Рис. 1. Выход 22.\'а •» из синаптических везикул в зависимости от времени 
инкубации с мембранами сннаптосом. 1—везикулы, мемболны. 10“* ՛•- 

Са2*”, 2—то же в отсутствие Са2 .♦-•везикулы. 1») 4 ли Сс 2*՜. В Среде 
инкубации соотношение везикулы/мембразы 1:5 (ио белку). По оси абс

цисс—время в мин; по оси ординат—выход 22Ха *»* в %

Рис. 2. Выход из синаптических везикул в присутствии меморан
сннаптосом в зависимости от концентрации Са2*. Соотношение в среде 
везяхулы/мембраны 1:5 (по белку). Время инкубации 5 мин. По оси абс

цисс—концентрация Са2 + по оси ординат—выход 22,\а* в %

ся со специфическим рецептором на пресинаптнческой мембране |8| и 
ст*։мулируст выход всех типов медиаторов [9]. Принято считать, что, 
։|Рисоединяясь к специфическому рецептору на пресинаптнческой мембра- 
|1С» латротоксин индуцирует вход Са2” в нервное окончание и таким 
образом стимулирует экзоцитоз—высвобождение нейромедиаторов. Од
нако экспериментально полученные данные не укладываются полностью 
в этот предполагаемый механизм нейротоксического эффекта латроток
сина. Аналогичное действие латротоксина обнаруживается и в среде, не 
содержащей Са2 + [10]. По-вндимому. латротоксин усиливает процесс 
экзоцитоза нс только благодаря своим ионофорным свойствам.

Действие латротоксина исследовали на предложенной нами бескле
точной модели нейросекрецин. Было установлено, что латротоксин (10 нМ) 
в инкубационной среде, не содержавшей Са2^. инициировал слияние 
синаптических везикул и. мембран сннаптосом (рис. 3). Аналогичный 
результат был получен при наличии в среде одного лишь Са՜ без 
латротоксина. При этом, как видно из рис. 3, латротскс::н нс оказывал 
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влияния на проницаемость синаптических՜ везикул. Далее было установ
лено^ что взаимодействие'1 синаптиМеских везикул % мембран синаптосом 
зависит от концентрации латротоксина (рис. 4). При изучений"этри 
зависимости в модельную--систему вводили мембраны сйнаптосом’. обра
ботанные латротоксином в разной концентрации. При этом обработку 
мембран проводили следующим образом. В одном случае весь" латро- 
токсин после предварительной инкубации с мембранами синаптосом 
оставался в среде. При другом варианте удаляли ту часть латротокси
на, которая, возможно, не связалась с мембранами синаптосом. В обоих 
случаях, как следует из рис. 4. были՜ получены практически одинаковые

Рис. 3. Влияние латротсксин.։ (10 иМ) па пзанмодсйствие синаптических 
везикул и мембран ’ синаптосом. Выход из синаптических везикул г,
среде, содержавшей: /—везикулы; '2—везикулы, мембраны; 3—везикулы, 
латротсксин; 4—везикулы, мембраны. латротокскн; 5—везикулы, мем- •• 
ораны. 10 ՜՜՜* М Са2 По оси абсцисс—время в мин 1. п.о .оси ординат-— 

выход 861?Ь * в % ..I •• .. • •

Рис. 4. Зависимость взаимодействия синаптических везикул и мембран си- 
каитосом от концентрации латротоксина. Выход 22№а ’ из синаптических 
везикул в присутствии мембран синаптосбм. обработанных латрстоксииэМ 
в следующих условиях: А—свободный латротокгпн присутствует в среде; •'•••• 
2—свободный латротсксин удален; 3- обработка в присутствии. ;1р՝.”^:?у» > 
Са2+ ; после обработки свободный латротсксин я Са2 • удалены. Цо^оси. 
абсцисс—концентрация латротоксина :: нМ; но* оси* ординат — выход

и.Ма - пЛ -
результаты. Полумаксимальнын • эсрфект взаимодействия мембранных 
структур достигался при концентрации латротоксина 7 нМ. В՜ таких ус
ловиях введение Са2 4 в инкубационную среду.неус.коряло процесса слия
ния. Однако, если обработку мембран латротоксином проводили в 'присут
ствии Са2 (10 ’ М), полумаксимальный эффект՜ латротоксина обца^ужи- 
вается>’ужё при концентрации 2.5 нМ. что/' свГГДс^еЛьСтвует 65՜ усилении 
связывания нейротоксина с мембранами СйЬаПТосом.

•’Эти* резУХЛ’аты* указывают нй"то, что й осуществлении межмем’бран- 
ных взаимодействий участвует • связанный 'с ՛ мембранами, а не’свобод
ный латрбтоксии. Такой предположени'е' подтверждается, результатами 
экспериментов. гСредставУенйых' на рис.՜ 5. 'Обработанные латротоксином 
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(10 нМ), но не отмытые от несвязавшегося нейротоксина мембраны си
наптосом инкубировали с антителами против латротоксина в течение 
20 мин при 22°. а затем использовали в модельной системе. Несмотря 
на такую обработку, эффект латротоксина проявлялся в полной мере, 
в то время как аналогичная обработка свободного латротоксина до ин
кубации с мембранами полностью ингибировала его действие. Поэтому 
представляется маловероятным участие свободного или адсорбированно
го на поверхности мембран латротоксина в инициации процесса слияния.

Интересно было выяснить, насколько специфичен обнаруженный 
фузогенный эффект латротоксина по отношению к синаптическим вези
кулам. Будет ли он проявляться, если вместо них в среду добавить ли
посомы?

Рис. 5. Выход из синаптических везикул в присутствии мембран си
наптосом. обработанных: /—латротоксином ( 10 мМ). предварительно про
инкубированным с антителами к нему; 2—латротоксином; 3—латротокси- 
иом. а затем антителами к нему. По оси абсцисс—вермя в мин; по оси 

ординат—выход * в %

^нс. 6. Взаимодействие фосфатиднлхолиновых липосом с мембранами си
наптосом. Выход ♦ из липосом в среде, содержавшей: /—липосомы; 
“—липосомы, мембраны синаптосом; 3—липосомы, мембраны синаптосом 
обработанные латротоксином (10 нМ). По оси абсцисс—время в мни; ио

оси ординат—выход *6РЬ + из липосом в ?:•

в среде, цС содержавшей Са2 ‘, нагруженные 8бКЬТ фосфатидилхолн- 
новыс липосомы активно взаимодействовали с мембранами синаптосом, 
предварительно обработанными латротоксином. По?видимол|у, Полипеп- 
тндная часть латротоксина, проникающая через мембрану синаптосом, 
имеет гидрофобную группировку, которая легко связывается с липидной 
мембраной липосом. Таким образом, латротоксин, встроенный в мембра
ну синаптосом. придает ей способность взаимодействовать с другими 
мембранными структурами, как биологическими, так и искусственными.

На основании полученных нами экспериментальных данных на бес
клеточной модели нейросекрецин можно заключить, что латротоксин. 
помимо известной каналообразующей активности, обладает еще фузо
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генными свойствами. Именно фузогенной активностью латротокснна՜ 
можно объяснить пресинаптический. эффект его на нервных окончаниях 
в отсутствие Са2+, Обнаруженное новое свойство латротокснна в экс
периментах с использованием бесклеточной модели нсйросекрецип рас
ширяет методические подходы к выяснению механизма экзопитоза и 
нейросекреции.

CELL-FREE MODEL OF NEUROSECRETION
LISHKO V. K„ TERLETSKAYA YA. T.. GEGELASHVILI G. K. 

A. V. Palladio Institute of biochemistry Academy of Sciences, 
Ukrainian SSR, Kiev

A cell-free model of neurosecretion consisting of purified fractions 
of synaptic vesicles, synaptic plasma membranes and micromolar amounts 
of Ca2՛' is proposed.

The effect of latrotoxin—a protein of Latrodectus mactans tre- 
decimguttatns venom—on this model was investigated. It was shown 
that in Ca2*՜—free medium latrotoxin induced fusion of synaptic plasma 
membranes with synaptic vesicles as well as with phosphatidylcholine 
liposomes. The rate of this process versus latrotoxin concentration has 
been studied. It was established that effect of latrotoxin incorporated 
into synaptic membranes cannot be eliminated by latrotoxin antibodies. 
It was concluded that presynaptic effect of latrotoxin is due not to its 
channel- forming properties only but to fusogenic properties as well.
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УДК 612.018.2 + 612.4.07

ГИПОТЕЗА О СУЩЕСТВОВАНИИ НОВОЙ ВЫСШЕЙ 
КАТЕГОРИИ В ИЕРАРХИИ РЕГУуХЯТОРНЫХ ПЕПТИДОВ

АШМАРИН И. П.

МГУ нм. М. В. Ломоносова, биологический факультет

Анализ данных о взаимных влияниях регуляторных пептидов (РП) на их выход 
во внутренние среды организма позволил выявить группу РП—вазоактивным инте
стинальный пептид (ВИП). холецистокинин (ХЦК). нейротензин и, возможно, неко
торые другие, которые занимают особое положение. РП этой группы оказывают влия
ние на выход других разнообразных Р11. включая гипоталамические пептиды, по сами 
0 сравнительно небольшой степени подвержены регулирующему выход действию пос
ледних. Наряду с этими, именно ВИП и ХЦК характеризуются особенно высоким 
содержанием в коре больших полушарий головного мозга. Рассмотрена гипотеза о том. 
что ВИП и ХЦК представляют собой более высокую иерархическую категорию РП 

сравнению с либерииамн к статинами гипоталамуса.

Взаимные влияния РП на выход их в различные области организма 
представляются в настоящее время чрезвычайно сложными. До середи
ны 70-х՜ годов сложилась так называемая «унитарная концепция» [1]. 
согласно которой на вершине иерархической лестницы РП находятся 
пептиды-рсгуляторы, образующиеся в гипоталамусе (рилизинг-факторы, 
либернны и статины), которые модулируют выход всех (или большин
ства) пептидных гормонов гипофиза. В свою очередь, гипофизарные РП 
служат регуляторами выхода большей части пептидных и стероидных 
гормонов на периферии или оказывают прямое действие на функции 
Ряда систем организма. Стремительное развитие исследований РП в те
чение последнего десятилетия, открытие многих десятков новых РП. об
разующихся в разных отделах организма и характеризующихся поли- 
Функпиональностыо. выявление новых функций у ранее открытых РП. 
°се это привело и к чрезвычайному усложнению представлений о взаим- 
пых влияниях РП на их выход в среды организма. Это не означает 
отмены установленных ранее иерархических отношений. В какой-то мере 
произошло даже укрепление представлений о том, что в гипоталамусе 
образуются более или менее специфические регуляторы выхода 'всех 
РП гипофиза. Были открыты и всесторонне изучены новые РП такого 
типа, например, кортиколиберин. Однако на эту стройную схему нало
жились многочисленные, подчас противоречивые данные о действии дру
гих РП. особенно тех. которые образуются в отделах головного мозга 
вне гипоталамуса, на выход как самих РП гипоталамуса, так и ряда 
других РП, находящихся на всех ступенях упомянутой иерархической 
лестницы. Задача настоящей работы состоит в обобщении обширных 
литературных данных по этой проблеме и попытке выявления новой 
ступени в иерархии РП.

Для наиболее наглядного представления и удобства анализа взаим
ных влияний РП мы сформировали схемы 1 и 2. На этих схемах РП 
размещены по окружностям. Возле каждого РП на схеме 1 имеются
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дее точки, первая из которых (В) служит началом стрелок, отражаю
щих активирующее действие данного РП на выход других РП, а вторая 
(R) является «мишенью» стрелок от других РП. включенных в схему, и 
отражает активирующее действие последних на выход данного РП. На 
схеме 2 таким же образом представлено подавляющее действие каждого 
из РП.

Схемы основаны преимущественно на литературных данных, опуб
ликованных до 1984 г. включительно и обобщенных в предыдущем об
зоре ([2], табл. 4). Поэтому, стремясь сократить объем литературных

Схс.чп 7. Взаимные актнаируюшие воздействия регуляторных пептидов.

ссылок, здесь мы указываем преимущественно работы, не включенные в 
указанный обзор. К ним относятся, в частности, сообщения, в которых 
подтверждается усиление выхода пролактина [3—5] и гормона роста 
[5] под действием нейротензина, и выявляется эффект последнего на. 
выход соматостатина коры больших полушарий головного мозга ill 
vitro [6]. Расширены представления о регуляторных эффектах бомбезн- 
иа: его внутривенное введение приводило к существенному повышению 
уровня содержания ХЦК, инсулина, энтероглюкина, гастрина и нейро
тензина в плазме крови [7]. Бомбезин является также вероятным сти
мулятором выхода соматостатина [8].

При анализе схем 1 и 2 обращает на себя внимание обилие воздей
ствий, исходящих от ХЦК [9—19], ВИП [20, 21], нейротензина и бом- 
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безина [11, 22]. Оли направлены на широкий круг РП. но особого вни
мания заслуживает действие этих пептидов на выход гормонов гипота
ламуса. Так, ХЦК и нейротензин активируют выход соматостатина и 
подавляют выход люлиберина и тиреолиберина; ВИП. напротив, подав
ляет выход соматостатина и активирует выход люлиберина и тиреолибе
рина. Отметил։ также активирующее действие всех трех пептидов на 
выход вазопрессина, учитывая, что гипоталамус является одним из от
делов. где образуется вазопрессин. Четвертый из перечисленных выше 
РП—бомбезин—усиливает выход соматостатина и подавляет выход ти
реолиберина. Сопоставим эти данные с тем фактом, что все три отме-

Схе.ча 2. Взаимные подавляюшие воздействия регуляторных пептидов.

ченных РП обнаружены в мозгу и вне гипоталамуса, причем ХЦК и ВИП 
особенно много в коре—40—500 пг/мг сырой ткани [23J. По их содер
жанию кора занимает одно из первых мест в организме, причем есть 
все основания считать, что в ней они не только содержатся, но и син
тезируются. Важно также, что и кора, и гипоталамус находятся за 
ГЭБ, иначе говоря, этот барьер не является препятствием на пути 
ХЦК и ВИП от коры к гипоталамусу. Нейротензин и бомбезин. хотя и 
содержатся в коре, но не столь изобильно, как ХЦК и ВИП (2—4 пг/мг 
сырой ткани или менее) [23]- Все это является достаточным для пред
положения, что по крайней мере ХЦК и ВИП. а, возможно, и некото
рые другие РП. находятся на вершине иерархии пептидных регуляторов.
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Рассмотрим аргументы, противоречащие выдвинутому предположе
нию. Активирующее действие ХЦК и ВИП на выход пептидов гипо
таламуса может быть не прямым, а опосредованным. Настойчивый поиск 
влияний самых разнообразных регуляторных факторов на ту или иную 
функцию, включая выход РП гипоталамуса, всегда может привести к 
обнаружению некоторого влияния, если не отбирать наиболее быстрые 
и четко выраженные эффекты, причем те именно, которые наблюдаются 
при внутримозговом введении изучаемого РП. Однако работы, исполь
зованные при построении схем 1 и 2, относятся, как правило, к послед
ней категории. Тем нс менее, для превращения выдвинутых предположе
ний в доказательства потребуются исследования тонких механизмов 
действия ХЦК, ВИП и других РП на выход гипоталамических пепти
дов. Открытым остается и вопрос о том. имеет ли каждый из рассмат
риваемых РП коры преимущественную специализацию на регуляцию 
выхода одного из гипоталамических пептидов.

Обращаясь вновь к схеме 2, где представлены подавляющие влияния, 
следует отметить обилие соответствующих эффектов энкефалинов (24]. 
В числе объектов действия опять оказывается РП гипоталамуса сомато
статин, а также вазопрессин и окситоцин [25].

Характерным пептидом коры является недавно открытый нейропеп
тид У. По содержанию он близок к ХЦК и ВИП (150—210 пг/мг сырой 
ткани) [23]. Однако пока данные о его влиянии на выход других РП 
весьма немногочисленны.

Выдвигаемое предположение об особой роли ХЦК, ВИП и. возмож
но, некоторых других пептидов коры в иерархии РП нс противоречит на
капливающимся данным о других многочисленных проявлениях их био
логической активности—поведенческой, сосудорегуляторной и других. До
вольно давно на примере РП гипоталамуса показано, что сочетание их 
специфического регуляторного действия на выход других РП с целым 
рядом других четко выраженных функций вообще характерно для пепти- 
дов-регуляторов.

Таким образом, развивая далее исследования взаимных влиянии РП 
на их выход в среды организма, целесообразно иметь в виду предлагаемую 
гипотезу о существовании наиболее высокой иерархической категории пеп- 
тидов-регуляторов, образующихся в коре больших полушарий головного 
мозга и модулирующих выход РП гипоталамуса. К ним относятся, с наи
большей вероятностью, ХЦК и ВИП.

Автор благодарит Н. В. Плахину за идею графического представления взаимосвязи 
между регуляторными пептидами.
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HYPOTHESIS OF THE EXISTENCE OF A NEW HIGHER 
CATEGORY IN THE HIERARCHY OF REGULATORY PEPTIDES

ASHMARIN I. P.

M. V. Lomonosov State University, Moscow

1 he analysis of the mutual effects of regulatory peptides (RP) on 
their release into the internal media of the organism made it possible 
to reveal a new group of RP including vasoactive intestinal peptide 
(VlP). cholecystokinin (CCK), neurotensin and perhaps some others 
which occupy a peculiar position. These RP modulat the secretion of 
other various RP (including hypothalamic peptides) but their own rele
ase is not affected significantly by' the latters. Besides, it is characte
ristic of VIP and CCK to exist in cerebral cortex in particulary high 
quantities. A hypothesis that these peptides belong to the higher cate
gory in the hierarchy of RP (as compared with hypothalamic liberins 
and statins) is put forward.

Л II ТЕР А ТУРА

1. Биохимия гормонов и гормональной регуляции (лсд ред К. А. Юда?яа). М„ 
Наука, 1976.

2. Ашмарин И. П.. Обухова Л/. Ф. Биохимия, т. 51. выл. 4. с. 531—545. 1936.
3. Afemo Af.. Caste! letti L-. Valerio A., Pizzi Л7.. Missale C.. Carruba Af. O.. Spa- 

no P. F. Rogul. Pcpt., Suppl. 4. p. 200—202. 1985.
4. Canonico P. L. Mol. and Cell. Endocrinology, v. 42. №3, p. 215—220, 1985. •
5. Rtrier C.. Brown A!., Vale IF. Endocrinology., v. 100. №3. p. 751 — 754. 1977.
6. Robbins R. J.. Landon R. /17. Brain Res., v. 332, №1. p. 161-164. 1985.
7. Namba Af.. Ghatci Al. A., Adrian T. B.. Baceresc - Hamilton .-I. J., Mulder;/ P. 

K., Bloom S. R. Bioined. Res., v. 5, №3. p. 229—234, 1984.
8. Wakabayashi I.. Tonegawa Shibasaki T., Ihara T.. Hattori Af., Ling /V. Life 

Sei., v. 36. №15. p. 1437-1445. 1985.
9. Han J. -Sh.. Din у X.—Z., Fan Sh.—G. Neuropeptide. v. 5. №1 -6. p. 399-402, 

1985.
10. Itoh Sh., Katsuuza G., Yoshikawa K. Can. J Physiol, and Pharmacol., v. 63. №1, 

p. 81-83. 1985.
11. Karashima T., Okajima T.. Kato K., Ibayashi H. Endoocinol. Jap.. V. 31, №5, p. 

539-548. 1984.
12. Ф слотов В. П.. Саловникова Н. В.. Г у дошников В. И.. Вахрамеева Я. А.. А бмиина 

Я. В.. Шоачкин Ю. П.. Коломейцева Я. А. Бюл. экслсрим. биол. я мед. т. 97. 
№ 6. с. 729—723. 1984.

13. Rozsa Z.. Varro lz. Neuropeptides, v. 6. №1, p. 71—81. 1985.
14- Matsumura M., Yamanoi //.. Yamamoto S.. Mori H., Salto S. Hormone ard Me- 

tab. Res., v. 16. №12. p. 626 -630. 1984.
15. Matsumura A!., Yamanoi A.. Yamamoto S., Mori H.. Saito S. Hormone and Me- 

lab. Res., v. 17. №6. />. 293-297. 1985.
16. Schusdziara 1Л. Lenz N . Rewes B., Pfeiffer E.F. Neuropeptides, v. 4. №6, p- 

507-519, 1984.
17. Soil A. H.. Amlrian D. A.. Park J.. Elashoff J. D-. Yamade T. Amer. J. Phy

siol., v. 248. №5, p. G569-573. 1985.
18. Thomas R. Af., Sander L. D. Poptides, v. 6. №4. p. 703- -707, 1985.

27



19. Matsumura M., Yamanoi A., Yamamoto S.. Saito S. Neuroendocrinology., v. 36, 
№6. p. 443-448, 1983.

20. Vijayan E.. Samson W. K., Said S. /.. McCann S. M. Endocrinology., v. 104, p. 
53 57, 1979.

21. Hhren 13. Peptides, v. 6, №4, p. 585—590, 1985.
22. Pontiroli A. E., Searpignato C. Horn։. Res., v. 23. №2, p. 129—136, 1985.
23. Ашмарин И. П.. Обухова M. Ф. Журн. высш. нерв», дсят-стн, т. 35, № 2. с. 211— 

221, 1985.
24. Miccvycli Р. Е., Yaksh Т. L . Go V. В7.. Finkelstein J. A. Brain Res., v. 337, №2, 

р. 382-385, 1985.
25. Summy—Long J. Y., Miller D. S-, Rosella—Dampman L. M.. Hartman R. D., 

Emmert S. E. Brain Res., v. 309, №2, p. 362-366. 1984.

Поступила 9. JX 1986

Поступила 9. IX 1986

ИММУНОЦИТОХИМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
ЛОКАЛИЗАЦИИ НЕКОТОРЫХ ПЕПТИДНЫХ

НЕЙРОГОРМОНОВ В ГИП0ТАААМ0-ГИП0ФИЗАРН0М 
КОМПЛЕКСЕ ПОЗВОНОЧНЫХ

ПОЛЕНОВ А. Л.. БЕЛЕНЬКИЙ М. А., ДАНИЛОВА О. А.

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

На основании собственных и литературных данных представлена картина распре
деления в гипоталамо-гипофизарном комплексе разных позвоночных структур, проду
цирующих кортиколиберин. вазопрессин и окситоцин. Описана общая тенденция раз
вития этих систем в ходе онтогенеза и обсуждено значение перечисленных нейрогор* 
л:онов для регуляции адаптивных реакций позвоночных животных.

В настоящем сообщении рассмотрены результаты собственных иссле
дований и литературные данные, касающиеся нейропептидов, действую
щих в организме дистантно, как нейрогормоны (НГ), то есть через кровь,, 
тканевую и спинномозговую жидкости. У позвоночных животных разно
го уровня организации показана локализация в гипоталамо-гипофизар
ном комплексе структур, продуцирующих кортиколиберин (КЛ). вазо
прессин (ВП), окситоцин (ОТ) и их гомологи, таким образом тс НГ, ко
торые прежде всего вовлечены в поддержание гомеостаза и обеспечение 
защитно-приспособительных реакций организма. Представлены данные о 
становлении указанных структур в раннем онтогенезе млекопитающих, в 
частности белой крысы.

Данные о распределении нейросекреторных клеток (НСК) различной 
эргичности и особенно терминальных отделов их аксонов и дендритов, 
формирующих различные типы нейросекреторных контактов, вносят оп-
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ределсннып вклад в решение вопроса об их функциональном значении и о 
путях действия продуцируемых ими НГ.

Структуры, продуцирующие нонапептидные нейрогормоны. Уже пер
вые гистохимические исследования .убедительно показали, что нонапептид- 
пые НГ локализуются почти исключительно в «классических» гомори- 
положшгр-льных нейросекреторных формациях. У всех Апатша НСК, вы
рабатывающие нонапептидные НГ, находятся в преоптическом ядре гипо
таламуса. причем преимущественно в его дорсальной крупноклеточной 
части'. Многие из этих клеток располагаются в непосредственной близости 
ст эпендимной выстилки III желудочка, а их дендриты контактируют с 
его полостью. Такие контакты особенно хорошо видны, например, у осет
ровых рыб. подвергнутых гипофизэктомпи [I]. НСК преоптического ядра 
У большинства АпаП1п1а Продуцируют вазотоцин (ВТ) и мезотонин 
(МТ). причем убедительно показано, что эти НГ синтезируются в раз
ных НСК [2, 3]. У костистых рыб вместо МТ-ергических клеток обна
ружены НСК. содержащие изотонии [2]. У круглоротых и ганоидных 
рыб. в частности у осетровых, в преоптическом ядре четко идентифициро
ваны лишь ВТ-сргические НСК. хотя по данным биологического тести
рования [4] и по предварительным результатам иммуноцитохимических 
исследований [5] у последней группы рыб наряду с ВТ выявляется и 
ОТ-подобный НГ. У большинства низших позвоночных в преоптическом 
ядре нет какой-либо определенной зональности в распределении ВТ- и 
МТ-ергичсскнх элементов.

У рептилий и птиц НСК, продуцирующие ВТ и МТ. находятся в двух 
нейросекреторных формациях—супраоптическом и паравентрикулярном 
ядрах. У млекопитающих, НСК которых образуют ВП и ОТ. добавляется 
еще и постоптическос ядро. Кроме того, в гипоталамусе птиц и млекопи
тающих находятся дополнительные группы НСК. вырабатывающие нона
пептиды [6]. В супраоптическом ядре млекопитающих ВП-ергичсские 
НСК локализованы преимущественно в медиобазальной части, а дорсола- 
терально их окружают ОТ-ергичсские НСК. В паравентрикулярном ядре 
ВП-ергичсские НСК представлены крупно- и мелкоклеточными элемента
ми. Они занимают крупноклеточную часть ядра, а также медиальную, 
дорсальную и среднюю части мелкоклеточной зоны. ОТ-ергическне НСК 
локализованы в ростродорсальном участке крупноклеточной части пара- 
вентрикулярного ядра [7]. У крыс ВП-ергические клетки выявлены и в 
дорсомедиальной части супрахиазматического ядра, однако эти клетки не 
имеют связи с нейрогемальнои зоной нейрогипофиза, и, по-видимому, об
разуют только экстрагипоталамичсские проекции [8].

Многочисленные аксоны НСК. продуцирующих нонапептиды, нап
равляются в передний (срединное возвышение) и в задний нейрогипофиз 
(задняя доля). Так, у изученных нами осетровых рыб терминали ВТ-ер- 
гических НСК занимают обширную зону вблизи оболочки мозга, где кон
тактируют с капиллярами первичного портального сплетения [5]. Значи
тельное количество ВТ-ергических структур выявляется в контакте с ка
пиллярами портальной системы гипофиза и у представителей других клас
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сов позвоночных [3]. У млекопитающих ВП-содержащие волокна, оканчи
вающиеся в переднем нейрогипофизе, принадлежат НСК мелкоклеточной 
части паравентрикулярного ядра и клеткам переднекомиссуральной груп
пы [9. 10]. Проекций из супраоптического ядра там не выявлено.

Как показали электронномикроскопические иммуногистохимические 
исследования, нейросекреторные гранулы, содержащие ВП или ВТ в тер
миналях. локализованных в переднем нейрогипофизе, значительно меньше 
по размерам таковых, наблюдаемых в заднем нейрогипофизе [3. 11]. Эти 
данные свидетельствуют о том, что ВП (ВТ), выделяющийся в порталь
ную циркуляцию в переднем нейрогипофизе и в систему общей циркуля
ции в заднем нейрогипофизе, продуцируется в разных НСК. Об этом же 
свидетельствуют и наши данные о различиях в реакции НСК передиеко- 
миссуральной группы, паравентрикулярного ядра и супраоптического 
ядра у крыс, подвергнутых истинной адреналэктомии или только ложной 
112].

Число ОТ-содержащих структур в переднем нейрогипофизе довольно 
ограничено. Так. у осетровых рыб лишь незначительное количество ОТ- 
иммунореактивных структур находится в переднем нейрогипофизе, при
чем их локализация в целом сходна с таковой ВТ-ергических элементоа 
[5].

ВП (ВТ)- и ОТ (МТ)-ергические волокна и термйиали составляют 
основную массу структур заднего нейрогипофиза. Здесь терминали НСК 
разной эргичности контактируют преимущественно с капиллярами систе
мы общей циркуляции. У осетровых рыб часть терминалей контактирует 
с полостью гипофизарных бухт 111 желудочка [5]. У всех позвоночных, 
кроме птиц. ВП (ВТ)-ергические волокна образуют либо опосредованные 
соединительной тканью, либо прямые контакты с железистыми клетками 
промежуточной доли гипофиза [3]. У млекопитающих (крыса) ВП-ерги- 
ческие волокна, принадлежащие в основном НСК супраоптического ядра 
и крупноклеточной части паравентрикулярного ядра, более или менее рав
номерно заполняют весь задний нейрогипофиз. ОТ-содержащие волокна 
располагаются преимущественно по периферии заднего нейрогипофиза.

Кортиколиберинсргическис структуры. Сопоставление препаратов, об
работанных для иммуноцитохимического выявления КЛ и окрашенных 
по Гомори-Габу паральдегид-фукенном. позволило заключить, что этот 
НГ и гомориположительиый нейросекреторный материал продуцируются 
разными НСК. У костистых рыб [13] и амфибий [14] КЛ-сргические 
НСК находятся в мелкоклеточной части преоптического ядра. Напротив, 
у осетровых рыб основная масса таких НСК сосредоточена в туберальком 
ядре, и лишь отдельные слабоокрашенные НСК выявляются в преопти- 
ческом ядре. У осетровых рыб эти НСК образуют многочисленные ден- 
дровентрикулярные контакты [15]. У млекопитающих (крыса) КЛ-ерги- 
ческие НСК сосредоточены в дорсомедиалыюй части паравентрикулярно
го ядра [16. 17]. Аксоны КЛ-ергических НСК направляются в основном 
в наружную зону срединного возвышения, где образуют контакты с ка
пиллярами первичного портального сплетения, преимущественно в его ро
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стральном и медиальном отделах, реже в его каудальной части. Лишь 
небольшое число КЛ-содержащих волокон проникает в задний нейроги
пофиз [18]. Например, у осетровых рыб такие волокна оканчиваются в 
контакте с соединительнотканной оболочкой, разделяющей задний нейро
гипофиз и промежуточную долю, а также на синусоидных капиллярах 
системы общей циркуляции [15]. У млекопитающих КЛ-содержащие во
локна видны лишь в проксимальном отделе заднего нейрогипофиза, од
нако никто нс наблюдал их проникновения в промежуточную или пе
реднюю доли гипофиза.

Представленная нами картина распределения пептидных НГ в гипо- 
саламо-гипофизарном комплексе предполагает их выработку в разных 
НСК. Однако в последнее время появляется все больше сведений о на
личии в одной НСК разных пептидов. В частности, описана колокализа- 
Цня ВП и КЛ в дорсомеднальной части паравентрнкулярного ядра адре- 
налэктомированных крыс. Есть указания на колокалнзацию ОТ и КЛ в 
НСК переднекомиссуральной группы [19, 20], что, однако, не подтвер
дилось нашими экспериментами, поскольку ни в норме, ни после адрена
лэктомии или введения колхицина нам не удалось обнаружить КЛ-имму- 
нореактивных НСК в переднекомиссуральной группе.

В ходе эмбриогенеза иммуногистохимическим методом удается выя
вить ВП в перикарионах НСК супраоптического и паравентрнкулярного 
ядер у 16-суточных плодов крыс [21]. В отличие от супраоптического и 
паравентрнкулярного ядер, где уже у 10-суточных крыс имеется много им
мунореактивных ВП и ОТ. в переднекомиссуральной группе у крыс это
го возраста выявляются лишь отдельные клетки подобной эргичиостн. По 
прошествии 2-х недель их количество заметно возрастает, увеличивается 
интенсивность реакции на ВП и, особенно, на ОТ. Размеры ВП- и ОТ- 
синтезирующих НСК в супраоптическом и паравентрикулярном ядрах 
достигают дефинитивной величины к концу 1-го месяца жизни. ВП-ерги- 
ческие НСК супраоптического ядра и крупноклеточной части паравентри- 
кулярного ядра меньше ОТ-ергических НСК как в этих центрах, так 
и в самой переднекомиссуральной группе.

КЛ н.ммуногистохимнчески впервые удалось выявить в холе эмбрио
генеза у 18-суточных плодов крыс [22]. Его количество увеличивается 
вплоть до родов, но непосредственно после рождения он перестает выяв
ляться: первые его следы вновь начинают появляться только спустя 12 ч 
122].

Анализ представленных в этом сообщении данных в функциональном 
аспекте позволяет прийти к следующим заключениям.

1. Обнаружение у низших позвоночных (например, у осетровых рыб) 
контактов терминалей дендритов и аксонов ВТ-, ОТ- и КЛ-ергических 
НСК с полостью III желудочка указывает на то. что их пептидные НГ 
могут поступать в области вентрикулярных контактов и в спинномозго
вую жидкость, оказывая таким путем нейротропный эффект на ЦНС.

2. Наличие контактов терминалей аксонов преимущественно КЛ- и 
ВП-ергических НСК с капиллярами первичного портального сплетения в 
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переднем нейрогипофизе допускает влияние НГ через портальный крово
ток на функцию железистых клеток передней доли гипофиза, в первую 
очередь, на кортикотропоциты. Убедительно показано, что у млекопитаю
щих ВП потенцирует действие КЛ. приводя к усилению выброса АКТГ 
в кровь [23].

3. Наличие терминалей аксонов ВТ-, ВП- и КЛ-ергических НСК на 
границе с промежуточной долей гипофиза, а ВП-ергических волокон з 
самой промежуточной доле допускает возможность влияния этих НГ на 
функцию ее железистых клеток. Так. у млекопитающих показано, что КЛ 
стимулирует выделение не только АКТГ. но и а-меланоцитостимулирую- 
щего гормона [23].

4. Наличие многочисленных контактов ВТ-. ВП- и ОТ (МТ)-ергиве
ских аксональных терминалей, а также части КЛ-ергических терминалей 
(у осетровых рыб) в заднем нейрогипофизе с капиллярами системы об
щего кровотока объясняет возможность поступления больших количеств 
нонапептидных нейрогормонов, а также какого-то количества КЛ в кровь. 
У млекопитающих установлено, что КЛ стимулирует секрецию норадре
налина мозгового вещества надпочечников [24]. Возможно, именно таким 
путем в условиях стресса реализуется двойное пептид- и моноаминергиче- 
ское влияние на функцию целого комплекса висцеральных органов, вклю
чая и периферические эндокринные железы-мишени.

IMMUNOCYTOCHEMICAL LOCALIZATION OF SOME PEPTIDE 
NEUROHORMONES IN HYPOTHALAMO-HYPOPHYSEAL 

COMPLEX OF VERTEBRATA

POLENOV A. L-. BELENKY M. A.. DANILOVA O. A.

I. M. Sechenov Institute of Evolutionaly Physiology and 
Biochemistry USSR Acad. Sci. Leningrad

On the basis of personal and literature data, a pattern of distri
bution of structures, producing corticoliberin, vasopressin and oxytocin 
inside the hypothalamo-hypophyseal complex of verlebrata is presented. 
A common trend in the development of these systems in ontogenesis 
is described and importance of the above mentioned neurohormones in 
the regulation of the adaptation functions is discussed.
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БЕЛК11. ПЕПТИДЫ И АУТОИММУННЫЕ 
ПОРАЖЕНИЯ МИЕЛИНА

ХАШИМ Дж. А.
Отделение хирургии и микробиологии Больничного центра Св. Луки: Ко.лумбнйскии 

университет. Ныо Норк. США

Рассеянный склероз и экспериментальный аллергический энцефаломиелит (ЭАЭ) 
Являются патологическими процессами, связанными с поражениями миелина. Между 
’ТОЙ болезнью у людей и ЭАЭ животных много общего, причем антигенные детср- 
“иканты ЭАЭ в последние 40 лет явились предметом многочисленных исследовании 
11 хорошо известны. В настоящее время причиной болезни считают основной белок 
«Нелина (ОБМ). положительно заряженный полипептид, содержащий около 173 ами-
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нокислотных остатков. Хотя ЭАЭ у животных вызывается цельным ОБМ, для раз» 
вития ЭАЭ у разных видов достаточно введения лишь определенных малых фрагмен
тов молекулы ОБМ. В данном обзоре обсуждается структура некоторых таких фраг
ментов—их аминокислотная последовательность и необходимая для индуцирования 
болезни последовательность эпитопов. Проведенные исследования на крысах линии 
Levis ясно свидетельствуют о том, что ЭАЭ меднируется нс только ответом Т клеток 
на детерминанту в ОБМ со специфической последовательностью; для индукции Т-клс1- 
ками классических признаков болезни, включая поражение ЦНС. необходим а ответ 
В-клеток на равным образом определенный участок ОБМ.

Рассеянный склероз является болезнью, связанной с демиелиниза
цией ЦНС. Она приводит к инвалидности и в острой фазе характери
зуется расширением сосудов с инфильтрацией клеток плазмы и других 
факторов в околососудистое пространство, что ведет к воспалению и/или 
демиелинизации [1]. Многообразие типов клинических и неклинмческнх 
симптомов рассеянного склероза и непредсказуемость течения болезни в 
каждом индивидуальном случае предполагает существование множествен
ных ее форм, возможно, вызываемых разными агентами. При рассеянном 
склерозе разрушение миелина нервных волокон и их осевых цилиндров 
приводит к образованию вокруг кровеносных сосудов склеротических 
бляшек. Что же запускает эту цепь, приводящую к воспалению и демие
линизации, и какова природа растормаживающих и патогенных факторов 
пока нс ясно. Было предложено много теорий и сделано много выводов 
[2—12], но они не удовлетворяют исследователей, которые на протяже
нии многих лет изучали модель рассеянного склероза—ЭАЭ на лабора
торных животных.

ЭАЭ—модель. Экспериментальные данные ясно показали сходство 
ЭАЭ с рассеянным склерозом [13—15]. Различные формы ЭАЭ. вклю
чая острую и хроническую, можно вызывать введением уникального анти
гена—ОБМ, естественного компонента миелина центральной и перифери
ческой НС [16]. Хотя другие компоненты миелина, в частности глав
ный основной белок протеолипидов (известный как лнпофилин), также 
вызывают демиелинизацию у морских свинок [ 17. 18] и кроликов [19]. 
а галактоцереброзиды [20—22] потенцируют демиелинизацию, вызван
ную ОБМ. который остается важнейшим антигеном, ответственным за 
иммунные сдвиги, ведущие к демиелинизации в присутствии или от
сутствие других компонентов миелина.

Основной белок миелина. ОБМ—главный компонент миелина как 
центральной, так и периферической НС. Он охарактеризован с химиче
ской и биологической стороны. Большая часть информации об ОБМ по
лучена при исследованиях его в растворе; полученные сведения привели 
к полной расшифровке первичной структуры ОБМ быка [23] и чело
века [24]. Несмотря на допущенные при этом ошибки [25], биологиче
скую активность этого белка признают, в основном, связанной с его 
первичной структурой и структурой многих его фрагментов, расшифро
ванной в результате их исследований в растворе [26].

Одной из отличительных черт ОБМ является его иммунологическая 
активность. Установлено, что он индуцирует, активирует и/или потенци-
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РУСТ иммунные реакции как гуморальные, так и клеточные. И общий ответ 
на введение ОБМ приводит к отторжению нормального миелина и разви
тию классических признаков ЭАЭ у животных.

Во многих сообщениях описано предупреждение, подавление и обрат
ное развитие ЭАЭ после введения ОБМ без полного адыованта Фрейнда

’33]. Недостатком этих исследований является то, что в них были 
использованы недостаточно очищенные препараты ОБМ, которые содер
жали фрагменты ОБМ, способные регулировать течение болезни у живот
ных [34, 35]. На деле же введение очищенного ОБМ нс предотвращало 
или не подавляло ЭАЭ независимо от дозы или схемы лечения [36] и не 
индуцировало функцию клеток-супрессоров при переносе лимфоцитов от 
Доноров, подвергнутых действию ОБМ, сингенным реципиентам [37]. 
Очевидно, защитные участки ОБМ погружены вглубь его молекулы, и их 
защитные функции у соответствующих видов животных могут выявляться 
лишь после высвобождения из родительской молекулы с одновременной 
инактивацией детерминант, ответственных за развитие ЭАЭ [34, 38]. 
Эти работы подчеркивают роль фрагментов ОБМ в биологической актив
ности родительской молекулы.

Фрагменты ОБМ. ОБМ легко расщепляется эндогенными протеазами 
Мозга /7/ 5/7//. Некоторые из этих ферментов были идентифицированы, так же 
как специфические места расщепления пептидных связей в молекуле ОБМ 
[39—42]. ОБМ легко атакуется и экзогенными протеазами, ряд которых 
его полностью гидролизует в течение 30-минутной инкубации [43]. Не
смотря на такую чувствительность к действию протеаз, многие из обра
зующихся фрагментов также мощно индуцируют болезнь (ЭАЭ) с клини
ческими и патологическими симптомами, похожими, если не идентичными 
вызываемым родительской молекулой ОБМ [44]. Эти наблюдения поз
волили нам предсказать, что ЭАЭ-индуцнрующая способность ОБМ мо
жет быть связана со специфическими участками пептидной цепи и что 
°На сохраняется или уничтожается в зависимости от фермента, использо
ванного для фрагментации. Например, показано, что индуцирующая 
ЭАЭ активность ОБМ у морских свинок и кроликов исчезает при обра
ботке этого белка химотрипсином [45] и сохраняется при обработке пеп- 
синсм [44]. Так, из продуктов действия пепсина на бычий ОБМ был вы
делен фрагмент, содержавший всего один остаток триптофана [44]. и 
была установлена его аминокислотная последовательность [46]; оказа
лось, что он может вызвать ЭАЭ у морских свинок [44. 46]. Дальнейшее 
изучение этого фермента позволило установить, что участок ОБМ. вы
зывающий ЭАЭ V морских свинок, представляет собой нонапептид [47] 
со следующей аминокислотной последовательностью:

114 122Н-РНе-5ег-Тгр-С1у-А1з-С1и-С1у-С1п-Ьу5-0Н
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С помощью аналогичного подхода была установлена последовательность 
участка ОБМ, вызывающего ЭАЭ у кроликов [48]. Она имеет общие 
черты с детерминантой ЭАЭ у .морских свинок:

Детерминанта, вызывающая ЭАЭ у кроликов

69 74
H-Thr-Thr-His-Tyr-Gly-Ser-Leu-Pro-Gln-Lys-OH

Так как фрагмент со специфической аминокислотной последовательностью, 
вызывающий ЭАЭ у морских свинок, не вызывает ЭАЭ у кроликов, и 
наоборот, мы пришли к выводу, что в молекуле ОБМ существует много 
детермннантных последовательностей и каждая специфична для опреде
ленного вида животных. Так, последовательность, вызывающая ЭАЭ у 
обезьян [49]. явно отличается от таковой для морских свинок и кроликов:

154 1Ьб
H-Phe-Lys-Leu-Gly-Gly-Arg-Asp-Ser-Arg-Ser-Gly-Ser-Pro-OH

Наиболее подробно изучен участок ОБМ, вызывающий ЭАЭ у крыс 
линии Lewis [50—53]. Ни высокоочищенный препарат ОБМ быка, ни его 
фрагмент 44—89 не вызывали ЭАЭ у крыс линии Lewis. И наоборот,, 
как интактный ОБМ морских свинок, так и его фрагмент 44—89 активно 
вызывали ЭАЭ у крыс линии Lewis [26]. Тщательное сопоставление ами
нокислотной последовательности фрагментов ОБМ 44—89 быка и мор
ской свинки выявило весьма небольшое, но определенное филогенетическое 
отличие в аминокислотной последовательности 69—84.

Последовательность аминокислотных остатков 69—84 в молекуле-

ОБМ из разных источников

69 • 74 75 Su Su
(1) Gly-Ser-Leu-Pro-Gln-Lys-Ala-Gln-His-Gly-Arg-Pro-Gln-Asp-Glu-Asn-OH

(2) Gly-Ser-Leu-Pro-Gln-Lys-Ser-Gln~(-)-(-)-Arg-Ser-Gln-Asp--Glu-Asn-OB

(3) Gly-Ser-Leu-Pro-Gln-Lys-Ser-Gln-(-)-(-)-Arg-Thr-Gln-Asp-Gln-Asn-OH

0) Gly-Ser-Leu-Pro֊Gln-Lys-Ser֊(--)-His-Gly-Arg-Thr-Gln-Asp-Glu-Asn-OH

(5) Gly-Ser-Leu-Pro-Gln-Lys-Ala-Gln-(-)-(-)-Arg-Pro-Gln.-Asp-Glu-Asn-01i

Бык (1), морская свинка (2)» крыса (3), человек (4), модифицированный 
пептид быка (5).
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Здесь хорошо видны филогенетически обусловленные различия в пос
ледовательности участков 69—84. Последовательность 69—74 составляет 
С-концевую гексапептндную детерминанту, вызывающую ЭАЭ у кроли
ков. Так как последовательности, вызывающие ЭАЭ у .морских свинок и 
кроликов, не перекрываются и расположены в разных частях .молекулы 
ОБМ, тот же принцип .может относиться и к последовательности фрагмен
та, вызывающего ЭАЭ у крыс. Таким образом, аминокислотная последо
вательность фрагмента 69—74 не обязательно должна составлять часть 
Детерминанты, вызывающей ЭАЭ у крыс. Для проверки этого предполо
жения твердофазным методом [50] нами были синтезированы пептиды с 
последовательностью 68—84 молекулы ОБМ быка и морской свинки, а 
также соответствующий аналог с последовательностью 69—84 быка, в 
котором остатки 77 и 78 были исключены:

69 75 80 84
H-Gly-Ser-Leu-Pro-Gln-Lys-Ala-Gln-His-Gly-Arg-Pro-Gln-Asp-Glu-Asn-OH (1) 

69 75 80 84
H-G]y-Ser-Leu-Pro-Gln-Lys-Ala-Gln-(-)“(-)-Arg-Pro-Gln-Asp-Glu-Asn-OH

69 75 80 84
.S49S: Gly-Ser-Leu-Pro--Gln-Lys-Ser-Gln-(-)-(-)-Arg-Ser-Gln-Asp-Glu-Asn-OH (3)

Пептид S49S, детерминанта ЭАЭ морской свинки (1), пептид S8, 
Детерминанта ЭАЭ быка (2), пептид S49, модифицированный пептид 
быка (3).

Мы обнаружили, что пептид S8 не вызывал ЭАЭ у крыс 
линии Lewis [50]: наоборот, пептид S49—аналог S8. в котором 
при синтезе остатки 77 и 78 (His-Gly) не были включены, 
активно вызывал болезнь. Хотя пептид S49 является аналогом 
бычьего пептида S8. присутствие остатка Ala в положении 75 и 
остатка Pro в положении 80 нс изменяло ЭАЭ-нндуцирующего свойства 
этой последовательности [51. 52]. Пептид S49S, соответствующий после
довательности этого участка ОБМ морской свинки, был активен, как и 
Пептид S49 [53]. Возможно, что группа His-Gly в положении 77—78 в 
•Молекуле бычьего ОБМ может быть ответственна за внутримолекулярное 
взаимодействие между гистидином и глутамином (Gln-73) или лизином 
(Lys-74), изолируя тем самым бычью детерминанту как в пептиде S8, 
так и в целой молекуле ОБМ. Присутствие His77-Gly78 блокирует узна
вание бычьей аминокислотной последовательности детерминанты ЭАЭ 
иммунной системой крыс, но способность к нему появляется или при уда
лении этого дипептида (как в пептиде S49) или при удалении дипептнда 
Gln73-Lys74 (из пептида S8)—введение этих измененных пептидов при
водило к развитию классического ЭАЭ.

Одним из важных наблюдений, которому редко придавали значение, 
является разница в ЭАЭ-индуцирующем свойстве родительской молеку
лы ОБМ и отдельной ее детерминанты, вызывающей болезнь. Клиниче
ские и гистопатологические признаки болезни близки, если не идентичны, 
в обоих случаях, однако по молярным отношениям для индуцирования 
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симптомов равной степени требуется от 10 до 100 раз большее количество 
пептида, чем ОБМ. Это позволило предположить, что цельная молекула 
ОБМ может содержать не одну, а несколько энцефалитогенных детерми
нант для определенного вида животного и болезнь, вызываемая ОБМ. мо
жет быть комбинированным или синергическим эффектом таких множест
венных энцефалитогенных детерминант. Однако это предположение экс
периментально пока не доказано. Равным образом, более высокая ЭАЭ- 
продуцирующая потенция родительской молекулы ОБМ по сравнению с 
эффектом ее пептидных фрагментов может быть обусловлена наличием в мо
лекуле ОБМ вспомогательных детерминант и детерминант-супрессоров, 
однако комбинированная экспрессия этих двух типов детерминант будет 
противоречить высокой энцефалитогенной потенции ОБМ. Тот факт, что 
ОБМ не индуцирует функцию клеток-супрессоров, свидетельствует про
тив наличия, а более вероятно, узнавания супрессорных детерминант в 
присутствии узнаваемых и мощных энцефалитогенных детерминант [37. 
54. 55].

Ряд иммуноактивных детерминант молекулы ОБМ был идентифици
рован. была определена их аминокислотная последовательность, доказана 
биологическая активность синтезированных детерминантных последова
тельностей. Однако мало внимания было уделено выявлению детерминант- 
:п.1.\ последовательностей, способных вызывать выработку специфических 
антител, особенно тех. которые играют роль в развитии и контроле иммун
ных процессов, приводящих к демиелинизации.

В последние годы в содружестве с проф. D. Day и его сотрудниками 
в Университете им. Дьюка (Сев. Каролина. США) мы установили, что 
антитела к ОБМ могут играть важную роль как в индукции, так и в ре
гуляции иммунных реакций, приводящих к болезни. Было обнаружено, 
что антитела к энцефалитогенной детерминанте для крыс линии Lewis 
(пептид S6):

H-Ala-Gln-His-Gly-Arg-Pro-Cln-Asp-Glu-Asn-OH

не узнают гомологичную аминокислотную последовательность (в пептиде 
S79). которая индуцирует функцию клеток-супрессоров, реализующих 
развитие ЭАЭ у некоторых видов:

H-Ala-Gln-His-Gly-Arg-Pro-Gln-Asp-Glu-Gly-OH

Хотя аминокислотные последовательности в этих двух пептидах разли
чаются только по С-концевому остатку (аспарагиновому в пептиде S6 и 
глутаминовому в пептиде S79). их антигенные свойства различны, и ан
титела к одному из них не преннпитируют другой. Мы предположили 
поэтому, что антитела, по-видимому. могут играть определенную роль в 
патогенезе ЭАЭ и решили заново исследовать участок 65—102 в ОБМ 
морских свинок, в котором расположена активная энцефалогенная для 
крыс линии Lewis последовательность [53]. Был синтезирован пептид 
S53 со следующей последовательностью
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H-Ser-Gln-Arg-Ser Gln-Asp-Glu-Asn-OH

Введение крысам линии Lewis этого пептида, присоединенного к метили
рованному бычьему сероальбумину, или Me-BSA—S53, у животных появ
лялись клинические признаки болезни, напоминающие острый ЭАЭ: сла
бость задних конечностей, летаргия, повисшие хвосты. Однако ни у одной 
из крыс не наблюдали развития симптомов, таких типичных для острой 
формы ЭАЭ. как выраженный паралич задних конечностей или недержа
ние. Гистологический анализ головного и спинного мозга и седалищного 
нерва показал полное отсутствие классических поражений, наблюдаемых 
при ЭАЭ: инфильтрация клетками плазмы, околососудистые воротники- 
инфильтраты и/или демиелинизированные очаги. В сыворотке крови были 
обнаружены антитела к S53, особенно у крыс, которым был введен 
Me-BSA—S53. Эксперименты по переносу антител от доноров, получав
ших -Me-BSA—S53, сингенным реципиентам на протяжении 2 недель, при
вели к развитию клинических признаков болезни, аналогичных тем. кото
рые имели место при активной иммунизации с помощью Me-BSA—S53, 
но гистопатологических признаков на срезах седалищного нерва, головного 
и спинного мозга при окраске с их помощью Н и Е или окраски на мие
лин (люксоль быстрый синий—AgNOs) не было обнаружено. Можно 
заключить, что антитела к S53 недостаточны для развития классиче
ских симптомов ЭАЭ. обычно наблюдаемых после введения ОБМ мор
ских свинок, и для этого необходимы дополнительные детерминанты с 
энцефалитогенной аминокислотной последовательностью. Для проверки 
этой гипотезы пептид S53 был удлинен по N-концу на 3 (пептид S55S) 
И на 6 (пептид S49S) аминокислотных остатков в соответствии с при
родной структурой ОБМ:

S55S: «,е я,------- 72 75 84
H-Pro-Gln-Lys-Ser-Gln-Arg-Ser-Gln-Asp-Glu-Asn-OH

S49S: _ о.
69 75Gly-Ser-Leu-Pro-Gln-Lys-Ser-Gln-Arg-Ser-Gln-Asp-Glu-Asn-OH

11ри введении крысам линии Lewis с полным адъювантом Фрейнда 
как пептид S55S, так и пептид S49S через 15 дней вызывали картину 
острого ЭАЭ. Клинические признаки при этом включали тяжелы»։ па
ралич задних конечностей, недержание, иногда даже смерть. Гистологи
ческий анализ обнаружил типичное для ЭАЭ поражение головного и 
спинного мозга с обширными демиелинизированными очагами. В сыво
ротке крови были выявлены антитела к пептидам S55S и S49S так же, 
как и к пептиду S53S. Таким образом, наличие антител к S53 оказалось 
необходимым для развития болезни.

Возник вопрос о природе той аминокислотном последовательности, 
которую надо ввести, чтобы вызвать патологический процесс в ЦНС и, 
тем самым, клинический ЭАЭ. Тщательное рассмотрение последователь- 
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костей в тех пептидных остатках, которые присоединял։ к пептиду S53. 
показало, что группа Gln-Lys, которая, как это было обнаружено ранее 
[56]. является основной последовательностью, ответственной для индук
ции гиперчувствительиости задержанного типа у экспериментальных жи
вотных.

Таким образом, прибавление детерминанты Т-клеток к детерми
нанте В-клеток. определяемой последовательностью пептида S53, обеспе
чивает детерминанты для В- и T-клеток, примером чему служит полная, 
аминокислотная последовательность пептидов S55 или S49. Мы заклю
чили. что последовательности пептидов S55S и S49S обеспечивали два 
эпитопа для функций В- и Т-клеток: обе они необходимы для развития 
классического ЭАЭ и определяют аминокислотную последовательность 
эпитопов, характеризующих вид животных, чувствительный к ЭАЭ. а 
именно крыс линии Lewis.

MYELIN PROTEINS, PEPTIDES AND AUTOIMMUNE DISEASES 
OF MYELIN

GEORGE A. HASHIM
Departments of Surgery and Microbiology St. Luke's-Roosevelt Hospital Center 

and Columbia University

Multiple Sclerosis (MS) and Experimental Allergic Encephalomye
litis (EAE) are immunological diseases of myelin. Although many simi
larities exist between the human and the experimental animal diseases, 
the antigenic principles responsible for the latter, EAE, are well known 
and have been the subject of many reports over the past 40 years. To 
date, researchers ascribe the disease to the myelin basic protein (MBP), 
a basically charged polypeptide of about 170 amino acid residues. Alt
hough the intact MBP induces EAE in animals, the entire molecule is 
not necessary for disease; rather, small and defined regions of the MBP 
induce disease in one species or another. In this overview, we discuss 
the structure of some of these regions, their amino acid sequences and 
the sequence epitopes necessary for inducing disease. Studies done in 
Lewis rats clearly show that the disease. EAE, is not only mediated by 
a T cell response to specific sequence determinant found in the MBP; 
rather a В cell response to an equally defined region of the MBP is 
necessary for primed T cells to induce classical signs of disease, inclu
ding CNS pathology.
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УДК 616.895.8—07-

ПОИСК ЭНДОГЕННЫХ ПЕПТИДНЫХ ЛИГАНДОВ 
БЕНЗОДИАЗЕПИНОВЫХ РЕЦЕПТОРОВ: ВЫДЕЛЕНИЕ И

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
БРУСОВ О. С.. ЯКОВЛЕВ А. Г.. ПЛОТНИКОВ В. В.. «БАРАМ Г. И..

ГРАЧЕВ М. А., •-КУМАРЕВ В. П.. КУДРЯКОВА Т. Б..
•"БОРОВКОВ А. А., "КОБЗЕВ В. Ф.

ВНЦ психического здоровья АМН СССР, Москва:
НИИ биоорганичсской химии СО АН СССР, 4'НИН цитологии и генетики 

СО АН ССОР. Новосибирск

Разработана схема 'разделения индивидуальных пептидов, включающая высокоэф
фективную твердофазную экстракцию и мнкроколоночную хроматографию. На основе 
этого перехода из гипофиза быка был выделен в гомогенном виде пептидный ингиби
тор специфического связывания диазепама, который был нами назван пептид 2-2-1. 
Он обладает высоким сродством к бензодиазепиновым (БЗ) рецепторам и содержится в 
значительной концентрации в ткани гипофиза. Предпринята попытка идентифициро
вать ген пептидного ингибитора специфического связывания 3Н-диазепама.

Обнаружение высокоаффинных мест специфического связывания пси
хотропных препаратов и последующее открытие эндогенных опиоидных 
пептидов—лигандов морфинорецепторов привело к предположению о 
возможности существования эндогенных лигандов к основным группам 
лекарственных рецепторов. Во многих лабораториях с начала 80-х годов 
были начаты систематические работы по выделению подобных лигандов. 
Наибольшие усилия были направлены на поиск лигандов к бензодиазе
пиновым рецепторам. Однако до настоящего времени эти усилия' 
нс увенчались успехом.

В связи с этим рассмотрим какие же проблемы приходится решать 
при проведении такого поиска. Обратимся с этой целью к понятию эндо
генного лиганда нейронного рецептора. Эндогенными лигандами принято 
обозначать гипотетические природные соединения, синтезирующиеся в 
физиологических условиях и попадающие в место действия в количествах, 
достаточных для реализации психотропного эффекта в результате взаи
модействия с соответствующими лекарственными рецепторами ЦНС. 
Очевидно, что стратегия поиска лигандов должна включать этапы изу
чения химической структуры ингибиторов специфического связывания 
психотропного препарата, а также доказательства участия обнаруженных 
ингибиторов в модуляции и։ 1чио активности лекарственных рецепторов 
ЦНС и, как следствие, в регуляции психического Счтатуса человека и жи
вотных. Какая часть этой обширной программы уже выполнена? В настоя
щее время в биологических объектах выявлен ряд соединении различной 
структуры, способных снижать специфическое связывание диазепама 
[1]. Однако до сих пор не установлено, способны ли эти ингибиторы 
модулировать в физиологических условиях активность нейронов пут<.м 
взаимодействия с БЗ-рецсптора.ми. Поэтому вопрос о существовании эн
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догенных лигандов к этим рецепторам остается все еще открытым. На 
наш взгляд, дальше других в этом направлении удалось продвинуться 
группе сотрудников, руководимых д-ром Cosla в США. которые обна
ружили, выделили в гомогенном виде и частично охарактеризовали струк
туру пептида-ингибитора специфического связывания диазепама, наз
ванного ими DBI [2]. В опытах на животных этот пептид обладал вы
раженным анксиогенным действием, которое снималось введением диа
зепама или антагониста бензодиазепиновых рецепторов—соединения 
Ro-15-1788. Изучение распределения этого пептида в головном мозгу 
показало, что он локализован в основном в пределах ГАМК-ергических 
структур. На этом основании была выдвинута гипотеза о том, что DBI 
является котрансмиттером ГАМК, модулирующим in vivo функцио
нальную активность ГАМК-рецепторов в пределах ГАМК-бензодиазепи- 
нового рецепторного комплекса [3, 4].

При трипсинолизе этого пептида был выделен активный, содержа
щий 18 аминокислот фрагмент, способный связываться с БЗ-рецептора- 
ми и обладающий сходной фармакологической активностью [3, 4]. Од
нако микромолярное сродство ОБ! и его фрагментов к БЗ-рецепгорам 
заставляет сомневаться в участии этих пептидов в регуляции ГАМК-ес- 
гической нейротрансмиссии in vivo.

Выделение пептидною ингибитора специфическою связывания 
диазепа.ма из ткани гипофиза теленка. Во Всесоюзном научно-исследо
вательском центре психического здоровья АМН СССР совместно с Но
восибирским научно-исследовательским институтом биоорганической хи
мии СО АН СССР был также предпринят поиск эндогенных лигандов 
БЗ-рецепторов в пределах класса нейропептидов. Мы исходили из то
го. что биоактивные нейропептиды представляют собой нейромодулято- 
ры. то есть взаимодействуют с нейронными структурами наподобие пси- 
. отропиых соединений. Кроме того, такие эксперименты дают непосред
ственный выход на структуры соответствующих генов и открывают 
большие возможности для молекулярно-генетических и биотехнологиче
ских исследований. С этой целью была разработана схема разделения 
индивидуальных пептидов, включавшая высокоэффективную твердофаз
ную экстракцию на предварительных этапах и микроколоночную хрома
тографию на конечных стадиях их выделения. Это позволило резко сок
ратить время и повысить эффективность разделения индивидуальных 
пептидов и снизить вероятность образования артефактных продуктов. 
На основе этого подхода из гипофиза быка был выделен в гомогенном 
виде пептидный ингибитор специфического связывания диазепама, обла
дающий высоким сродством к бензодиазепиновым рецепторам и содер
жащийся в ткани гипофиза в значительной концентрации. Этот пептид 
в дальнейшем будем обозначать как пептид 2-2-1.

На рис. 1 приведена общая схема выделения пептидного ингибито
ра из гипофиза быка. Использованный нами метод Барама и соавт. [51 
для выделения индивидуальных пептидов из гипофиза является общим 
по отношению ко всем пептидам с величиной М г до 10 кД. Он заклю
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чается в кислотной экстракции пептидов из гомогенатов ткани, концен
трировании их на обращенной (разе и каскада обратнофазных хромато
графий в градиенте ацетонитрила в трис-фторацетатном буфере при 
нейтральном значении pH (pH 7) с последующим рехроматографиро- 
занпем выделенных пиков при pH 2 в градиенте ацетонитрила, содер
жащего 0,1% трифторуксусной кислоты. Разделение проводили при вы-

?Л'СГ«Л7_ ГИПОФИЗА (!Sr)

пина ■ пыоГ!- г/.rw- З'/.нсоон

Novopok С "л 
8 ՝ /00 ^

Рис. /. Схема очистки из ткани гипофиза теленка пептидного ингибитора 
специфического связывания 3Н-диазспама

сокой нагрузке на колонку, а последние хроматографические этапы вы
полняли на микроколонках объемом 200 мкл. Значительное изменение 
селективности, вызванное изменением pH и природы ион-парного реаген
та. позволило полностью разделять компоненты фракций после препаратив
ной колонки. Использование микроколоночной хроматографии дало воз
можность избежать потерь материала, которые обычно происходят в случае 
разбавленных растворов. Во всех хроматографических эксперимен
тах проводили 2-волновую детекцию: при 210 и 280 нм. используя 
многоволновой детектор типа «Милихром» (СССР) с объемом проточной 
кюветы 1.5 мкл [6]. Это давало возможность выявлять содержание 
ароматических аминокислот и оценивать гомогенность выделяемых пеп
тидов. Ингибирующую активность фракций по отношению к связыванию 
3Н-диазепама с мембранами коры больших полушарий головного мозга 
теленка определяли по методу Mohler, Okada [7].

После разделения экстракта на препаративной колонке был получен 
хроматографический профиль, представленный на рис. 2. Видно, что в 
анализируемом материале содержалось 2 фракции, ингибировавшие спе
цифическое связывание диазепама. Дальнейшей очистке подвергал ։ 
только 2-й пик, так как он был менее загрязнен примесями.
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Данный материал наносили на микроколонку б кислой среде (ко
лонка 2X62 мм, \ucleosil 5С18, элюция линейным градиентом ацето
нитрила от 0 до 50%, содержавшего 0,1% трифторуксусной кислоты с 
pH 2 со скоростью 50 мкл/мин в течение 20 мин). Было обнаружено, 
что исходная фракция элюировалась в виде группы соединений, близких 
по хроматографической подвижности. При этом вся ингибирующая актив
ность была локализована в пределах этой группы пиков (данные не по
казаны).

В связи с этим, для повышения эффективности разделения была

Рис. 2. Профиль элюции кислотного экстракта ткани гипофиза теленка 
(2.5 г) после обращениофазкой хроматографии на полупрспаративной ко
лонке (8X100 мм) с сорбентом .Хотпраск 5С18. Колонку элюировали ли
нейным градиентом ацетонитрила от 0 до 50%, содержавшим 0,1% трнф- 
тсрухсуспой кислоты, со скоростью 2 мл/мин в течение 50 мин. Собрали 
50 фракций объемом 0.5 мл. каждую из которых тестировали па способ
ность ингибировать специфическое связывание аН-дна:։епама. В верхней 
части рисунка представлен профиль УФ-ноглощсния материала при 2 Ю нм 
(верхний профиль) и 280 нм (нижний профиль). В нижней части рисун
ка представлена и>и ибируюшая способность фракций в % от контроля

Рис. 3. УФ-профиль поглощения (210 и 280 нм) при элюции активного 
материала, полученного после микроколоночной хроматографии Иис1соЗ|1 
5С18 при pH 2, при рс.хроматографнн в нейтральных условиях. Колонку 
(2X62 мм) с сорбентом Хис1со5Й 5С18 элюировали линейным градиен
том ацетонитрила от 0 до 50%. содержавшим 0,1%-ный трис-трифторацс- 
татный буфер pH 7, со скоростью 50 мкл/мин в течение 40 мин. Фракции, 
ингибирующие специфическое связывание °Н-Диазепама, выделены на ри

сунке и обозначены как 2-1 и 2-2

изменена селективность колонки посредством изменения pH и природы 
ион-парного реагента. Активный материал после предыдущей хроматогра- 
фии был объединен и рехроматографирован в этих новых условиях. На
несенный материал разделился на большое число пиков (рис. 3). Айал.л 
полученных фракции показал наличие ингибирующей активности и пре
делах фракции, обозначенных на рис. 3 как фракции 2-1 и 2-2. которые 
затем были рехроматографированы в кислой среде. Фракция 2-1 после 
хроматографии разделилась на ряд пиков, при этом вся ингибиторная 
активность ассоциировал: ь только с одним из эти:: пиков (данные нс по
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казаны). К сожалению, количество вещества в этом пике было недоста
точно для его дальнейшего анализа. Фракция 2-2 после рехроматографии 
также разделилась на ряд УФ-пиков (рис. 4). Ингибирующая активность 
была ассоциирована с З-.мя фракциями. Максимальная активность была 
локализована п 1-й фракции. Поэтому дальнейший анализ проводили 
именно с этой фракцией. Для контроля чистоты этой фракции ее вновь 
хроматографировали в тех же условиях (рис. 5). Отношение величин пог
лощения при 210 и 280 нм оставалось постоянным вдоль всего его про
филя. что указывает на гомогенность этой фракции.

Для доказательства пептидной природы выделенного пика о.ч был 
подвергнут трипсинолизу. На рис. 6 представлен профиль элюции трип
тических фрагментов выделенного соединения. В верхней части рис. 6 
изображен соответствующий профиль элюции материала, полученного 
после инкубации трипсина с буфером в аналогичных условиях, что являет
ся контролем на возможное загрязнение материала продуктами гидролиза 
самого трипсина. В области локализации исходного соединения пики от-

Рис. 4. Профиль элюции фракции 2-2 после рехремэтографип га микр.» 
колонке при pH 2. Колонку (2X62 мм) с сорбентом Мис!со$։1 5С18 
элюировали линейным градиентом ацетонитрила с 20 до 50%, содержав
шим 0,1% трифторуксусной кислоты pH 2, со скоростью 50 мкл/мин п те
чение 40 мин. Открытыми столбиками обозначено ингибирование специ
фического связывания 3Н-диазепама активными фракциями в %. Для 
дальнейшего анализа была взята фракция, ингибировавшая связывание 

на 93% (фракция пептида 2-2-1)
Рис. 5. Профиль элюции фракции пептида 2-2-1 после рсхроматографии 
на микроколонке при pH 2. Условия хроматографии приведены на рис. 4

сутствуют. Эти данные однозначно показывают, что выделенное вещество 
являлось пептидом. Поскольку триптическая карта достаточно проста, 
величина .4, выделенного пептида (пептид 2-2-1). по-видимому. невели
ка. Следует заметить, что количество триптических фрагментов в пептиде 
2-2-1 оказалось значительно меньше, чем в пептиде ОВ1 (2—4).

В таблице приведено сравнение некоторых характеристик пептида 
2-2-1 и пептида ЬВ1. Исходя из среднестатистических значений длины 
триптического фрагмента, находящихся в пределах 10—20 аминокислот и 
количества фрагментов пептида 2-2-1 можно оценить величину Мг этого 
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пептида, которая будет порядка 4—3 кД. При этом мы предполагаем, 
что пептид не имеет аномальной аминокислотной последовательности. 
Если предположить, что пептид 2-2-1 конкурентно взаимодействует с 
БЗ-рсцепторамн, то можно оценить величину сродства пептида к послед
ним. которая будет на 1-2 порядка больше, чем у пептида 0В1 (2-4). 
Кроме того, величины отношения оптических плотностей при 210 и 280 им, 
экспериментально установленные для пептида 2-2-1 и рассчитанные для пеп
тида ОВ1. достоверно различаются. Таким образом, можно предположить,

Рис. 6. Профиль элюции триптических фрагментов очищенного пика пеп
тида 2-2-1 после михроколоиочкоп хроматографии при pH 2. 1 мкг пептида 
2-2-1 расщепляли ТРСК-трнпснном («Зсп'а», ФРГ. 0.06 мкг) в течение 8 ч. 
при 40° в 45 мкл 0.1 М трис-1 ։С1 буфера. pH 8.0. Продукты протеолиза нано
сили па колонку (2X62 мм, Мис1соэ։1 5С18) и элюировали линейным гра-- 
диептом ацетонитрила от 0 до 50%. содержавшим 0,1% трнфторуксусной 
кислоты pH 2, со скоростью 100 мкл/мин в течение 22 мни. Выход пептидов 
прослеживали по определению УФ-поглощения элюата при 210 им. Стрел

кой показано время выхода исходного пептида 2-2-1

что определенное по спектральным характеристикам содержание ароматиче-- 
ских аминокислот в пептиде 2-2-1 нс соответствует составу ОВ1.

Поскольку точных опенок величины Мг и сродства мы пока не имеем, 
то удастся оценить содержание пептида 2-2-1 в гипофизе только относи
тельно его констант ингибирования. Эта величина равна приблизительно 
10 значениям К( ,то есть средняя концентрация пептида в гипофизе при
мерно в 10 раз больше концентрации, необходимой для 50%-ного вытес
нения диазепама из БЗ-рсцепторов. Столь высокое значение содержания 
пептида 2-2-1 может свидетельствовать о том. что гипофиз является ме-- 
стом хранения этого соединения.

Общая характеристика пептида 2-2-1 свидетельствует, что он, види
мо, является наиболее вероятным кандидатом на роль эндогенного ли
ганда БЗ-рецепторов из числа известных до настоящего времени ингиби
торов специфического связывания диазепама.

Таким образом, с пемощыо примененных в данной работе твердо՝- 
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фазной экстракции и микроколоночной высокоэффективной жидкостной 
хроматографии нами был получен пептид-ингибитор специфического свя
зывания диазепама, отличающийся от ранее известного пептидного инги
битора—DB1. Очевидно, первоочередной задачей является расшифровка 
его структуры,исследование топографии в головном мозгу и изучение 
физиологической роли. На повестке для также стоит синтез соответ
ствующих олигонуклеотидных зондов, выделение и изучение гена, коди
рующего синтез пептида 2-2-1.

Идентификация гена пептидною ингибитора специфического связы
вания 3Н-диазепама. В настоящее время в ВНЦ психического здоровья

Т а б. ши а
Сравнение некоторых свойств пептидов 2-2-1 и DB!

Параметры 2-2—1 DB1

Величина М (кД) 4—8’ 11,7

Агв(,А,10 0.02-;-0,005 0.048’

Ki (п|։ =1), (иМ) 75-150* 4000

Рассчитанные значения. Данные для пептида DBI взяты из работ Costa и 
соавт. [2—4].

АМН СССР совместно с Новосибирским научно-исследовательским ин
ститутом цитологии и генетики СО АН СССР начаты работы по син
тезу олигонуклеотидных проб и с их помощью изучение генетических 
факторов, контролирующих синтез соответствующих пептидов. В качест
ве модельной была взята задача синтеза и проверки олигонуклеотидного 
зонда, позволяющего обнаружить ген пептида DBI. Этот пептид с ве
личиной Мг около 11,7 кД обнаруживается в головном мозгу человека 
и крысы в концентрации от 10 до 20 мкМ и, по-видимому, является 
анксиогенным веществом [2—4].

Пептид DBI состоит из 104 аминокислот, последовательность которых 
нс имеет гомологий ни с одной из известных аминокислотных последова
тельностей пептидов млекопитающих [2].

С целью обнаружения и последующего клонирования специфическо
го структурного гена DB1 мы воспользовались традиционным методом 
идентификации генов посредством использования в качестве молекуляр
ных зондов олигонуклеотидных проб, нуклеотидная последовательность 
которых воспроизводит предполагаемую последовательность гена, коди
рующего пептид. Использование синтетических олигонуклеотидов в каче
стве молекулярных зондов, как правило, сопряжено со сложными и кро
потливыми процедурами выделения, идентификации и клонирования спе
цифических мРНК. Отличие нашего метода заключалось в одновремен
ном синтезе нескольких олигонуклеотидов, комплементарных различным 
участкам предполагаемого гена, объединении их в единую двунитевую
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•структуру и се клонировании в бактериальном векторе. Такой подход 
позволяет, опуская все этапы выделения и клонирования—специфических 
мРНК, непосредственно выявлять интересующие геномные фрагменты 
ДНК благодаря тому, что используемую в качестве зонда рекомбинант
ную плазмиду можно мстить радиоактивными изотопами до достаточно 
высокой специфической активности.

На основе знания генетического кода и частот встречаемости отдель
ных кодонов и динуклеотидов в геноме млекопитающих по аминокислот
ным последовательностям коротких пептидных фрагментов пептида DBI— 
фрагментов Т7 и 15. обладающих выраженной анксиогенной активно
стью [2—4], были синтезированы 4 частично взаимно комплементарных 
олигонуклеотида. Смесь их была отожжена, обработана ДНК-лигазой и по
лученная двунитсвая структура клонирована по предусмотренным липким 
концам в бактериально!՛! плазмиде рСС19.

Рекомбинантная плазмидная ДНК. полученная таким способом, была 
помечена 32Р методом нуклеотидного замещения до специфической актив
ности около 10® имп/мин/мкг ДНК и использована в качестве зонда в проце
дуре блоттннг-гнбрндизации с рестриктными фрагментами геномной 
ДНК человека. Полученные результаты свидетельствуют о наличии в 
геноме человека по крайней мере двух типов фрагментов ДНК, гомоло
гичных использованной пробе. Первый из них был представлен E՝oRI- 
фрагментами ДНК длиной около 5000 пар нуклеотидов и обнаруживался 
во всех исследованных геномных ДНК как уникальная последователь
ность. Другой тип—фрагменты длиной 2800 пар нуклеотидов—также об
наруживался почти во всех исследованных геномах, однако характеризо
вался выраженным полиморфизмом по числу копии, которое может разли
чаться в геномах разных индивидов в десятки раз.

В ближайшее время основными задачами наших исследований будут 
непосредственное клонирование гена DBI, ^определение его первичной 
структуры и изучение механизмов амплификации. Представляется также 
важным определение, является ли полиморфная копииность DBI-гена нас
ледственным признаком и какую роль такой признак может играть в раз
витии депрессивных состояний у человека.

SEARCH FOR ENDOGENOUS LIGANDS OF BENZODIAZEPINE 
RECEPTORS: ISOLATION AND GENETIC STUDIES

BRUSOV О. V.. YAKOVLEV A. G.. PLOTNIKOV V. V.. *BARAM G. L. 
’GRACHEV M. A.. -KUMAREV V. P.. KUDRYAKOVA T. B..

•‘BOROVKOV A. A., -KOBZEV V. F.
All-Union Research Center of M?ntal Health. UaSR Acad. Med. Sci, Moscow 

••Institute of Bioorganic Chemistry, Siberian Division of the USSR
Acad. Sci, Novosibirsk;

••Institute of Cytology and Genetics. Siberian Division of the USSR 
Acad. Sci., Novosibirsk

With the aid of the developed purification scheme including high 
performance solid phase extraction and microcolumn chromatography 
a peptide inhibitor of the specific binding of ’H-diazepam (peptide 2—2— 
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1) has been insolated in a homogenous state from bovine hypothalamus. 
The affinity of this peptide to benzodiazepine receptors and its concen
tration in hypophysis are high. An attempt to identify the human gene 
of DB1 peptide is also made.

ЛИТЕРАТУРА

1. Speth R. S., Jonson R. IT'., Regan J., Rcisine T.. Kobayashi D. M., Bresolin 
N., Rocske IT. R.. Yamamura H. I. Federat. Proc., v. 39. p. 3932—3038. 1980

2. Costa E.—in: Profile of a neuroscience research program at the National institute 
of Mental Health (1968 thru 1985). p. 253, Tipolitografia Campisi Uicenza, Italia, 
1985.

3. Corda M. G., Ferrary M., Guidotti .4.. Konkcl D., Costa E. Neurosci. Lett, v. 
47, p. 319-325. 1984.

4. Ferrero P., Santi Л/. R., Conti—Tronconi B.. Costa E , Guidotti A. Proc. Nat. 
Acad. Sci. USA. v. S3, p. 827- 831. 1985.

5. Барам Г. И.. Г рапса М. А., Назимов И. В.. Плетнев А. Р.. Прессман Е. К.. Ру
бин О. Г.. Сальников Я. .4., Семашко И. Б.. Чумаков М. П.. Шемякин В. В., 
Ямщиков В. Ф. Биоорган, химия, т. II. № 12. с. 1677—1680. 1985.

6. Baram G. Grachev Л/. A., Komarova II*’. Perclroyzen М. Р., Bolvanov 
Yu. A., Kuzmin S. U.. Kargaltscv U. U., Kuper E. A. J. Chromatogr.. v. 
264. p. 69-90. 1983.

7. Mohler H.. Okada /. Science, v. 198, p. 849—853. 1977.

Поступила 9. IX 1986

УДК 612.822.1:577.175.823:6157212.7:547.95

НЕЙРОХИМИЧЕСКИЕ И НЕЙРОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ 
ПЕРЕСТРОЙКИ В СТРУКТУРАХ МОЗГА ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ 

НЕКОТОРЫХ НЕЙРОПЕПТИДОВ
ГЕРШТЕЙН Л. М.

Институт .мозга ВНЦ психического здоровья АМН СССР, Москва

Комплексное нейрофизиологическое и иитобиохимичсское исследование показало, 
что при одноразовом системном введении тетрапептидамида (Т\г.1)-А1а-С1у-РЬе-.\’112) 
или тафиипа (11и-Ьу$-Рго-Аг£) в период выраженного их действия на двигательную 
активность животных наблюдаются существенные изменения систем синтеза и дегра
дации моноаминов, АХЭ, а также метаболизма белков и некоторых протеаз՛ и струк
турах двигательной системы головного мозга наследованных млекопитающих. Эти из
менения проявлялись как па корковом, так н на подкорковом уровнях, затрагивая в 
большей степени подкорковые структуры (хвостатое ядро).

Действие биоактивных нейропептндов на ЦНС осуществляется либо 
за счет их взаимодействия со специфическими рецепторами. либо за счет 
влияния на медиаторные системы головного мозга. При этом они прояв
ляют ио отношению к последним модулирующие эффекты [I]. В связи с 
этим в последние десятилетия згм си повышенный интерес к изучению 

51



механизмов действия биоактивных эндогенных пептидов, их роли в орга
низации и регуляции (ризнологических процессов, в частности в ЦНС 
[2]. Вместе с тем. пептиды представляют собой хорошую биологическую 
модель для исследования морфохимической организации структур мозга, 
входящих в ту или иную функциональную систему мозга (двигательная, 
зрительная, слуховая и т. д.), так как, несмотря на полифункциональность 
пептидов, для многих из них известна определенная направленность по 
отношению к конкретным функциям мозга.

В лаборатории цитохимии Института мозга на протяжении ряда лет 
совместно с лабораторией морфофизиологии условного рефлекса прово
дятся цитобиохимические исследования по изучению влияния нейропеп
тидов на превращения нейромедиаторов и белков в корково-подкорковых 
структурах мозга некоторых млекопитающих. В настоящем сообщении 
делается попытка обобщить полученные в лаборатории материалы для 
выявления корреляции между функциональным состоянием животного и 
морфохимическими изменениями в отдельных структурах мозга, возникаю
щими при воздействии нейропептидов на организм.

Проведено сравнительное изучение действия 2-х тетрапептидов—таф
цина и тетрапептидамида (ТПА)—для каждого из которых превалирую
щим является воздействие на двигательную активность. Синтетический 
аналог опиоидных пептидов ТПА по физиологическим критериям [4] ха
рактеризуется двухфазностыо своего действия. В течение 30 мин после 
введения ТПА оказывает анальгетический эффект с развитием в после
дующие периоды (от 40 мин до 3 суток) двигательных нарушений, прояв
ляющихся в снижении у животных двигательной активности. Гетрапептид 
тафцин также обладает двухфазным действием [5]. однако в первые 15 
30 мин после системного введения для него характерно возрастание двига
тельной активности, сопровождающееся целым рядом изменении со сто
роны поведения животного (агрессивность, отсутствие чувства страха и 
т. д.); это возбуждающее действие в последующие 4 ч сменяется на се
дативный эффект.

Была предпринята попытка проанализировать по использовавшимся 
нами показателям (метаболизм нейромедиаторов и белков) состояние 
структур сенсомоторной коры и хвостатого ядра в период изменения дви
гательной активности у животных, ее снижение при воздействии ТПА и ее 
активация при действии тафцина.

Материалы и методы

Одной группе кроликон породы ШИНШИЛЛ,» И Крыс ЛИНИИ вводили подкожно
ТПА (синтезированный в лаборатории синтеза белка ВКНЦ АМН СССР) из расче
та 500 мкг/кг .массы животного, другой группе животных—тафцин («Зсгеа», П)РГ) 
из расчета 300 мкг/кг: пептиды растворяли в 1 .мл физиологического раствор ». Поел • 
инъекции ТПА животных декапнтировали через 3 суток, так как по физиологическим 
данным в этот период отмечаются расстройства со стероны двигательных функций, • 
анальгетический аффект уже отсутствует. После инъекции тафцина животных декапи- 
тировали через 15—30 мин -период наиболее ярко выраженного общего, в том числе 
л двигательного, возбуждения.
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Был» исследованы сенсомоторная область коры больших полушарии и хвостатое 
ядро мозга кроликов и крыс. В субфракцнях синаптических мембран (В), синаптосом 
(С и Э) и митохондрий (Е). выделенных в градиенте плотности сахарозы (0.8— 
1.4 М). спсктрофотомстрнчески определяли активность АХЭ [6] и МАО типа А 
(субстрат серотонин) [7] и типа Б (субстрат-п-нитрофснилэтиламин) [8]. Результаты 

•определения выражали в процентах величины У. А. ферментов по отношению к конт
рольным данным, принятым за 100%. Количественными цитохимическими методами в 
иейрснах определяли активность амиксанилнафтнламидазы (АМП) [9]. АХЭ [10] 
И МАО [11] на люминесцентном микроскопе ЛЮМАМ в условных единицах опти
ческой плотности при длине волны для АМП—550. АХЭ—486, МАО—590 нм Ин- 
терферометричсски по сухой массе вешества нейронов определяли содержание и кон
центрацию структурированных белков с одновременным определением размеров ней
ронов [ 12]. Экспериментальные данные обработаны статистически по критерию Стыо- 
Дгнта. •

Результаты исследования

Через 15—30 мин после введения тафцина у животных отмечали об
щее возбуждение, выражавшееся целым рядом физиологических проявле
ний (побежки, стойки, поведение в «открытом поле» и т. д.). При этом ка
ких-либо изменений в уровне активности МАО и АХЭ при их послойном 
определении [13] как в коре, так и в хвостатом ядре не наблюдали 
(рис. 1). Вместе с тем дифференцированное выявление форм МАО А и Б 
при определении их в субфракциях синаптосом (С и Э) и митохондриях 
(Е) [14] показало, что в сенсомоторной коре и хвостатом ядре активность 
МАО типа А была достоверно снижена на 25%, тогда как для МАО ти
па Б характерным оказалось возрастание се активности в коре и подкор
ке до 140—200%- Изменения активности АХЭ в этот период не было.

После введения ТПА [4] уже через 40 мин у животных выявлялись 
изменения в двигательной сфере: снижение двигательной активности, на
рушение координации движений задних конечностей и т. д. Одновременно 
зо всех исследованных корковых, подкорковых и стволовых структурах

Рис. /. Изменение активности МАО и АХЭ в субклеточных фракциях 
сенсомоторной коры (I) и хвостатого ядра (II) под действием ттфцнна в 
течение 15—30 мин (а) и ТПА в течение 3-х суток (б): III—в % > 

контролю 
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мозга имело место снижение амплитуды ЭЭГ. Пропентное же соотноше
ние частот, составляющих ЭЭГ. в каждой из структур не отличалось от 
такового до введения препарата. На второй день после введения препарата 
нарушения в двигательной сфере были менее выраженными, амплитуда 
ЭЭГ, особенно в неокортикальиых образованиях, приближалась к исход
ной. На третий день симптомы двигательных расстройств опять станови
лись более выраженными по сравнению с предшествующим днем. Во всех 
структурах мозга наблюдалось и большее снижение амплитуды ЭЭГ.

Таким образом, на основании физиологических критериев можно го
ворить, что изменения, вызываемые ТПА. носили ундулирующий харак
тер.

В то же время под влиянием ТПА цитохимически было обнаружено 
возрастание уровня активности МАО в слое III сенсомоторной коры (на- 
11%) и ее достоверное снижение (на 11%) в структурах хвостатого ядра. 
Во всех субфракциях сенсомоторной коры и хвостатого ядра достоверно 
увеличивалась активность МАО типа А в среднем на 60%. тогда как ак
тивность МАО типа Б была достоверно снижена в хвостатом ядре (па՛ 
28—56%). Уровень активности АХЭ при послойном определении досто
верно возрастал только в хвостатом ядре (на 15%). был снижен в суб- 
фракции О сенсомоторной коры (на 50%) и в субфракциях С и В (на 
35%) хвостатого ядра [15].

При интерферометрическом определении сухой массы вещества ней
ронов, которая на фиксированном материале отражает содержа
ние в них структурированных белков [12]. через 15—30 мин после введе
ния тафцииа было обнаружено возрастание содержания белка в цитоплаз
ме нейронов слоя III сенсомоторной коры (на 40%) без изменения их 
размеров (рис. 2). В слое V также достоверно (на 35%) возрастало со
держание белка в цитоплазме нейронов с одновременным увеличением и 
их размеров (на 31%). Достоверное возрастание содержания белка в ци
топлазме (на 40%) имело место и в исследованных нейронах хвостатого 
ядра [16]. При этом было отмечено и достоверное (на 30%) возрастание 
количества БН-групп низкомолекулярных тиолов в тяжелых сикаптосо- 
мах сенсомоторной коры [14].

Активность АМП достоверно возрастала в слоях III п V коры (на 
26 и 30% соответственно) и была снижена в структурах хвостатого ядра 
(на 11%) [13].

Через 3 суток после введения ТПА в цитоплазме нейронов слоя V 
сенсомоторной коры наблюдали достоверное уменьшение содержания 
белка (на 15%); в нейронах же слоя III оно оставалось па уровне конт
роля. Одновременно размеры нейронов достоверно уменьшались (на 20 и 
17% соответственно). В хвостатом ядре содержание белка в цитоплазме 
нейронов достоверно возрастало (на 30%). При этом в нейронах слоев 
III и V, а также в нейронах хвостатого ядра возрастало и включение 
‘Н-лейцина в белки соответственно на 12, 28 и 14% [17]. Активность 
АМП во всех исследованных структурах возрастала; в слое III—на 57%, 
в слое V—на 29% и в хвостатом ядре—па 21% [18].
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Сопоставление ответной реакции корково-подкорковых структур на 
воздействие исследованных пептидов показало, что как при введении 
ТПА. так и тафпина. наибольшие изменения, если судить по числу .пока
зателей по сравнению с корой, происходят в структурах хвостатого ядра, 
причем в большей мере это проявляется при введении ТПА. Для раз
личны.՝; видов животных, в том числе и крыс, показано, что хвостатое 
ядро вовлекается в организацию двигательных программ. Полученные

Р./с. 2. Содержание белка и активность аминопептидазы п структурах моз
га через 15—30 мни после введения тафпина (а) и через 3-е суток поел? 

введения ГПА (и). I—сенсомоторная кора. II—хвостатое ядро

материалы согласуются с известными из литературы физиологическими 
данными, указывающими на участие хвостатого ядра в процессах памяти, 
восприятия, внимания, эмоции и мотиваций [19, 201.

Следует также отметить, что изменения в метаболизме белков были выра
жены в значительно большей степени, чем со стороны медиаторных систем. 
Это находит свое объяснение в полученных нами ранее данных при работе с 
другими экспериментальными моделями, особенно при зрительной депри
вации [21]. и известных из литературы данных о том. что адекватным 
показателем изменения функционального состояния ЦНС являются сдви
ги в метаболизме белков [22].

NEUROCHEMICAL AND NEUROPHYSIOLOGICAL SHIFT'S IN 
BRAIN STRUCTURES UNDER THE EFFECT

OF SOME NEUROPEPTIDES
GERSTEIN L. M.

Institute of Brain Research, All-Union Research Center of .Mental Health. USSR 
Acad. Med. Sei.. Moscow

The period of effect on motor activity that follows systemic ad
ministration of Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH, and tuftsin (Thr-Lys-Pro-Arg) 
is accompanied by significant changes in the systems of byosynthesis 
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and degradation of monoamines, acetylcholinesterase and proteinase ac
tivity and metabolism of proteins in motor structures of mammallain 
brain. These changes have been detected in cortical and subcortical re
gions, affecting most of all subcortical structures, namely n. caudatus.
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МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПЕПТИДА 
ДЕЛЬТА-СНА ПРИ СТРЕССОРНЫХ 

СОСТОЯНИЯХ ОРГАНИЗМА
• ХВАТОВА Е. И.. »ДОВЕДОВА Е. Л., “МИХАЛЕВА И. И.

Горьковский .медицинский институт, *НИИ .мозга ВНЦ психического 
здоровья АМН СССР

“^Институт биоорганнческой химии АН СССР. Москва

Исследовано влияние пептида дельта-сна (ПДС) в стрессорных состояниях ор
ганизма на содержание серотонина и 5-оксиндолуксусной кислоты (5'-ОИУК) мозга, 
и активность ферментов наружной мембраны митохондрий: МАО типа А, МАО ти
па Б и гексокиназы. Уровень серотонина по всех изученных состояниях не отличается 
от нормы, содержание 5'-ОИУК увеличено, особенно в хвостатой ядре и кор? мозга 
кроликов. Установлена значительная активация МАО типа А в отдельных образо
ваниях и в целом мозгу животных; напротив, активность МАО типа Б подавляется. 
Введение ПДС регулирует распределение МАО типа А между митохондриями и ци
топлазмой. изменяющееся при стрессовом состоянии и полностью предупреждает 
стресс-протективную солюбилизацию гексокиназы. восстанавливая до нормы способ* 

.кость фермента к адсорбции на митохондриальной мембране.

Показано, что нонапептид, получивший название пептида дельта-сна 
(ПДС), оказывает широкое влияние на различные типы функциональных 
реакций организма [1], в частности обладает антистрессорным влиянием 
[2, 3]. Однако до сих пор неизвестен специфический механизм действия 
ПДС и невелика информация о метаболическом ответе головного мозга 
на его введение.

В настоящем сообщении представлены данные о влиянии-введения 
ПДС при стрессорных состояниях организма на активность в ткани мозга 
митохондриальной МАО типа А и՜ Б, а также на активность фермента .? 
переменной внутриклеточной локализацией—гексокиназы (ГК), на со
держание серотонина и З'-ОИУК в субклеточных фракциях гбмо- 
гена.та мозга.

Материалы и методы

Эксперименты были проведены на кроликах и беспородных крысах-самцах. Стрес- 
сорное состояние с целью создания психомоторного возбуждения вызывали введением 
Е-ДОФА (внутрибрюшинно, 50—60 мкг/кг) или пребыванием животных в барокамере 
(196 мм рт. ст., экспозиция 15 мин) с целью создания острой реакции в ответ на 
быстрое разрежение атмосферы. Через 60 мин после введения психомоторного агента 
кроликам субокципитально производили инъекцию ПДС в дозе 50 мкг/кг и просле
живали его действие 30 мин. Крысам ПДС вводили внутрибрюшинно за 20 мин до 
помещения в барокамеру. Из сенсомоторной области коры больших полушарий и хво
статого ядра мозга кроликов и из больших полушарий мозга крыс методом дифферен
циального центрифугирования выделяли неочищенную митохондриальную и цитоплаз
матическую фракции [4]. При последующем высокоскоростном центрифугировании в 

• ступенчатом градиенте плотности сахарозы митохондриальную фракцию разделяли на 
• суммарные фракции синаптосом и митохондрий [5].

Активность МАО типа А (субстрат серотонин) и МАО типа Б (субстрат п-нитро- 
чфенилэтнламин) у кроликов определяли спектрофотометрически при 240 и 450 нм со
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ответственно, регистрируя образующиеся в присутствии семикарбазида продукты окис 
лительного дезаминирования используемых .^Ы2-субстратов [6]. Активность МАО' 
типа А у крыс определяли по методу Горкина и соавт. [7]; об активности фермента 
судили по освобождению аммиака после изотермической отгонки. Содержание серото
нина и Э -ОИУК в субфракциях синаптосом определяли флуорометрическим методом 
[8]. Активность ГК определяли в очищенной фракции митохондрий мозга крыс энзи
матическим методом и выражали в нмоль ЫАОРН/мнн/г ткани [9]. Способность ГК 
к солюбилизации с митохондриальной мембраной определяли при ступенчатой 3-крат
ной добавке 0,1 М КС1 [10, 11]. Связывапне ее с мембраной митохондрий изучали 
при добавлении в среду инкубации 10 мМ А^С12 [12].

Результаты и обсуждение

При введении ПДС интактным животным активность молекулярных 
форм МАО в мозгу кроликов и крыс изменялась разнонаправленно- 
(рис. 1). Активность МАО типа А в митохондриях, выделенных из це
лого мозга крыс, так же, как в митохондриях сенсомоторной коры и хво
статого ядра мозга кроликов, возрастала, тогда как активность МАО ти
па Б, напротив, в них подавлялась. То же самое устойчиво проявлялось и 
в синаптосомах.

Введение психостимулирующего агента (Ь-ДОФА) кроликам, при-

Рис. /. Влияние ПДС на активность МАО митохондрий мозга кроликов 
(а) и крыс (б) в норме и стрессорном состоянии животных. /—ПДС. 
2—стрессорное состояние, 3—ПДС+стрессорное состояние. По оси ор

динат—активность МАО в %

Рис. 2. Активность МАО типа А в митохондриальной и цитоплазмати
ческой фракции мозга крыс’ в норме С/?. ։|РИ гипохсическом стрессе (2). 
введении ПДС (3) и сочетанном действии гипоксического стр։-. Л 
и введения ПДС (4). По оси ординат активность МАО типа А 

(нмоль ХН3/мг белка/мин)

водившее их в состояние моторного возбуждения или пребывание крыс 
в разреженной атмосфере, сопровождались одинаковым изменением ак
тивности молекулярной системы МАО. Двукратное снижение активности։ 
МАО типа А найдено у крыс и кроликов как в митохондриях из целого 
мозга, так и в субклеточных фракциях отдельных структур мозга (рис. 1). 
В отличие от этого, активность МАО типа Б в субклеточных фракциях 
обеих структур существенно не отклонялась от нормы, за исключением 
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лишь активации МАО типа Б в сииаптосомах сенсомоторной коры кроли
ков.

В другой серии опытов было изучено влияние ПДС до и после воз
действия стрессорного агента. Введение ПДС крысам до помещения их в 
барокамеру приводило к частичному снижению эффекта этого фактора на 

•активность МАО типа А в митохондриях мозга крыс. Введение ПДС 
кроликам, получившим Б-ДОФА, приводило к значительной активации 
(в 2 раза выше нормы) МАО типа А. что было в равной степени выра
жено в митохондриях обоих исследованных образованиях мозга (рис. 1). 
Активность МАО типа Б в этом случае также значительно изменялась— 
се уменьшение составляло от 3 до 7 раз в субфракциях ткани мозга и было 
особенно выражено в коре.

Изучение активности МАО типа А в митохондриальной и цитоплаз
матической фракциях мозга крыс показало (рис. 2), что в норме в ци
топлазме активность МАО типа А достоверно не выявлялась. После 
введения ПДС происходило увеличение моноаминоксидазной активности, 
но лишь в митохондриальной фракции. При стрессорной же гипоксии 
были установлены существенные изменения. В этих условиях происхо
дило снижение активности МАО типа А в митохондриях, и она появ
лялась в цитоплазме, причем ее величина в последней становилась прак
тически равной с активностью в митохондриальной фракции. Предвари
тельное введение ПДС животным до их помещения в барокамеру при
водило к значительно меньшему падению активности МАО типа А в 
митохондриях и лишь небольшому повышению ее в цитоплазме. Однако 
в обеих субфракциях величина активности МАО типа А не достигала 
все же исходного уровня у интактных животных (рис. 2).

Уровень содержания серотонина в субфракциях клеток мозга во 
всех изученных состояниях практически не отличался от нормы. Уста
новлено лишь нарастание количества его метаболита (5'-ОИУК), наи
более выраженное в сииаптосомах хвостатого ядра мозга кроликов при 
введении ПДС.

Далее в тех же условиях была изучена активность ГК как клю
чевого фермента утилизации глюкозы в мозгу с характерной особенно
стью этого фермента—переменной внутриклеточной локализацией при 
экранировании в митохондриях их наружной мембраной. Как видно из 
таблицы, у интактных животных 90% общей клеточной активности ГК 
связано с митохондриями. При стрессорном состоянии организма доля 
митохондриальной ГК снижалась на 10%, введение же ПДС препятство
вало этому эффекту стресса. Существенных изменений в гексокиназной 
активности цитоплазмы не было установлено.

Способность ГК к солюбилизации заметно меняется под действием 
0,1 М КС1. Так, при 3-кратном повторении добавки 0,1 М КС1 к ми
тохондриям интактных животных первая порция снимала 25% активно
сти ГК. а последняя оставляла на митохондриальной мембране лишь 
51% от исходной величины. При стрессорном воздействии 1-я солю- 
•билизаиия снимала 41,5% активности ГК, а после 3-й оставалось всего
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Таблица
Внутриклеточное распределение активности гексокиназы и способность фермента к 
солюбилизации с митохондриальных мембран в норме, при гипоксическом стрессе 

и введении пептида дельта-сна (ПДС)

Активность гексокиназы в мкмоль ИАОРН /мин/г ткани

Норма Гипоксический стресс Сочетание стресса и ПДС

клеточная митохондриальная клеточная митохондриальная клеточная митохондриальная

Общая исходная обща՝։ исходная общая исходная
12,60±0,24 10,20+0,19 14,90+0.11 12,03+0,20 12.68+0,14 11,67+0,18

Митохондриальная 1-е добавление
КС1

митохондриальная 1-е добавление
КС1

митохондриальная 1-е добавление
КС1

11,2+0,2 7,6+0.4 12,03+0,14 7,03+0,20 11,67+3,18 10,0+0,19

Цитоплазматическая 2-е добавление
КС1

цитоплазмати
ческая

2-е добавление
КС1

цитоплазматическая 2-е добавление
КС1

0,58+0,01 6.50+0,38

3-е добавление
КС1

5,2+0,2

0,78+0.02 6,3+0.2

З-о добавление
КС1

5.50+0,18

0,69+0,01 8,90+0,13

3-е добавление
КС1

6,5+0,1



46% активности ГК, связанной с митохондриями. Предварительно* вве
дение ПДС предупреждало нарушение мембранно-ферментных взаимоот
ношений и после 1-й солюбилизации потеря активности ГК митохонд
рии составляла лишь 14,5%, а после 3-й в них оставалось еще более 
55% активности (таблица).

Полученные данные свидетельствуют, что солюбилизация ГК с ми
тохондриальной мембраны наиболее эффективна при первой добавке 
0.1 М КС1; лабильность связи этой части ГК в митохондриях под
тверждается увеличением выхода ГК при этом почти в 2 раза в сравне
нии с нормой у животных, находившихся в стрессорном состоянии.

Изменение степени солюбилизации ГК в присутствии КС1 отчетливо 
указывает на нарушение связи этого фермента с наружной мембраной 
митохондрии в условиях острого гипоксического стресса и предупрежде
ния этого нарушения введением ПДС. В пользу этого свидетельствуют 
также результаты исследования способности ГК к адсорбции митохон
дриями при добавлении в среду инкубации М£С1а. В норме митохондрии 
способны адсорбировать 40% ГК из инкубационной среды, при стрессор
ном состоянии только 14%, а после введения ПДС эта способность 
сохранялась почти на уровне нормы, оставляя 37,5%.

Проведенные исследования по изучению влияния ПДС на фермен
тативную активность в мозгу позволили установить, что он оказывает 
влияние на активность ферментов, ассоциированных с наружной мемб
раной митохондрий. Введение ПДС изменяло активность МАО в ми
тохондриях мозга в зависимости от типа этого фермента: активность 
МАО типа А возрастала во всех изученных отделах мозга, в то время 
как активность МАО типа Б заметно снижалась в коре больших по
лушарий и несколько меньше—в хвостатом ядре. Еще большие различия 
были выявлены при введении ПДС в качестве антистрессорного сред
ства. Так, ПДС в 2—4 раза увеличивал активность МАО типа А, сни
женную в митохондриях мозга в условиях действия стресса, тогда как 
активность МАО типа Б в этом случае, напротив, еще больше подавля
лась. В норме введение ПДС не изменяло внутриклеточное распределе
ние моноаминоксидазной активности, практически сосредоточенной в ми
тохондриальной фракции. При стрессорном. же состоянии, наряду со 
снижением активности МАО в митохондриях, была установлена значи
тельная ее активность в цитоплазме, а введение ПДС. хотя и не пол
ностью, предохраняло от этих сдвигов.

Еще более наглядны изменения в активности ГК. характеризующей
ся переменной внутриклеточной локализацией. Введение ПДС при стрес- 
сориом состоянии полностью предотвращало выход ГК из митохондрий. 
Это было убедительно подтверждено и при изучении солюбилизации ГК 
под влиянием КО. В этом случае введение ПДС не только полностью 
предупреждало вызываемое стрессом увеличение солюбилизации фермен
та, во даже проявлялось определенное удержание ГК митохондриями. 
Одновременно при введении ПДС способность митохондриальной мембра-
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ны к адсорбции ГК сохранялась на уровне нормы, тогда как в отсутствие 
ПДС при стрессе она уменьшалась в 3 раза. —

Таким образом, на двух моделях стрессорного состояния животных 
установлено влияние ПДС на активность и внутриклеточное распределе
ние ферментов (МАО и ГК), ассоциированных с наружной .мембраной 
митохондрий. В то же время с помощью радиоиммунного анализа выясне
но, что ПДС-подсбный материал содержится внутриклеточно, главным 
образом, в митохондриях, и показано проникновение ПДС через ГЭБ [13]. 
Эти данные могут свидетельствовать о прямом влиянии экзогенного ПДС 
на митохондрии ткани головного мозга, а также о мембранном эффекте 
ПДС, наиболее отчетливо проявляющемся при стрессорном состоянии 
организма. Выявленные нами различия в конечном результате действия 
ПДС на молекулярные формы МАО логично связать с разной прочно
стью их связи с митохондриальной мембраной. По мнению Горошинской 
[14], МАО типа Б имеет более устойчивую связь с митохондриями, чем 
МАО типа А. Значительная активация МАО типа А при введении ПДС 
в стрессорном состоянии, наиболее выраженная в субфракциях коры боль
ших полушарий мозга, позволяет думать, что ПДС может оказывать 
стресс-протективное и антиневротическое действие в условиях психомо
торного стресса.

Было также показано, что ПДС, наряду с известными метаболитами 
[15], может участвовать во внутриклеточном перераспределении ГК как 
фактор регуляции ее активности.

METABOLIC EFFECTS OF DELTA SLEEP INDUCING 
PEPTIDE IN STRESS

KHVATOVA E. M„ ’DOVEDOVA E. L„ ’«MIKHALEVA I. I.

Gorky Medical School, ’Brain Research Institute, All- Union Research 
Center of Mental Health, USSR Acad. Med. Sei. Moscow; ”M. M.

Shemyakin Institute of Eioorganic Chemistry, USSR Acad. Sei, Moscow'

In stress conditions the effect of delta sleep inducing peptide has 
been studied on the activity of brain MaO (both types) and hexokina- 
se aswell as on the content of serotonin and 5-hydroxyindolic acid in brain 
subcellular fractions. The serotonine level at all states studied does not 
differ from the control, the amount of 5-OIAA is increased, particularly 
in nucleus caudatus and brain cortex. The significant activation of MAO- 
A in some brain structures and in the whole brain is found; on the 
contrary the MAO-B activity is decreased. The DS1P infusion regulates 
the distribution of MAO-A between the mitochondria and cytoplasme, 
that changes in stress, and completely preserves stress-protective solubi
lization of hexokinase normalizing the ability of the enzyme to abso.be 
on mitochondrial membranes.
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УДК 612.766.2—08:612.822.1:[547.95:547.943]:

РЕАКЦИЯ ОПИОИДНОЙ СИСТЕМЫ ГОЛОВНОГО МОЗГА 
НА СТРЕСС И ЕЕ ЗАВИСИМОСТЬ ОТ СОСТОЯНИЯ 

КАТЕХОЛАМИНЕРГИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ
ТИГРАНЯН Р. А.

Институт по стандартизации и контролю лекарственных средств М3 СССР, Москва՛

В различных отделах головного мозга крыс (гипоталамус, средний и продолго
ватый мозг, гипофиз, стриатум) исследовали содержание ^-эндорфина. Ме1-, Ееи-эн- 
кефалина при воздействии однократной и многократно повторяемой иммобилизации.. 
Показано, что ответная реакция опиатных систем на иммобилизационный стресс 
особенно выражена в эмоциогенпых структурах мозга (гипоталамус и средний мозг) 
и гипофизе. Содержание опиоидных пептидов менялось в зависимости от длительности 
иммобилизации; наиболее выраженные изменения отмечались на 150-й мин. После 
ежедневной в течение 40 дней иммобилизации наблюдалось развитие адаптации к 
этому хроническому стрессорному воздействию. Внутрибрюшинное введение о-окси- 
дофамина (6-ОН-ДА) вызывало повышение концентрации опиоидов в большинстве 
структур мозга. Внутрижелудочковая инъекция 6-ОН-ДА не оказывала выраженного 
влияния на содержание опиоидных пептидов в исследованных тканях, но изменяла нап
равленность ответа опиатной системы при иммобилнзационком стрессе.

6$



Опиоидная система составляет одно из центральных звеньев меха
низма регуляции эндокринных, гемодинамических, болевых и поведенче
ских компонентов реакции организма на стрессорное воздействие [1—4]. 
Установлено, что в запуске и развитии стрессориой реакции важная роль 
принадлежит катехоламинергическим нейронам [5—6]. Иммупохнмиче- 
скими и электрофизиологическими методами показано тесное нейроанато- 
мическое [7—9] и функциональное [8, 10] взаимодействие между опиоид
ной и катехоламинергической системами. Установлено, что опиоидные 
пептиды значительно изменяют метаболизм и секрецию катехоламинов в 
ткани головного мозга [11]. Тем не менее вопрос о том, каким обра
зом осуществляется взаимодействие катехоламинергической и опиоидной 
систем при стрессе и какое влияние при этом оказывает возбуждение кате
холаминергических нейронов на опиоидные нейроны, изучен недостаточно.

В связи с этим нами были исследованы изменения содержания 
опиоидных пептидов в различных отделах головного мозга крыс при им- 
мобилизационном стрессе и роль катехоламинергических систем в наблю
даемых изменениях.

Материалы и методы

Исследования проводили на .крысах-самцах линии Wistar массой 250—300 г. 
Иммобилизацию (ИММ) создавали по усовершенствованному методу Seiye [12] 
путем фиксации животных на специальных .раздвижных металлических, столиках; 
эта модель сочетает эмоциональный (реакция освобождения) и физический стресс 
(мышечная работа) [13]. Осуществляли однократную ИММ продолжительностью 
5, 30 или 150 мин и повторяемую ИММ в течение 7 или 40 дней по 150 мин ежеднев
но. Содержание опиоидных пептидов при стрессе исследовали в условиях функциональ
ного -нарушения катехоламинергических систем путем введения 6-сксидофамина 
(6-ОН-ДА), который вызывает обратимую дегенерацию адренергических, а в мозгу— 
дофаминергических нейронов [14]. Периферическую десимпатизацию осуществляли 
внутрибрюшинным введением 6-ОН-ДА в дозе 200 mi/кг в изотоническом растворе 
NaCI с 0,2%-ной аскорбиновой кислотой: на 4-й день после введения препарата (или 
изотонического раствора NaCI с 0,2%-ной аскорбиновой кислотой) крыс подвергали 
150-минутной ИММ. Повреждения центральных катехоламинергических систем до
стигали введением под стеротаксическим контролем в III желудочек мозга 6-ОН-ДА в 
дозе 150 мкг в изотоническом растворе NaCI с 0,1 %-нои аскорбиновой кислотой; 150-ми
нутную ИММ проводили на 6-й день после введения препарата. Учитывая зависи
мость ответа опиатных систем на стресс от времени суток [15], крыс декапятировали 
в одно и то же время—в интервале 9—12 ч утра.

Определяли содержание Met-энкефалина (Met-Э), Leu-энкефалина (Leu-Э) и 3- 
эндорфина (3֊Э) в гипоталамусе, гипофизе, среднем и продолговатом мозгу, Met-Э 
и Leu-Э в стриатуме; исследуемые отделы мозга выделяли на холоду по специальной 
схеме [16]. Концентрацию-опиоидных пептидов определяли методом радиоиммуноло- 
гического анализа с помощью коммерческих наборов фирм „Immuno Nuclear Corpo
ration" и „Seragen" (США). Подготовка тканей для анализа описана ранее [17]. Ста
тистическую достоверность данных оценивали по t-критерию Стьюдента.
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Результаты и обсуждение

Контрольные значения, установленные у интактных животных, со
ставляли (в пмоль/мг сырого веса): стриатум—1,012±0,151 (Met-Э). 
0,453±0,45 (Leu-Э); гипоталамус—0,750±0,048 (Met-Э), 0,342=1=0,036 
(Leu-Э), 0,163=1=0,022 (0-Э); средний мозг—0,233±0,021 (Met-Э), 
0,088=4=0,009 (Leu-Э), 0,014=4=0,001 (Р-Э); продолговатый мозг—0,330=4= 
0,023 (Met-Э), 0,101±0,011 (Leu-Э), 0,018=4=0,003 (р-Э); гипофиз— 
0,696==0,057 (Met-Э). 0,365±0.049 (Leu-Э), 8,95±1,06 (Р-Э).

Показано, что 5-минутная .ИММ вызывала у крыс выраженное повы
шение концентрации Leu-Э и Р֊Э в среднем мозгу и гипофизе, Leu-Э 
в стриатуме (рис. 1. а). Изменений концентрации Met-Э не было отмече
но, что указывает на различия в характере реагирования Leu- и Met-эн- 
кефалинергических систем на кратковременный стресс. 30-минутная ИММ 
сопровождалась общей тенденцией к снижению уровня содержания опиоид
ных пептидов в большинстве исследованных структур головного мозга, 
особенно выраженному в гипоталамусе (рис. 1, б). Более длительная 
150-минутная ИММ приводила к значительному повышению содержания 
пептидов в гипоталамусе и энкефалинов в гипофизе, причем количество 
Met-Э и Leu-Э в гипоталамусе в 9.8 и 2,7 раза, в Leu-Э в гипофизе—в 3,7 
раза превышало контрольные величины. Концентрация [3-Э в гипофизе сни
жалась по сравнению с контролем в 2,6 раза (рис. 1. в). Таким образом, 
содержание опиоидных пептидов зависело от длительности ИММ, то есть 
от интенсивности стрсссорного воздействия.

Повторяемая ежедневно в течение 7 дней ИММ приводила к повыше
нию содержания Leu-Э в стриатуме и среднем мозгу (рис. 1, г). Следует 
отметить, что в этой серии опытов изменения содержания опиоидов в ги
поталамусе и гипофизе, наблюдавшиеся после однократной ИММ, ниве
лировались, что указывает на развитие адаптационных процессов в этих 
отделах мозга.

Животные, которых подвергали ИММ ежедневно в течение 39 дней, 
на 40-й день были разделены на 2 группы: 1) без ИММ в день забоя 
(адаптированный контроль) и 2) после 150-минутной ИММ. У крыс 
адаптированного контроля отмечалось снижение содержания Leu-Э я Р֊Э 
в гипоталамусе и продолговатом мозгу, Leu-Э в гипофизе и Met-Э в про
долговатом мозгу (рис. 2, а). После 40-й ИММ концентрация 
опиоидных пептидов не отличалась от показателей интактных животных, 
а уровень Met-Э в гипофизе даже значительно (в 2.5 раза) превышал 
контрольные значения; при этом наблюдалось повышение (по сравнению 
с адаптированный контролем) содержания Alet-Э и Leu-Э в гипофизе и 
AAet-Э в продолговатом мозгу (рис. 2, о).

В последующей серии опытов была изучена реакция опиатной систе
мы на воздействие ИММ при изменении функционального состояния ка- 
техоламинергическои системы мозга и периферической адренерги ։ескси 
иннервации.

В опытах с периферическим введением 6-ОН-ДА у животных, кото
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рым предварительно вводили изотонический раствор, ИММ приводила к՜ 
выраженному повышению концентрации опиоидных пептидов в гипотала
мусе и Ьеи-Э в гипофизе, а также к понижению содержания 0-Э в гипо
физе (рис. 3, А, а); эти данные соответствуют полученным нами резуль
татам при 150-минутной ИММ (рис. 1, в). Симпатэктомированные жи
вотные (то есть животные, получившие 6-ОН-ДА) проявляли выражен
ную агрессивность по отношению друг к другу, при этом отмечалось по-

Рис. /. Содержание опиоидных пептидов в головном мозгу крыс при 5- 
(а), 30- (б), 150- (в) и 7Х 150-мину гной (г) иммобилизации. 7—стриа
тум, 2—гипоталамус, 3—средний мозг, 4—продолговатый мозг, 5—гипо
физ; □ -.Met-энкефалин, i)fi—Leu-энкефалин, Щ — fl-эндорфин. ++-до- 

стоверные отличия по сравнению с контролем, ф —по сравнению с ггреды 
душим сроком обследования. По оси ординат содержание опиоидных пеп

тидов в % от контроля, принятого за 100%.

вышение концентрации Ьеи-Э в стриатуме, Ме1-Э в среднем мозгу, а так
же р-Э в гипоталамусе, среднем и продолговатом мозгу (рис. 3, -4, б). 
После ИММ у десимпатизированных крыс уровень содержания опиоидов 
в среднем и продолговатом мозгу оставался повышенным, содержание эн
кефалинов в гипофизе и Ме1-Э в гипоталамусе возрастало, а концентрация 
Ьеи-Э в стрйатуме и |3-Э в гипоталамусе снижалась до контрольных вели
чин (рис. 3, А, в). Таким образом, нарушение периферической адренерги
ческой иннервации приводило к изменениям содержания опиатных пеп
тидов в головном мозгу; при этом менялся также характер стрессорной 
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■реакции, в -частности наблюдали активацию опиоидов ствола мозга, не 
•обнаруживаемую при .ИММ у обычных животных.

При внутрижелудочковом введении 6-ОН-ДА ИММ у животных, ко
торым предварительно вводили изотонический раствор, приводила к по
вышению содержания энкефалинов в гипоталамусе и Ьеи-Э в гипофизе 
(рис. 3. Б, а), то есть в отличие от данных предыдущей серии эксперимен
тов (рис. 3, А, а) у них не обнаруживались изменения в эндорфинергиче-

Рис. 2. Содержание опиоидных псптидоз (в % от контроля) при адапти
рованном контроле (а) и 40Х 150-минутной (6) иммобилизации. Обозна

чения те же, что и на рис. 1

ской системе гипоталамуса и гипофиза, что, по-видимому, является след
ствием хирургического (стереотаксического) вмешательства. Введение 
6-ОН-ДА не сопровождалось изменениями содержания опиоидных пепти
дов в исследованных структурах мозга, за исключением повышения кон
центрации Ме1-Э в гипоталамусе (рис. 3, Б, б). После ИММ у десимпати- 
зированных животных было обнаружено снижение содержания 0-Э в ги

поталамусе,'среднем и продолговатом мозгу, повышение содержания Ьеи-Э 
в стриатуме и особенно (в 2,9 раза) МеЬЭ в гипоталамусе (рис. 3, Б, в). 
Таким образом, при катехоламинергической депривации головного мозга 
изменения опиоидов при стрессе имели иную, чем у обычных животных, 
направленность, особенно выраженную в каудальных отделах головного 
мозга.

Полученные нами данные свидетельствуют о том, что изменения со
держания иммунореактивных опиоидных пептидов при ИММ особенно 
выражены в эмоциогенных структурах головного мозга (гипоталамус и 
средний мозг) и в гипофизе и зависят от длительности воздействия. Наб
людаемые колебания количества опиоидов свидетельствуют об определен
ных адаптационных перестройках в системах синтеза и утилизации этих 
пептидов, а также о внутринейрональном перераспределении опиоидов по 
мере продолжения ИММ. Кратковременное повышение концентрации 
Р-Э и Ьеи-Э в структурах мозга, содержащих окончания пептидергиче
ских нейронов, сменяется к ЗО-й мин. ИММ снижением количества опиои
дов. Понижение концентрации опиоидов в гипоталамусе согласуется с 
данными других авторов, применявших 30—60-минутные стрессорные воз
действия [18—20]. Оно может быть вызвано усиленным высвсбожде- 
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нием пептидов из секреторных гранул и/или оттоком их в другие отделы 
мозга. Резкое повышение содержания опиоидов в гипоталамусе на 150-й 
мин ИММ свидетельствует об активации синтезирующей функции опиат
ных нейронов при стрессе, длительность которого сравнима с временем 
процессинга р-Э из преформы проопиомелаиокортина [21]. Следует от
метить, что выявленная нами волнообразная динамика изменений содер
жания опиоидов в течение стрессорного воздействия может являться од
ной из причин расхождения данных литературы, так как разные авторы 
применяли стрессорные стимулы неодинаковой интенсивности и длитель
ности.

Рис 3. Содержание опиоидных пептидов (в % от контроля) у иммобили
зированных крыс при внутрибрюшинном (А) и внутрижелудочковом (Б) 
введении 6-оксидо(рамина (6-ОН-ДА); а—изотонический раствор + иммоби
лизация. б_ 6-ОН-ДА, в—6-ОН-ДА + иммобилизация. © —достоверные
отличия по сравнению с контролем, + 4----по сравнению с десимпатизиро-

ванными животными. Остальные обозначения те же, что и на рис. 1
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Значительный интерес вызывает снижение содержания Leu-Э .1 £-3՜ 
в отделах мозга хронически стрессированных крыс (рис. 2, а). Вслед
ствие того, что активация энкефалиназ в нервной ткани при хронических 
болевых воздействиях маловероятна [22], можно предположить, что при 
длительно повторяемом стрессе уменьшается продукция опиоидных пеп
тидов. Данное предположение согласуется с результатами работы 
McGivern и соавт. [23], в которой на 21-й день электроболевого стресса 
концентрация энкефалинов в головном мозгу крыс была снижена на 
40—50%.

Опиоидная система относится к системам, обеспечивающим резистент
ность организма к стрессу [1—4]. Достаточно хорошо известна и роль 
катехоламинов в развертывании стрессорной реакции и в патогенезе стрес
са [5, 6]. Опиоидные пептиды замедляют метаболизм и выброс норадре
налина [10] и уменьшают пресинаптическую норадренергическую актив
ность [24]. По-видимому, выявленное нами на 150-й минуте ИММ уси
ление синтеза опиоидов направлено па торможение чрезмерной активно
сти катехоламинергических нейронов и нормализацию (в определенной 
степени) количества катехоламинов в мозгу при стрессе. Это предполо
жение согласуется с гипотезой [10, 25] об ослаблении опиоидами эмоцио
нальных проявлений стресса путем уменьшения индуцированного при 
стрессе метаболизма норадреналина в эмоциогенных отделах мозга. В 
свою очередь, снижение концентрации опиоидов при многократно повто

ряемой ИММ (рис. 2), наряду с увеличением при этом синтеза катехола
минов [5], может быть причиной возникновения состояния нервного 
истощения при хронических стрессах.

Содержание опиоидов в мозгу животных зависело от состояния сим-' 
патическои нервной системы—блокада нейроэффекторной передачи (при 
периферическом введении 6-ОН-ДА) приводила к выраженным измене
ниям уровня содержания пептидов в мозгу, которые могли быть вызваны 
увеличением содержания адреналина в крови у десимпатизированных крыс 
при 150-минутпой ИММ [13].

Результаты серии наших опытов с интравентрикулярной инфузией 
6-ОН-ДА позволяют заключить, что в норме влияние катехоламинерги
ческих нейронов на опиоидную систему мозга незначительно. Повышение 
же количества опиоидов у крыс при стрессе наступает в ответ на возбуж
дение катехоламинергических нейронов и не имеет места при блокаде ка- 
гехоламинергических терминалей.

Таким образом, результаты проведенных исследований дают основа
ние полагать, что фактором, обусловливающим повышение концентрации 
опиоидов в мозгу, является активация катехоламинергической системы моз
га. Анализ собственных и литературных [5, 10, 25] данных позволяет 
предположить, что вызванные стрессом количественные изменения опиои
дов направлены на защиту катехоламинергических систем мозга от пере
напряжения в экстремальных условиях. Снижение содержания опиоидов 
при многократно повторяемой ИММ может быть важным фактором нару
шения функциональной устойчивости нервной системы животных при 
длительно действующих стрессорах.
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REACTION OF BRAIN OPIOID SYSTEM ON STRESS AND ITS 
DEPENDENCE FROM STATE OF 
CATECHOLAMINERGIC SYSTEM

TIGRANIAN R. A.
Institute for Standardization and Control of Drugs, USSR 

Ministry of Health, Moscow

The content of 3-endorphin met-and leu-enkephalin was measured 
in various brain parts (hypothalamus, midbrain, medulla oblongata, hy
pophysis, striatum) of rats exposed to single and repeated immobiliza
tion. The reaction of the opiate system to immobilization was very 
distinct in the emotiogenic brain structures (hypothalamus and midbrain) 
and hypophysis. The content of opioid peptides varied as a function of 
the immobilization time, with the most pronounced changes occurring 
at the 150th min. After daily immobilization repeated 40 times adapta
tion to the chronic stress stimulus developed. 6-Hydroxydopamine (6- 
HODA) i. p. resulted in increase in the opioid content in the majority 
of brain regions; 6-HODA i. v. did not affect essentially the level of 

•opioid peptides in the tissues investigated, but changed the pattern of 
the opioid system reaction to immobilization stress.
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РОЛЬ И-АЦЕТИЛ-Ь-АСПАРАГИНОВОЙ КИСЛОТЫ В 
МЕХАНИЗМЕ ДЕЙСТВИЯ

НЕЙРОМЕДИАТОРНЫХ АМИНОКИСЛОТ
ЛПРИКЯН Г. В., КНАРЯН В. А., ШАГИНЯН В. А., АХВЕРДЯН Э. С.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Исследовано влияние Х’-ацстил-Ь-аспарагиновон кислоты (ЫААК) на высокоаф- 
финиши захват нейромедиаторных аминокислот (аспарагиновой, глутаминовой и 
ГАМК) обогащенными фракциями нейронов, глии и синаптосом головного мозга крыс. 
Показано, что №ЛАК заметно подавляла захват дикарбоновых аминокислот указанными 
фракциями, но не влияла на захват ГАМК. Ингибирование захвата аспарагиновой кис
лоты слнаптосомнои фракцией под действием ЫААК носила конкурентный характер. 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что ПАЛК является природным ин
гибитором захвата возбуждающих нейромедиаторных аминокислот.

1Ч-ацетил-Ь-аспарагиновая кислота (ХААК) была обнаружена в го
ловном мозгу животных Та Пап и соавт. в 1956 г. [1]. Количество этого 
нейроспецифического соединения в мозгу птиц и млекопитающих состав
ляет 80—110 мг%, У рыб и черепах—11 —16 мг%, в мозгу лягушек и в 
нервной ткани беспозвоночных содержание \ААК незначительно [2]. 
Самое высокое содержание ИААК было установлено в сером веществе 
головного мозга—124 мг%, а самое низкое֊—в корешках спинного мозга--- 
48 мг% [2]- Количество КЛАК, в сером веществе мозга в 2 раза больше, 
чем в белом; в спинномозговой жидкости не обнаружена.

При фракционировании мозговой ткани 59% глутаминовой кислоты 
(ГК), 47% аспарагиновой кислоты (АК) и 52% КААК обнаруживалось 
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в растворимой фракции и соответственно 23, 39 и 39%—в грубой мито
хондриальной фракции. Субфракциоиироваиие последней показало ана
логичное с возбуждающими нейромедиаторами распределение NAAK с 
преимущественной локализацией в синаптосомах. Распределение ГК. АК 
и .ХААК в процентах в очищенных митохондриях соответственно состав
ляло 27, 7 и 23%, а в синаптосомах—50, 85 и 61% [3]. Преимуществен
ное распределение NAAK в синаптосомах по сравнению с митохондриями 
указывает на ее непосредственное отношение к передаче нервного импульса.

Goldstein [4] выделил из головного мозга и частично очистил фер
мент аспартикоацетилазу. ацетилирующую исключительно АК. Примеча
тельно, что задолго до открытия NAAK Birnbaum и соавт. [5] установи
ли. что в почках ацилазой I подвергаются гидролизу ацетилпроизводяые 
всех аминокислот, кроме NAAK, а ацилазой II из всех ацетилпроизводных 
аминокислот подвергается гидролизу только NAAK.

Роль NAAK в организме животных остается окончательно невыяс
ненной. По мнению Tallan [2], она принимает определенное участие в 
сохранении ионного равновесия в НС как источник анионов. Хотя мече
ные предшественники (глюкоза, ацетат) слабо включаются в NAAK, тем 
не менее, в определенных экспериментальных условиях было показано 
значительное включение метки в молекулу NAAK [6]. Период полужизни 
NAAK. составляет 12 ч [7]. По данным Оганесяна [8J. NAAK является 
эффективным источником ацетата для синтеза ацетилхолина. Следует так
же отметить, что NAAK активирует глутаминазу I головного мозга [9].

При возбуждении, вызванном кофеином (2,5—7.5 мг/100 г живой 
массы), количество NAAK в мозгу белых мышей заметно понижалось 
[101. Введение ганглиоблокатора—ганглерона (4 мг/100 г живой массы) 
вызывало аналогичный эффект. Отмечено также заметное снижение коли
чества NAAK в мозгу белых мышей после вынужденного плавания [10] 
и у агрессивных мышей [11]. Возможно, при возбуждении ЦНС NAAK 
подвергается усиленному гидролизу, а образовавшиеся АК и ацетат, 
окисляясь, могут служить дополнительным источником энергии для дея
тельности мозга. В пользу этого заключения свидетельствуют данные о 
том, что при инкубации срезов коры больших полушарий головного мозга 
добавление NAAK приводило к заметному усилению поглощения Оз эти
ми срезами [12].

Имеются сведения о том, что гистамин, норадреналин, серотонин и 
дофамин уменьшают количество NAAK в срезах головного мозга. Учиты
вая, что гистамин, норадреналин и серотонин (но не дофамин) увеличи
вали содержание З^б'-сАМР в срезах коры больших полушарий морских 
свинок [13, 14], Reichelt и соавт. [15] исследовали вероятную роль 
сАМР в снижении содержания NAAK. Ингибирование фосфодиэстеразы 
сАМР кофеином приводило к некоторому уменьшению количества NAAK. 
Активирующий аденилатциклазу NaF в препаратах мозга крыс с разру
шенными клетками [16] не изменял концентрацию NAAK [15]. Хотя 
аденозин является наиболее эффективным стимулятором образования 
сАМР [17. 18]. Reichelt и соавт. наблюдали лишь слабое увеличение со
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держания NAAK под его действием. Эти авторы пришли к выводу, что 
действие нуклеотидов на NAAK не прямое [15].

Недавно было показано, что наряду с АК и ГК NAAK в условиях 
in vitro значительно повышала количество сАМР в коре больших полу
шарий [19]. Имеются сведения также о том, что NAAK является анта
гонистом возбуждающих нейромедиаторов—АК и ГК [20]. Ингиби
рующий эффект NAAK на связывание АК с постсинаптичекими рецеп
торами [21] является дополнительным свидетельством синаптической 
активности NAAK

Материалы и методы

Объектом исследовании служил головной мозг половозрелых белых крыс, содер
жавшихся на обычном пищевом рационе вивария. Обогащенные фракции нейронов и 
глии получали по ранее описанному методу [22]. Синаптосо.мы выделяли по Hajos 
[23]. Конечный осадок обогащенных фракций нейронов и глии и синаптосом суспен
дировали в 0,32 М сахарозе. Состав среды поглощения (конечные концентрации в 
ммоль): трис-НС! буфер, pH 7,4-25; NaCl-127,2; KCI-5; СаС13—2,7; MgSO4-l,3; 
глюкоза—11,1.

Захват аминокислот изучали инкубированием проб в атмосфере воздуха ври по
стоянном встряхивании и температуре 373 в течение 20 мин. Пробы содержали 0.9 мл 
среды поглощения, 0.1 мл соответствующей фракции, содержавшей 100 мкг белка, не
меченые аминокислоты н конечной концентрации 10~5М, аминооксиуксусную кислоту 
(АОУК) в тон же концентрации для подавления трансаминирования и 0,05 мкКи/ыл 
соответствующих меченых 14С-аминокислот; NAAK добавляли в конечной концентра
ции 10 М. Реакцию останавливали добавлением 1 мл холодной среды поглощения. 
Фракции осаждали центрифугированием при 4000 об/мин в течение 15 мин яри 4\ 
ладосадочную жидкость декантировали, осадок растворяли протозолом или дзмстил- 
сульфоксидом. Радиоактивность измеряли, используя сцинтилляционную жидкость 
Брэя, на жидкостном сцинтилляционном счетчике «Intertcchnique SL-4221» (Франция). 
Степень захвата аминокислот выражали величиной распад/мин/мг осадка, деленной на 
величину распад/мин/мкл среды. Белок определяли по методу Lowry и соавт. [24] в 
модпфикаци Hess и Lewin [25].

В опытах использовали NAAK, АК, ГК, ГАМК и АОУК „Sigma", США (чис
тота NAAK составляла 99,82%), радиоактивные ։։С-АК (140 мКи ммоль) (ЧССР), 
«С-ГК (200мКи/ммоль) (ЧССР), «С-ГАМК (11,8 мКч.ммоль)(Венгрия).

Результаты и обсуждение

В течение ряда лет в нашей лаборатории изучается роль ПААК в 
передаче нервного импульса в ЦНС животных. Первые работы были выпол
нены на обогащенных фракциях нейронов и глии головного мозга белых 
крыс. Полученные результаты показали, что ИААК в концентрации 
1 мМ ингибировала высокоаффинный захват 14С-АК фракцией нейронов 
(рис. 1, а) и фракцией глии (рис. 1, б) на 25,8 и 37% соответственно. 
Вызывает интерес то, что неприродное соединение Х'-ацетил-Ь-аспарагин 
в той же концентрации оказалось неэффективным, в то время как аспа
рагин проявил ингибирующее действие в обоих фракциях , (на 27%). 
Изучение действия №ААК на захват 14С-АК синаптосомной фракцией 
(рис. 1, в) показало, что ХААК в той же концентрации ингибировала 
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процесс захвата еще сильнее (на 46,8%). В указанных эксперименталь
ных условиях NAAK ингибировала захват синаптосомами В * * * * * 14С-ГК не
сколько интенсивнее, чем 14С-АК (на 54%), но не оказывала заметно
го влияния на захват тормозного медиатора ГАМК. Таким образом, 
нами установлено, что NAAK является природным ингибитором захвата 
возбуждающих нейромедиаторных аминокислот—АК и ГК. Использо
ванная величина концентрации NAAK является физиологической, так 
как расчеты по данным Reichelt и соавт. [3] показали, что содержание 
NAAK в синаптосомной фракции составляет 1,3 мМ.

В следующей серии экспериментов было установлено (рис. 2), что 
по мере увеличения концентрации МААК в среде инкубации синаптосом
ингибирующий эффект возрастал. При концентрации КТААК 5 мМ зах
ват 14С-АК оказался почти полностью ингибированным. Величины 1С-»о.
полученные для захвата 14С-АК и 14С-ГК синаптосомной фракцией го
ловного мозга белых крыс, имели близкие значения, равняясь соответ
ственно 3,0 и 2,4 мМ. Кинетический анализ захвата 14С-АК синаптосом
ной фракцией показал (рис. 3), что ингибирование захвата под дейст
вием ЫААК носило конкурентный характер. Так, К т захвата 14С-АК в 
контроле составляла 10 мкМ, а в присутствии ЫААК—20 мкМ. Макси
мальная скорость захвата при этом не менялась и была равной
11,1 нмоль/мг белка/5 мин. Таким образом, сродство |4С-АК в присут
ствии ИААК снижалось вдвое.

Было проверено также влияние фторпроизводного ПААК—фтора- 
цетиласпарагиновой кислоты—ГЫААК* на захват 14С-АК и |4С-ГК. 
ЕКААК оказывала аналогичное с ЫААК действие, но несколько превос-

ствием 1 мМ NAAK (2), \:-ацетил-Ь-аспарагина (3) и аспарагина (4); 
захват >+С-АК (I), “С-ГК (II) и ИС-ГАМК (III) синаптосомной фрак
цией (в) под действием 1 мМ NAAK. По оси ординат—отношение захвата 

в распад/мин/мг осадка к величине распад/мии/мкл среды
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ходившее эффект последней; РХААК также не оказывала влияния на 
захват 14С-ГАМК.

Таким образом, в настоящее время можно считать доказанным, что 
КА А К является регулятором содержания сАМР, ингибитором связы-

Рис. 2. Величины 1С50 захвата 14С-ГК (1) и 14С-АК (2) синаптосомной 
фракцией головного мозга белых крыс под действием ХААК в возрастаю
щей концентрации: 1С50 (1)=-2,4 мМ; 1С50 (2) —3 мМ. По оси абсцисс— 
концентрация ХАЛК, в мМ; по оси ординат—ингибирование захвата, в %.

Рис. 3. Кинетика захвата 14С-АК синаптосомной фракцией головного моз
га белых крыс по Лайнуиверу-Берку в отсутствие (1) и в присутствии (2) 
ХАЛК (3 мМ). По оси абсцисс—величины 1/[АК], (мкМ)՜1; по оси ор
динат—количество 1֊‘С-АК (имоль/мг белка/5 мин)՜1. К|П (1) =

Ю мкМ; Кт (2) = 20 мкМ; У=11,1 нмоль/мг белка/5 мин

вания 1'С-АК с соответствующими постсинаптическими рецепторами 
[19, 21], а также природным ингибитором захвата возбуждающих ней
ромедиаторных аминокислот—АК и ГК.

ROLE OF. N-ACETYL-L-ASPARTIC ACID IN THE MECHANISM 
OF ACTION OF NEUROTRANSMITTER AMINO ACIDS

APR1KIAN G. V., KNAR1AX V. A., SHAHIXIAN V. A., AKHVERDIAN E. S.
1 nstitute of Biochemistry Arm. SSR Academy of Sciences, Yerevan

A new effect of N-acetyl-L-aspartic acid (NAA) is established: it 
depresses the high affinity uptake of Asp and Gin in enriched neuro
nal and glial fractions, and especially in synaptosomes. NAA does not 
affect the uptake of GABA. It' was found that NAA inhibited compe
titively the uptake of Asp by synaptosomes. N-acetyl-L-asparagine 
Joes not affect the uptake of neu retransmitter amino acids.

* FNAAK синтезировал сотрудник нашего института Я. В. Возный
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УДК 577.112:612.82

СПЕЦИФИЧЕСКИЕ БЕЛКИ ПРОМЕЖУТОЧНЫХ ФИЛАМЕНТОВ 
В НОРМАЛЬНОЙ НЕРВНОЙ ТКАНИ И В ОПУХОЛЯХ 

ГОЛОВНОГО МОЗГА

БЕРЕЗИН В. А.. ШЕВЧЕНКО Г. М.. *БУНЯТЯН Г. Г.. 
•♦ХАЛАНСКИЙ А. С.. НЕДЗВЕЦКИЙ В. С.

Кафедра биофизики и биохимии Днепропетровского государственного университета; 
"Институт биохимии АН Ар.мССР, Ереван;

'•Институт морфологии человека АМН СССР. Москва

В нормальней нервной ткани и в опухолях головного мозга изучали образующий 
промежуточные филаменты глиальный фибриллярный кислый белок (ГФКБ). Уста
новлено. что п ткани мезга присутствуют .ю крайней мере две системы деградации 
ГФКБ—Са2 +-активируемый путь и лизссомпая система. Выявление деградации ра
створимой формы ГФКБ лизоссмным катепсином О. приводящей к исчезновению им
мунореактивное™. указывает на то, чго расщепление ГФКБ происходит в средней, 
коровой части его молекулы, где сосредоточены антигенные детерминанты. Содержа
ние ГФКБ в разных перевиваемых опухолях мозга крысы, ведущих свое происхожде
ние от одного первично индуцированного новообразования, сильно варьировало по ве
личине от пассажа к пассажу. ГФКБ-положитсльные клетки были обнаружены как в 
самих опухолях, так и в прилегающей к ним пенстрирующей реактивной астроглии. 
Растворимость и степень деградации ГФКБ не находились в прямой зависимости. В 
опухолях мозга человека астроцитарного генеза в отличие от перевиваемых экспери
ментальных глиом были выявлены сильно деградированные полипептиды ГФКБ в об
ласти 37 кД и ниже.

Для различных типов клеток нервной ткани характерен особым об
разом организованный цитоскелет, который представлен структурами 
различного диаметра — микротрубочками (25 км), микрофиламептами 
(5—6 нм) и промежуточными филаментами ( 10 нм). Если первые две 
микроструктуры образованы белками, присутствующими в основном во 
всех типах клеток животных, то для белков, которые формируют про
межуточные филаменты, характерна тканеспецифичность. Различные ти
пы клеток нервной ткани нейроэпителиального генеза экспрессируют 
три разных белка, формирующих промежуточные филаменты—триплет 
белков нейрофиламентов, глиальный фибриллярный кислый белок 
(ГФКБ) и виментин [1]. К собственно нейроспецифнческим компонен
там относятся белки нейрофиламентов и ГФКБ. Виментин свойствен 
главным образом клеткам мезенхимного происхождения. В ранний пе
риод эмбрионального развития, когда еще отсутствуют астроциты, глио
бласты и эмбриональная радиальная глея экспрессируют виментин. 
Созревание глин характеризуется заменой экспрессии виментина на син
тез специфического I ФКБ, характерного для зрелых астроцитов |2]. 
Большинство нейронов содержат нейрофиламентные белки с величиной 
Мг 70, 160 и 210 кД- В периферической НС отростки реактивных шван

новских клеток содержат как виментин (основной компонент), так и 
ГФКБ.

Функции промежуточных филаментов не совсем понятны. Прсдпо-
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лагается, что в нейронах они участвуют в медленном: аксональном. то
ке, но при этом требует объяснения факт отсутствия.промежуточных фи
ламентов в гранулярных клетках. Промежуточные филаменты отсутст
вуют также в олигодендроглии. На этом основании некоторые ав
торы высказывают сомнение относительно главной их функции—цито- 
скелетнои и предполагают, что белки промежуточных, филаментов вов
лечены в регуляцию генной экспрессии [2].

Хотя метаболизм белков промежуточных филаментов в клетках 
нервной ткани недостаточно изучен, известно, что они подвергаются 
быстрой специфической деградации под действием кальпаинов—Са2 1 - 
активируемых протеиназ мозга [3]. Возможно, что протеолиз белков 
промежуточных филаментов in vivo связан с регуляцией их функции в 
клетке. Наиболее интенсивно in situ протекает протеолиз ГФКБ, при
чем деградации подвергается N-^онцевой домен [4]. Нами была уста
новлена деградация как интактного филаментного (49 кД), так и раст
воримого (с деградированным в результате автолиза N-концевым до
меном) ГФКБ (Мг 37 кД) очищенной внутриклеточной лизосомной 
протеиназой—катепсином D [5]. Поскольку регистрацию деградации про
водили иммуноэлектрофоретически и при действии фермента на раство
римый ГФКБ наблюдали значительное уменьшение площадей иммуно
преципитатов. то можно заключить, что катепсин D расщепляет раст
воримый ГФКБ в средней, коровой части, где сосредоточено большин
ство антигенных детерминант. Оптимум pH такой деградации равен 
3,0. С другой стороны, деградация филаментного ГФКБ при pH 3—4- 
приводила к солюбилизации специфического белка—появлению раство
римой при pH 8.0 формы, обладающей иммунореактивностью. Следова
тельно, катепсин D способен расщеплять связи в филаментном белке не 
только в коровой области. Можно предположить, что катаболизм про
межуточных филаментов in vivo протекает с участием лизосомного пути.

В последние 5—6 лет белки промежуточных филаментов привле
кают пристальное внимание онкологов, поскольку при малигнизации кле
ток различного генеза сохраняется специфичность синтезируемых в них 
белков. Цитокератин синтезируется карциномами, десмин—рабдомиосар
комами. внментин—немышечными саркомами, лимфомами, нейрофпла- 
ментные белки—ганглионейробластомами, ГФКБ—глиомами [6]. Выяв
ление ГФКБ как глиального маркера в опухолях мозга человека нашло 
достаточно широкое применение п нейроопкологической практике при 
гистологическом типнрованнн биопсийных образцов. Однако проведенное 
нами сравнительное исследование различных нейроспецифичсских мар
керов (в том числе и ГФКБ) показало, что в злокачественных опухо
лях—глиобластомах, медуллобластомах—ГФКБ часто отсутствовал, в тс 
время как другие белки (например, гликопротеин Д2) являются более 
специфическими маркерами нейроэпителиальных опухолей [7. 8].

Типирование с помощью глиоспецифических маркеров перевиваемых 
глиом лабораторных животных имеет большое- значение при испытании 
противоопухолевых химиопрепаратов. Представленные на рис. I данные- 
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свидетельствуют о том, что распределение ГФКБ между разными опу
холями. ведущими свое происхождение от одного первично иидуциро- 
ванного новообразования, сильно варьировало по величине от пассажа 
к пассажу. Опухоли, принадлежавшие к одному пассажу, но выросшие 
у разных животных, часто содержали близкое количество ГФКБ. тог
да как у группы штаммов злокачественных глиом имели место резко 
выраженные колебания концентрации ГФКБ между соседними пасса
жами. Проведенное нами гистохимическое (методом непрямой иммуно
флуоресценции) изучение распределения ГФКБ в глиомах крысы пока

пассами

г.-ио&астома 35-54
‘01-3 глиобластома 11-19
и-4-5 злокачественная глиома 7- 9
к-9-2 злокачественная глиома 6-8
'4-60՜ •2л сна чес таенная 

зпенднмолю 3-12,14
14-60-1 Некачественная 

^-.елдимомз 5-6
'4-36-6 Злокачественная 

эпендимома 5-7
’* -.-г Злокачествен* ал 

япендммомо 5՜, 8-70
л•_ ■ .О злокачественная

слигоастроии томе 7,8,14,15: •скачествснкая 
астроцитома Л/10-20-* з.-окачес геенна л
астроцитома У 17,18

Рис. 7. -Вариабельность содержания глиального фибриллярного кислого бел
ка (ГФКБ) в отдельных перепиваемых глиомах крыс в зависимости от 
пассажа. По осн абсцисс—содержание ГФКБ и опухолях, выраженное 

в ',о от концентрации этого белка в нормальной ткани мозга крысы

зало, что в большинстве своем ГФКБ-продуцирующие клетки находи
лись па границе опухоли и здоровой ткани мозга. В более доброкачест
венных опухолях были видны россыпи отдельных клеток в паренхиме, 
значительное свечение вокруг сосудов. Основная трудность в решении 
вопроса о присутствии ГФКБ в перевиваемых глиомах заключается в 
невозможности в большинстве случаев точного различения нормальных 
реактивных и опухолевых астроцитов. Вероятнее всего, определяемый 
иммунохимическнми методами в ткани опухоли ГФКБ можно отнести 
как к ГФКБ, экспрессируемому собственно клетками опухоли, так и к 
ГФКБ прилегающей и пенетрирующей реактивной астроглии (реактив
ный глиоз). Зоны с реактивным глиозом при иммунофлуоресцентной 
реакции светятся гораздо более интенсивно, чем клетки опухоли и даже 
нормальная ткань мозга. Возможно, это связано не только с различной 
концентрацией ГФКБ-положительных клеток, но и с особенностями ор
ганизации ГФКБ-содержащи.х, промежуточных филаментов в реактивных 
клетках астроглии и собственно глиомах.

В ряде работ было показано, что ГФКБ нормального мозга и его 
опухолей иммунологически идентичен [9]. На этом основании принято
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считать, что изменения ГФКБ в опухолях, касаются, только нарушения* 
его экспрессии. В то же время нами установлено, что отношения нера
створимой и растворимой в буфере с низкой ионной силой форм ГФКБ 
в мозгу и в его опухолях могут сильно отличаться. В опухолях эти ве- 
хичины крайне непостоянны. В некоторых астроцитомах и анапластиче
ских астроцитомах соотношение нерастворимой и растворимой форм мо
жет быть выше в 1000 и более раз, чем в белом веществе нормального 
взрослого мозга. В других случаях значительно превалировала раствори
мая форма. Для многих глиобластом характерным было практически 
полное отсутствие иммунологически определяемого ГФКБ [8].

Разделение филаментного и растворимого ГФКБ только на основе 
их различной растворимости в гипотоническом буфере при pH 8,0 не 
совсем точно отражает истинное отношение этих двух форм белка проме
жуточных филаментов. Нами было показано [10], что иммуноблотинг 
препарата нерастворимого ГФКБ мозга человека выявляет серию поли
пептидов. среди которых есть деградированные формы филаментного 
белка в области 37 кД и выше и интактный, по-видимому, собственно 
филаментный ГФКБ с Мг 49 кД. Следовательно, растворимость и сте
пень деградированности (определяемая по величине Мг ) не находятся1 
в прямой зависимости. Полипептиды в области 37—49 кД характерны 
как для растворимой, так и нерастворимой форм ГФКБ. Это связано, 
по-видимому. с тем. что автолиз ГФКБ протекает с участием несколь
ких протеолитических систем, различающихся по специфичности дейст
вия.

В- связи с вышеизложенным, интерес вызывают данные по изучению 
полипептидного состава ГФКБ в гистотипически различающихся опу
холях мозга. На рис. 2 представлены результаты иммуноблотннга эк
страктов нормального головного мозга крысы, человека, быка, опухолей 
мозга человека и перевиваемых опухолей мозга крысы, содержащих ра
створимую и нерастворимую в буфере с низкой ионной сило։։ формы 
ГФКБ. Обращает на себя внимание то. что экстракты мозга крысы я 
быка содержали значительно меньше деградированных полипептидов 
ГФКБ в области 37—49 кД по сравнению с экстрактом мозга человека 
и совсем нс содержали полипептидов с М г ниже 37 кД. Это связано, 
видимо, с тем, что пробы мозга человека подвергались автолизу в те
чение довольно значительного времени (6 8 ч).

Растворимые и нерастворимые препараты ГФКБ экспериментальных 
опухолей мозга крыс также представлены ограниченным числом поли
пептидов. В глиоме Сб полипептид с Мг 49 кД при используемых кон
центрациях белка нс выявляется.

Препараты нерастворимой в буфере с низкой ионной силой формы 
ГФКБ астроцитом и олигодендроастронитом представлены серией поли
пептиде* в области 37—49 кД, тогда как растворимая форма специфи
ческого белка, помимо главного полипептида с Л1Г 49 кД, содержала зна
чительное количество сильно деградированных полипептидов с Мг ниже* 
37 кД. Нерастворимая форма ГФКБ глиобластомы содержала только
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Рис. 2. Иммупоблотинг ГФКБ проб опухолей мозга после разделения соот- 
пстствуюп1НХ экстрактов электрофорезом п ПААГ в присутствии ДДС-Хга. 
/—головной мозг быка (экстракция 2 М мочевиной); 2, 3?—глиома С,-, 
(здесь и далее везде ГФКБ—соответственно нерастворимый и раствори
мый в буфере с низкой ионной силой); 4. 5—крысиная глиома № 223 в 
присутствии дексазона; 6. 7—крысиная глиома № 223; 5. 9—нормальны е 
головной мозг крысы; 10. //»—нормальный головной мозг человека; 12. 
20 —астроцитома фибриллярно-протоплазматическая; 13, 21—астроцитома 
фибриллярно-протоплазматическая; 14, 22 — олигодендроастроцитома; /5, 
23—олигодендроастроцитома; 16. 24 -астроцитома протоплазматическая; 
17, 25 —астроцитома протоплазматическая; /6’. 26 —астроцитома, близкая 
к глиобластоме; 19, 27—нормальный головной мозг человека; длитель
ность электрофореза белков в первом геле (пробы 1—II) больше, чем во 

втором (пробы 12—27)



главным полипептид (49 кД). Растворимый ГФКБ дополнительно так
же был представлен низкомолекулярными деградированными полипеп
тидами. Наличие деградированных полипептидов ГФКБ в опухолях моз
га человека нельзя объяснить активацией протеаз при приготовлении 
экстрактов в буфере с низкой ионной силой, поскольку аналогичные эф
фекты имели место и в случае использования одноразовой экстракции 
1 ФКБ из ткани опухоли 2 М раствором мочевины, исключавшим ак
тивацию неспецифических протеаз [10].

Полученные результаты указывают на то. что в опухолевых клет
ках нарушен (изменен) процесс формирования. нормальных промежуточ
ных филаментов, вероятно, вследствие деградации интактной формы 
ГФКБ специфическими кальпаинами и лизосомным катепсином D. Од
нако возможно и альтернативное объяснение, на которое указывают дан
ные иммунофлуоресцентного анализа экспериментальных опухолей мозга 
крыс. Наличие деградированных полипептидов ГФКБ отражает степень 
некротизации отдельных районов опухолей. В участках некроза in vivo 
могут быть активированы системы специфической и неспецифической 
деградации ГФКБ. На вероятность такого объяснения указывает то,, 
что культура живых клеток глиомы Сб содержала только по одному по
липептиду ГФКБ в нерастворимой и растворимой в буфере с низкой 
ионной силой фракциях.

SPECIFIC PROTEIN OF INTERMEDIATE FILAMENTS
IN NORMAL NERVOUS TISSUE AND IN BRAIN TUMOURS

BEREZIN V. A.. SHEVCHENK'» G. M.. ‘BUNIATIAN G. H., 
-KHALANSKY A. S.. NEDZVETSKI V. S.

State University. Dnepropetrovsk;
‘Institute of Biochemistry. Arn՝.. SSR Academy of Sciences. Yerevan; 

“‘Research Institute of Human Morphology, Academy of Medical
Sciences. Moscow

The results of investigation of specific for glial intermediate fila
ments glial fibrillary acidic protein (GFAP) are presented. There are 
at least two degradation systems for GFAP in brain tissue- Cas+ -acti
vated and lysosomal. The degradation of soluble GFAP by lysosomal 
cathepsin D results in a disappearance of immunoreactivity pointing 
that breakdown takes place in the middle (core) part of GFAP con
taining antigenic determinants. GFAP content in transplanted rat glio
mas is strongly variable among passages. GFAP-positive cells were 
found both in tumour tissue and glioma-brain boundaries, penetrating 
reactive astroglia (shown by immunofluorescence). The solubility is not 
linearly dependent from degree of GFAP degradation. Extensively deg
raded GFAP fragments-polipeptides with M, 37 К and smaller are de
tected in astrocytic human brain tumours but not in trahsplanted rat 
gliomas.
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■СТРУКТУРА И ФУНКЦИЯ СПЕЦИФИЧЕСКОГО БЕЛКА 
СЕТЧАТКИ БЫКА—ИНГИБИТОРА

3', 5'-сбМР-ФОСФОДИЭСТЕРАЗЫ

ЛИПКИМ В. М.. МУРАДОВ X. Г.. *ДУМЛЕР И. Л.. “ЭТИНГОФ Р. Н.

Институт бмоорганичсской химии им. М. М. Шемякина АН СССР. Москва: 
"Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова АН СССР.

Ленинград

Исследованы роль у-субъсдикицы 3'. З'-сСМР-фосфэдкэстеразы в первичных ме
ханизмах фоторецеппии и специфичность у-субъсдиницы для ткани сетчатки. Исполь
зуя моиоспсцифическис антитела к у-субъединнце. установили, что она присутствует 
только в фоторецепторных мембранах сетчатки разных животных и не обнаруживает 
с я в других тканях. Показана необходимость у-субъединицы для фстонндуцировакной 
активации фосфодиэстеразы. Определены аминокислотная последовательность у-субъ- 
единицы и нуклеотидная последовательность ссответствуютсн к ДНК.

Поглощение квантов света родопсином, содержащимся в фоторецеп
торных мембранах сетчатки, обусловливает каскад реакций, обеспечи
вающих усиление сигнала и в результате изменение биоэлектрической 
активности фоторецепторной клетки. Одной из центральных реакций 
каскада является фотоиндупированная активация 3',5-сОМР-фосфодн- 
эстеразы (ФД.Э), вследствие чего уменьшается содержание сСМР в 
фоторецепторе [1. 2]. Этому явлению ряд исследователей [3, 4| при
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дает решающее значение в процессе изменения ионной проницаемости՛ 
наружной клеточной мембраны, обусловленного поглощением фотонов. 
В связи с центральной ролью ФДЭ в развитии фоторецепторного акта 
принципиальный интерес вызывает вопрос о природных регуляторах ак
тивности этого фермента.

Ранее нами [5, 6] во фракции термостабильных белков сетчатки быка 
был обнаружен белковый ингибитор ФДЭ, который понижал V и не 
Влиял па К,.,. Было также установлено [7], что белок, ингибирующий- 
ФДЭ, содержится не только в сетчатке быка, но и в сетчатках всех изу
ченных представителей позвоночных животных. В экспериментах по очи
стке ФДЭ и попытках отделения от нее ингибитора было выяснено, что 
последний тесно связан с ферментом и не отделяется от него при таких 
способах разделения белков, как ИЭФ в градиенте плотности сахарозы 
и в геле, при ИОХ и электрофорезе [5]. На основании этих фактов мож
но было предположить, что ингибитор является субъединицей фермента; в 
дальнейшем она получила название у-субъедипицы, поскольку сама ФДЭ 
состоит из двух субъединиц—а и (3 [8, 9]. При использовании методов 
гель-фильтрации на сефадексе ингибитор удалось полностью отделить от 
фермента, что сопровождалось резким увеличением его активности (рис. 1)..

(!) я после (П) гель-фильтрации па сефадексе 0-150. По оси ординат 
активность фермента в уел. ед. По оси абсцисс—№№ фракций элюата; по 
осям ординат: слева—плотность, в уса. ед., справа—ингибирование, в %

Рис. 2. Влияние антител к белку-ингибитору на ФДЭ фоторецепторных 
мембран и других тканей: 7—сетчатка быка, 2—сетчатка крысы, 3—сет

чатка лягушки, -/—мозг быка. 5—сердце быка, б—матка крысы

В какой же мере ингибитор специфичен именно для ткани сетчатки, и 
ие имеется ли подобный белок в других тканях? Для решения этого воп
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роса были использованы моноспецнфические антитела, выработанные к 
ингибитору [10]. В результате блокады эндогенного ингибитора, связан
ного с ферментом, добавление в среду антител к нему приводило к акти
вации ФДЭ [8]. Оказалось, что увеличение активности фермента имело 
место лишь в случае препаратов сетчаток и не происходило при использо
вании других тканей (рис. 2). Эти данные свидетельствуют в пользу спе
цифичности ингибиторного белка для ткани сетчатки.

В какой же части фоторецепторной клетки сетчатки локализован ин
гибитор? Сопутствует ли он целиком ФДЭ. сосредоточенной в фоторецеп
торных мембранах, или же имеется и в других областях сетчатки? Эти 
вопросы изучали с помощью различных методических подходов. В одной 
из серий экспериментов сопоставляли содержание родопсина и ингибито
ра при субфракционировании фоторецепторных мембран, в других—ис
следовали наличие ингибитора в сетчатках, лишенных наружных сегмен
тов механическим путем или же в сетчатках крыс, больных наследствен
ной дистрофией сетчатки. У этих животных в процессе болезни наружные 
сегменты полностью разрушаются [9]. В результате этих опытов оказа
лось возможным однозначно заключить, что ингибитор сосредоточен не
посредственно в фоторецепторных мембранах и может служить, подобно 
родопсину, маркером первичных акцепторов световых квантов.

Какова же функция ингибитора в этих структурах? Исследование это
го вопроса нами [11] и другими авторами [12. 13] было проведено на ре
конструированных системах, состоявших из лишенных ФДЭ мембран на
ружных сегментов и препаратов фермента, счищенного разными способа
ми—с отделением ингибитора и с сохранением его во фракции ФДЭ. Из 
дайны::, приведенных на рис. 3, очевидно, что фотоиндуцированная актн-

Рис. 3. Влияние СТР на ФДЭа:».«ую ам.мшость в реколгтруироваьных си
стемах. а—реконструированная система, состоявшая из ФДЭ, связанной е 
ингибитором, и лишенных фермента фоторецепторных мембран: б—ана
логичная система, содсря.авшая ФДЭ. лишенную ингибитора. / пробы 
без СТР, 2—пробы с СТР. По оси абсцисс—содержание белка в мкг. по 

оси ординат—активность в усл. ед.
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вация ФДЭ в присутствии GI Р. являющегося необходимым компонен
том этого процесса, происходила только в случае использования ФДЭ. 
содержавшей ингибитор (рис. 3. а). При использовании же лишенной ин
гибитора ФДЭ наблюдали, напротив, ингибирование фермента в присут
ствии G < Р (рис. 3. о). Эти данные свидетельствуют о необходимости ин
гибитора для активации ФДЭ при функциональной нагрузке. В предло
женных другими авторами [14. 15] схемах активации ФДЭ при освеще
нии ингибитору также отведена ключевая роль в этом процессе. Таким 
образом, в системе передачи сигнала от родопсина к ферменту взаимодей
ствие G1 Р-связывающих белков должно осуществляться не непосредст
венно с ферментом. а с его ингибитором. Механизм этого взаимодействия 
остается до настоящего момента неясным [16, 17].

Обсуждая функции ингибитора, следует отметить, что они. возможно, 
не ограничиваются влиянием его на каталитическую активность ФДЭ. 
Так. нами было установлено [18]. что этот белок является мощным ин
гибитором метилирования ФДЭ—процесса, который также осуществляет
ся в наружных сегментах [18. 19]. Функциональная значимость метили
рования ФДЭ и взаимоотношения этого процесса с каталитической актив
ностью данного фермента пока нс изучены.

Что же представляет собой ингибитор по своей природе? Чтобы 
ответить на этот вопрос, мы определили аминокислотную последователь
ность ингибитора cG.MР-фосфодиэстеразы—у-субъединицы этого фермен
та. Прп этом, наряду с непосредственным исследованием структуры бел
ка. была выделена соответствующая у-субъединицс кДНК и определена 
се нуклеотидная последовательность.

Выделяли cGMP-фосфодиэстсразу по методике Baehr и соавт. [8]. 
у-Субъединицу отделяли от а- н (i-субьединиц высокоэффективной жид
костной хроматографией (ВЭЖХ) на колонке с обращенной фазой (носи
тель Synchropak Cl, градиент ацетонитрила в 0.1%-ной трифторуксус
ной кислоте). у-Субъединнца элюировалась при 45%-ной концентрации 
ацетонитрила, а а- и ({-субъединицы при 56%-ной. Анализ N-концсвы» 
остатков субъединиц cGMP-ФДЭ показал, что их N-концсвые амино
группы блокированы. Для определения аминокислотной последовательно
сти у-субъеднннцы использовали гидролиз белка трипсином и протеазой 
из St. aureus, а также расщепление бромцианом (на белке, карбоксимс- 
тилироваииой [ |4С]-иодуксусиой кислотой).

Аминокислотная последовательность у-субъеднницы cG.MP-фосфоди- 
эстеразы приведена на рис- 4. В пептиде SP-1(1—9) N-концевая амино
группа была блокирована, однако после расщепления его бромцианом 
удалось выяснить последовательность аминокислотных остатков с 2-го 
по 9-ый. Был снят масс-спектр пептида SP-1 и получен молекулярный 
ион |МтН]* с массовым числом 1112. Определение величины М, пеп
тида показало, что в нем N-концевой остаток метионина ацетилирован.

Для уточнения аминокислотной последовательности средней части мо
лекулы у-субъединицу после модификации е-амииогрупп остатков лизина 
янтарным ангидридом гидролизовали трипсином по остаткам аргинина.
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Из полученного гидролизата с помощью ВЭЖХ на՜ колонке Т5 К-2000 
5\¥ был выделен 51-членный С-концевой пептид (последовательность 
37—38). Анализ этого пептида на секвенаторе позволил установить в 
у-субъединице последовательность с 37-го по 60-й аминокислотный остаток 
I! получить перекрытие между бромпиановымп пептидами Вг-2 (18—57) 
и Вг-3 (58-87).

Для локализации в полипептидной цепи остатка триптофана, у-субъ- 
единицу расщепляли ВК'РЗ-скатолом. Путем деградации по Эдману про
дуктов расщепления была определена последовательность 71—75 и выяс-

54 -1
6С6ТбА666АбТССАбАА6СТбАА66ТСАСТ6С6ббАТСТСТ6ССААССТ66СС

А1б ААС СТб бАб ССА ССС ААб 6СС 6А6 АТС Сбб ТС6 6СС АСС Абб 1-45 
АёИЕТ-А5и-1Еи-бЕи-Ряо-РРО-1т5-АЕА-бЕи-1ЕЕ-Аяб-8Ея-Асд-1ня-Аяб- 1-15 

бТб АТб ббб 66А ССС 6ТС АСТ ССС Абб ААА ббб ССС ССб ААА ТТТ Аб-90 
уае-нет-6ет-6ет-Ряо-7ае-Тня-Ряо-Аяс-1у5-6ет-Ряо-Ряо-1т5-Рне- 16-50 

ААб СА6 Сбб САА АСС Абб САб ТТС ААб А6С ААб ССС ССС ААб ААА 91-135 
1'<’5-6еН-АЯ6-6е4-ТнЯ-АЧ<;-6ЕН-РнЕ-1Л5-8ЕЯ-1.Т5-РяО-РйО-1.Т5-1.У5- 31-45 
ббТ 6ТС САА ббб ТТТ ббТ 6АТ 6АС АТС ССТ ббА АТб 6АА 66С СТб 156-160 
бЕТ-Уде-С-ЕП-бЕТ-РНЕ-6еТ-А5Р-А5Р-I ЕЕ-РК0-6иТ-КЕТ-б1и-б1Т-1Еи- 46-60 

ббА АСА 6АС АТС АСС 6ТС АТС ТбС ССб Тбб 6А6 6СС ТТС ААС САС 181-225 
6ет-Тнй-А$р-!еЕ-Тня-Уае-I ее-СтЗ-Ряо-Тяр-Сео-Аеа-Рне-А$п-НI5- 61-75 
СТб бАб СТб САС бАб СТб 6СС САб ТАС ббС АТС АТС ПА61СССТ66А 226-271 
СЕи-бЕи-бЕи-НI5-бЕи-ЕЕи-АЕД-бЕН-ТУЯ-б1У-I ЕЕ - I ЕЕ - IЕК 76-87

С С СССбССС Т С АбСССС ТС Т АС Т ССбС Т6ССС АССС ТбАССССС ТбСТСААбА Т ТССТ6 272-330
Т6А66А6А6СI бТбССССбббАббТ ССЛ6А6ТБТС Т66АТ16Т6Т С Т66А6АСССI САС 531-389

АбббСббСАбССТббАСССТСС16ААТбСТА6ТТАССАббАбСССАССА6Т1СССТТСА 390-448

СбАСАСССТСГСббббСАбССАббСТСТбСТТААСТТССАбАААСАСТбиТССАСАбАС 449-507 
ССТСТССТССССАббСТббАААбСIАбббСАббССТСССАбТббТбТСТбССАСАСССС 508-566 
6СС1ССТ66ССТ6АСТ6ТСТ6СС66Т6А6ААС666СТССССТСАСТА6ССТТТСССА6Т 567-625 
Т6АА6ССбТТ66бССА6СА6бТ66АТ6ССА66АбТССТ6СА66СбТСАбАСААТбАбАА 626-684 
'ССССТСбАССАбТСАСАССАбТАббААбСТТбТССТТТССААС6Т66СССАТ6СТС6С 685-745

СТССТ6ТТТСАААТЛАА16ТТА6СС6Т6СТСССГ.АД "44-779

Рис. 4. Аминокислотная последовательность у-субъеди.чич:-: ФДЭ н нук
леотидная последовательность соответствующей кДНК

нено, что остаток триптофана расположен в положении /0. Аминокислот
ная последовательность пептида БР-6 (81—87) совпадала с С-концевой 
последовательностью у-субъединицы (С1у-11е-Пе), установленной пу
тем гидролиза белка карбоксипептидазой А.

На основании аминокислотной последовательности пептидов у-субъ- 
едииицы были синтезированы два уникальных комплементарно перекры
вающихся нуклеотидных зонда длиной в 48 оснований каждый:

5- АТбААССТСбАОССССССААСССССАСАТСССТТСССССАСССССбТС -3
Ме1-Аьп"1-еи"С1и"Ргй_Рго"1.у5"А1а'С1и"11е-Агд-5ег-А1о-ТЬг-Агд-Уо1
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з'- АСбССбТССССССАСТАССССССССбССАСТСбСССССАТТССССССб ֊5՜ 

5ег-Д1о-ТЬг—Ага-Уа1-Ме1'-С1у"С1уРго_Уа1'ТЬг-Рго-Агд-1.у5-01у-Рго

При выведении нуклеотидных последовательностей зондов учитывали 
частоту встречаемости кодонов в структурных генах родопсина и трансдуци- 
на [20—23]. Для первоначального скрининга кДНК библиотеки клонов 
сетчатки быка использовали зонд 1. Были идентифицированы 3 клона— 
Р1>12. ру20 и ру43. дающие положительный сигнал гибридизации. Эти 
же клоны гибридизовались, хотя и слабее, с зондом II. После опреде
ления последовательности кДНК у-субъединицы было обнаружено, что 
структура зонда I отличается от истинной последовательности в 5 поло
жениях. а структура зонда II—в 10. что. очевидно, и определяло разни
цу в интенсивности гибридизационного сигнала.

Рестрикционный анализ клонированных фрагментов ДНК. выделенных 
из трех полученных клонов, показал их близкую гомологию. Для опреде
ления нуклеотидной последовательности кДНК был выбран клон ру12.

Полная нуклеотидная последовательность изученного фрагмента 
кДНК. содержащего 833 пары основании, представлена на рис. 4. Срав
нение выведенной с помощью компьютера аминокислотной последова
тельности белка с аминокислотной последовательностью у-субъединицы 
сСМР-ФДЭ показало, что выведенный фрагмент кДНК содержит всю 
структурную часть гена этого белка, составляющую 261 пару оснований, 
а также 5'- и З'-иетранслируемые области (положение оснований 54 и 
518 соответственно). Терминирующий кодон ТАС находится в положе
нии 262—264, а З'-нетранслируемая область в положении 756—761 содер
жит сигнал полиадснилирования—А АТА А А.

Использование в работе параллельного анализа аминокислотной пос
ледовательности белка и нуклеотидной последовательности соответствую
щей кДНК гарантировало правильность полученных результатов. ‘В ча
стности. определение структуры кДНК подтвердило существование в 
у-субъе•динице в положениях 35 и 63 остатков треонина и аспарагиновой 
кислоты, что не было однозначно установлено при исследовании амино
кислотной последовательности белка. С другой стороны, знание амино
кислотной последовательности пептидов помогло установлению нуклеотид
ной последовательности на отдельных участках фрагмента кДНК.

Полипептидная цепь у-субъединицы состоит из 87 аминокислотных 
остатков, что соответствует Мг 9.7 кД. К’-концсвая аминогруппа ацети
лирована. у-Субъединица является основным белком, в котором на 9 
остатков дикарбоновых аминокислот приходится 13 остатков основных. 
Примечательно, что 10 из этих основных аминокислотных остатков скон
центрированы на сравнительно небольшом участке полипептидной цепи 
у-субъединицы (положение 24—45). где нет нн одного остатка дикарбо
новой аминокислоты (рис. 4). Можно предположить, что именно этот уча
сток у-субъединицы является функционально важным. В пользу такого 
предположения свидетельствует и тот факт, что ингибиторное действие 
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у-субъединицы на активность ФДЭ быстро снималось при обработке՛ 
белка трипсином в низкой концентрации [6. 9].

Можно заключить, что в ткани сетчатки позвоночных животных в 
первичных акцепторах световых квантов имеется специфический низко
молекулярный белок своеобразной первичной структуры, играющий клю
чевую роль в первичных механизмах фоторецепторного акта. Вопросы о 
характере взаимодействия этого белка с ОТР-связывающим белком фо
торецепторных мембран, о биологическом значении такого варианта си
стемы трансдукции информационного сигнала, как и о роли отдельных 
участков этого белка в осуществлении его различных функций (влияние 
на каталитическую активность и метилирование) является предметом 
дальнейших исследований.

STRUCTURE AND FUNCTION OF BOVINE RETINAL 
SPECIFIC PROTEIN-INHIBITOR OF 3'.5'-cGMP 

PHOSPHODIESTERASE
LIPKIN V. M.. MURADOV H. H.. "DUMLER I. L.. 'ETINGOF R. N.
M. M. Shemyakin Institute of Bioorganic Chemistry. USSR Academy of 

Sciences, Moscow
"I. M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, 

USSR Academy of Sciences, Leningrad

The function of the f-subunit of 3',5’-cGMP phosphodiesterase in 
primary mechanisms of photoreception and the specificity of this pro
tein for the retina tissue were studied. Using the monospecific antibodies 
to the 7-subunit, is has been established the latter is present only in the 
retina photoreceptor membranes of different animals, and was not 
revealed in other tissues. It has been shown the necessity of the 7- 
subunit for the photoinduced activation of phosphodiesterase. The a- 
mino acid sequence of the 7-subunit and the nucleotide sequence of 
respective cDNA were determined.
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РЕЦЕПТОРЫ НЕЙРОЛЕПТИКОВ И ИХ СВЯЗЬ С 
ПРОТЕИНКИНАЗНЫМИ РЕАКЦИЯМИ

МИКЕЛАДЗЕ Д. Г.. АБУТИДЗЕ К. Д.. САРТАНИЯ Н. А.
Институт физиологии ии. И. С. Беркташимли АН ГССР. Гбилиси

Из синаптических мембран головного мозга белых крыс солюбилизированы 
До-до<раминопый я (7-опиатиые рецепторы. При хроматографировании полученного 
экстракта на сульпирид- и галоперндол-ссфароэах были пыделеиы белки с величиной 
Мг 60. 50. 30 и 20 кД. Первые два из них являлись субъединицами Са2+-кальмоду- 
лиизависимсй протеинккяазы И. Гель-фильтрация очищенных фракций па ко\онках 
высокого давления показала наличие еще одного низкомолекулярного белкового фраг
мента с Мг 9 кД. Данный пептид специфически связывал Д2-дофаминовыи и п-опиат 
ныс лиганды, что свидетельствует о том. что за Д2-дофамииовую и о-опиатную рецеп
цию является ответственным одни и тот же участок активного центра. Предполагает
ся. что Са- + -кальмодулинзависимая протеинкиназа либо функционально связана с 
рецепторным белком, либо сама содержит активные домены, взаимодействующие со 
специфичг.՝кимн лигандами.
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В настоящее время показано, что многие типы рецепторных белков, 
связаны с протеинкиназиыми системами клетки, осуществляющими фос
форилирование мембран и цитоплазматических белков [1]. Внутрикле
точный домен рецепторов многих гормонов и факторов роста является 
протеинкиназой, фосфорилирующей белки по тирозиновому остатку [2]. 
С протеинкиназами взаимодействуют также и p-адренорецептор [3], хо- 
линорецепторы мускаринового и никотинового типов [4, 5], некоторые 
субтипы опиатных рецепторов [6]. Ранее нами было показано, что Дг-до- 
фаминовый рецептор солюбилизируется и очищается совместно с Са2 + - 
кальмодулинзависимой протеинкиназой, которая изменяет константы свя
зывания 3Н-нейролептиков с мембранами [7].

Наиболее близко по своим фармакологическим и физиологическим 
свойствам к Дг-дофаминовому рецептору стоят о-опиатные белки. сг-Опиат-- 
ный рецептор специфически связывает кетоциклазоцин и является нечув
ствительным к налоксону [8]. Агонисты этого рецептора вызывают пси- 
хотомимеческие и дисфорические эффекты и влияют на поведенческую 
активность животных и человека. Tam, Cook [9] показали, что сг-рецеп- 
тор может связывать один из специфических лигандов Дг-дофаминового 
рецептора—3Н-галоперидол, поэтому установление молекулярной органи
зации (J-рецептора и идентификация его активных участков позволит 
выяснить механизмы действия как психотомимеческих, так и нейролепти
ческих средств. Целью настоящего исследования явилось выделение ак
тивных фрагментов о-опиатного и Дг-дофаминового рецепторов и сравне
ние их физико-химических свойств.

Солюбилизацию обоих рецепторов производили неионным детерген
том ХАПС (3-[ ■(3-холамидопропил)диметиламмоний]-1-пропан сульфо
нат) и далее хроматографировали на аффинных колонках галоперидол- 
сефарозы и сульпирид-сефарозы. Элюаты, полученные с колонок, анализи
ровали электрофорезом с ДДС-Na в ПААГ. Поскольку атипичный ней
ролептик сульпирид является высокоспецифичным антагонистом Дз-дофа- 
минового рецептора [10], а галоперидол, кроме До. связывается и с дру
гими белками, в том числе и с ст-опиатным рецептором, в элюатах с га- 
лоперидол-сефарозной колонки был обнаружен более широкий спектр 
белков (рис. 1, а). Около 5 фракций проявилось на электрофореграмме 
при окрашивании AgNOs геля элюатов с галоперидол-сефарозной колонки, 
и лишь 3 было найдено при электрофорезе элюатов, собранных с суль
пирид-сефарозы. В обоих случаях главными оказались белки с величи
ной Мг 60 и 50 кД. Учитывая, что эти белки мигрировали аналогично 
очищенной и гомогенной Са2 4՜ -кальмодулинзависимой протеинкиназе, 
а также то, что элюаты с обоих аффинных сорбентов обладали подобной 
же ферментативной активностью, можно заключить, что они являются 
субъединицами Са2' -кальмодулинзависимой протеинкиназы.

Следует также отметить то, что эта протеинкиназа обнаруживается 
не только после хроматографирования на аффинных колонках со связан
ными нейролептиками, но и идентифицируется при гель-фильтрации 
солюбилизированного экстракта на TSK-gel HW-55 («Toyo Soda, MFG».
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Япония) и сопутствует рецепторной активности (рис 1,6). Уменьшение 
специфического • связывания 3Н-налоксона во фракциях сопровождалось 
понижением величин активности полос на электрофореграмме, соответст
вующих белкам с М г 60 и 50 кД. Полученные данные могут свидетель
ствовать о том. что Са2 -кальмодулинзависимая протеинкиназа сопутст
вует как До-дофаминовон. так и опиатной активности.

Как уже было сказано выше, с галоперидолом могут взаимодейст-

Рис. 1. а—электрофореграмма белков, полученных после хроматографиро
вания солюбилизированного экстракта на сульпирид-сефарозе (1) и гало- 
перидол-сефарозе (2): б—хроматография солюбилизированных белков на 
Т£К-2с1 Н№-55. 1—протеннкиназная активность, 2—специфическое свя
зывание ‘3Н-„алоксояа. По оси абсцисс—номера проб; по осям ординат, 
слева—протсиккназная активность в 103 имп/мин 3-Р: справа—связывание 

3Н-налоксона в 103 имп/мин

вовать не только белки, проявляющие Дг-дофаминовую активность, но 
и (У-оппатный рецептор [9]. Для выяснения того, какие из белков, связы
вающиеся с галоперидол-сефарозой, являются ответственными за о'-опи- 
атную активность, проводили- гель-фильтрацию на колонке высокого 
давления Protein Рак SW—300 (,,Millipore-Waters“, США) после 
предварительного инкубирования с 3H-SKF 10047. Выяснилось, что 
из 5 белковых пиков, выходивших из колонки, 3 обладали о-рецептор- 
ной активностью. Радиоактивный лиганд связывали белки, выходив
шие в свободном объеме колонки, и белки с Мг 60, 50 и 9 кД. Макси
мальной активностью характеризовался низкомолекулярный пик, ко
торый, по-видимому, соответствовал протеолитическому фрагменту ре
цепторного белка (рис. 2, а).

В процессе выделения и солюбилизации рецепторных белков в ре
зультате активности эндогенных протеаз происходит образование пептид
ных фрагментов. Некоторые из них, несмотря на небольшую величину 
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Мг, проявляют рецепторную активность и могут связывать специфиче
ские лиганды [11]. Однако, обладая активными участками связывания 
радиоактивных лигандов, из-за отсутствия пространственной ориентации 
и третичной структуры они теряют стереоспецифичность. Поскольку эти 
пептиды имеют сравнительно простую структуру, то их изучение являет
ся более удобным для идентификации активных участков рецепторного 
белка.

Полученный нами низкомолекулярный фрагмент с величиной М Л 9 кД

Рис. 2. Гель-фильтрация галоперидолсвязывающих белков па кслоикг 
SW-300 (а) и пептида с величиной Мг 9 кД на колонке SW-60 (б). / — 
количество белка; 2—связывание 3H-SKF 10047; 3—связывание $Н-дом
перидона. По оси абсцисс—время в мин; по осям ординат: слева—погло
щение при Ао։4 в усл. ед., справа—связывание 2F1-SKF 10047 и 3Н-дом 

пери дон а в I02 и мп/ми я

содержал активные рецепторные .центры связывания °Н-домпери
дона и 3H-SKF 10047, причем связывание этих соединений было спе
цифичным, ибо радиоактивные лиганды при инкубировании замещались 
нерадиоактивными. Гель-фильтрация высокого давления на колонке 
Protein Рак SW —60 („Millipore-Waters'*» США) показала, что пик 
специфической радиоактивности соответствовал пептиду, выходивше
му в объеме Мг 9 кД (рис. 2 ,б).

Полученный с помощью аффинной хроматографии и двух гель-филь
трационных колонок чистый фрагмент рецептора подвергали протеоли
тическому перевариванию (рис. 3, а). С целью получения галоперидол- 
связывающих аминокислотных последовательностей после обработки про
теазами гидролизат повторно наносили на аффинную колонку галопери
дол-сефарозы. Из всех использованных нами протеаз (трипсина, химо
трипсина, проназы, коллагеназы и папаина) лишь проназа отсекала 
фрагмент, обладавший способностью связываться с аффинной колонкой 
(рис. 3, б). Папаин, химотрипсин и трипсин вызывали более сильное
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расщепление белка и образовавшиеся пептиды, состоявшие из 10_ 15
аминокислот, не связывались с галоперидолом.

Связывавшийся с галоперидол-сефарозой отщепляемый проназой 
фрагмент имел величину Мг 3,5 кД; кроме 3Н-галоперидола и 3Н-домпе
ридона он связывал также и 3Н-5КР 10047. Предварительная инкубация 
пептида с этими соединениями с дальнейшей гель-фильтрацией смеси на 
5\У-60 показала, что радиоактивность обнаруживалась в объеме М 
3,5 кД; это свидетельствовало о том, что данный фрагмент содержит 
также и центр связывания, ответственный за а-опиатную активность.

Рис. 3. Хроматография проназного гидролизата пептида с величиной М г 
9 кД на колонке С18 (RP) (а) и проназного гидролизата пептидов (б), 
связывающихся с галоперидол-сефарозой. /—количество белка, 2—выде
ление CHgCN. По оси абсцисс—время в мин; по осям ординат: слева— 

поглощение при А214 в усл. ед., справа—выделение CH3CN, в %.

Таким образом, с помощью аффинной колонки и хроматографии вы
сокого давления был получен минимальный фрагмент рецепторного бел
ка. обладающий как а-опиатной, так и Дг-рецепторной активностями. 
О' Callaghan и соавт. [6] показали, что опиаты в зависимости от вре
мени и дозы вызывают усиление фосфорилирования белков синаптиче
ских мембран с Мг 60 и 50 кД. Наши предыдущие [7] и вышеприве
денные исследования также указывают на то, что белки с Мг 63 и 
52 кД являются сопутствующими Да-дофаминовому и опиатным рецеп
торам. Эти белки являются субъединицами Са2՜ -кальмодулинзависимой 
протеинкиназы П, имеющей высокую величину М, и обладающей само- 
фосфорплирующей активностью [12]. Эта Са2 + -кальмодулинзависимая 
протеинкиназа широко распространена в нейронах, образует специфиче
скую пространственную структуру и связана со многими клеточными эле

ментами нейрона, в том числе белками синаптических мембран и пост
синаптических уплотнений [13, 14]. Полученные нами данные могут сви
детельствовать о том. что либо Са2+ -кальмодулинзависимая протеинки- 
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:наза функционально связана с Дз- и опиатными рецепторами, либо сама 
имеет домены, ответственные за рецепцию нейролептиков и пенциклиди- 
нов.

Мы не можем в настоящее время сказать, являются ли полученные 
нами низкомолекулярные пептиды фрагментами белков с М г 62 и 53 кД, 
или они являются продуктами протеолитического распада других бел
ков. Однако ясно, что пептид с величиной М г 9 кД является фрагмен
том белка, ответственного за (7-опиатную и Дг-дофаминовую активность.

RECEPTORS OF NEUROLEPTICS AND THEIR CONNECTION 
WITH PROTEIN KINASE REACTIONS

MIKELADZE D. G., ABUTIDZE K. D., SARTANIJA N. A.,
I. S. Beritashvili Institute of Physiology Georgian SSR Acad. Sci, Tbilisi

D2-Dophamine and s-opiate receptors have been solubilized from 
rat brain synaptic membranes. On chromatography on sulpyrid-and ha- 
loperidol-Sepharose 6B proteins with Mr 60,50,30 and 20 К have been 
resolved. The first two turned to be subunits of Ca2~, calmodulin-de
pendent protein kinase II. HPLC Made it possible to identify one more 
low-Mr component with Mr 9K; this peptide specifically binds both 
with D2-dophamine and s-opiate ligands pointing to the fact that one 
common site of the active center is responsible for D2-dophamine and 
c-opiate reception. A suggestion is made that Ca2'1՜-calmodulin depen
dent protein kinase may be either functionally coupled with receptor 
proteins or itself contains active domains reacting with specific ligands.
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УДК 612.821.7;612.82:577.1

КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ СДВИГИ БЕЛКОВ И РНК В КЛЕТКАХ 
ЯДЕР СТВОЛА ГОЛОВНОГО МОЗГА В ДИНАМИКЕ 

ЗИМНЕЙ СПЯЧКИ СУСЛИКОВ

ДЕМИН Н. Н.. “ШОРТА НОВА Т. X.. ТОЛОВИНА Т. Н.

Институт физиологии им. И. П. Павлова АН СССР. Ленинград;
Кабардино-Балкарским государственный университет. Нальчик

Зимняя спячка у сусликов сопровождается значительными количественными сдви
гами, причем разными, белков и РНК в клетках супраоптического ядра гипоталамус» 
и дорзального ядра шиа головного мозга. Эти сдвиги неодинаковы я нейронах и в их 
глиальных клетках-сателлитах. Различия между метаболизмом исследованных структур 
особенно значительны в период подготовки к пробуждению. Тенденция к близким по 
направлению сдвигам отмечена н у животных, находившихся в течение холодного се- 
зс::а в теплом помещении н нс впадавших поэтому в спячку.

Состояние такого глубокого и длительного естественного гипобиоза 
у некоторых млекопитающих, как зимняя спячка, привлекает внимание 
не только с общебиологнческой точки зрения, но вызывает все больший 
интерес и в практическом отношении, прежде всего в клиническом. В 
настоящее время изучены уже многие важные физиологические и эндо
кринологические процессы, протекающие в организме в динамике зим
ней спячки (ее начале, поддержании и выходе из нее) [1]. Эти пронес-' 
сы во многом принципиально отличаются от имеющих место при прину
дительной, искусственно вызываемой гипотермии. Состояния гипобиоза и 
искусственной гипотермии различаются между собой прежде всего тем, 
что при зимней спячке сохраняется активная терморегуляция, но только 
на сниженном уровне, а также тем, что искусственная гипотермия пред
ставляет собой навязываемое организму выраженное стрессовое состоя
ние с повышенной вначале теплопродукцией, противопоставляемой внеш
нему охлаждению, тогда как при зимней спячке торможение метаболизма 
и термогенеза является естественным, генетически обусловленным внут
ренним процессом, которому лишь содействует низкая температура окру
жающей среды [1, 2].

Несомненно, что особое внимание привлекает участие в организации 
зимней спячки различных центров головного мозга. В то же время фун
даментальные биохимические процессы в них при этом состоянии изве
стны еще очень мало.

В функционалоно-неирохимических процессах ведущая роль принад
лежит белково-нуклеиновому метаболизму, поэтому понятно, что А. В. Пал
ладии, впервые в нейрохимии в 50-х голах обратившийся к изучению 
зимней спячки, начал со своими сотрудниками эту работу с изучения 
превращений белков и нуклеиновых кислот в гомогенатах нервной ткани 
[3]. При этом, учитывая чрезвычайно высокую морфологическую, физио
логическую и биохимическую гетерогенность НС. особенно головного моз
га, необходимо проводить исследования не гомогенатов, а на уровне 
отдельных клеток, отдельных систем нейрон—глиальные клетки-сателлиты.
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Такое количественное определение общего содержания белков и нук
леиновых кислот оказалось возможным выполнять цитоспектрофото- 
метрическим методом на срезах фиксированных и заключенных в парафин 
проб ткани, в частности окрашенных для выявления нуклеиновых кислот 
галлоцианин-хромовыми квасцами (определение при длине волны 546 нм), 
а в случае белков, окрашенных амидо-черным 10 Б (определение при 
длине волны 620 нм) [4, 5]. Результаты определений величии оптиче
ской плотности при этом соответствуют величинам концентрации исследуе
мых объектов. Получив также и данные о величинах объема тела цель
ной клетки или в случае нейронов цитоплазмы и ядра в отдельности, 
можно вычислять также и величины содержания определяемых веществ 
на 1 клетку. Так как количество ДНК в отдельных клетках постоянно, 
то все количественные изменения нуклеиновых кислот при сдвигах функ
ционального состояния клеток можно относить лишь за счет сдвигов 
количества одних РНК.

Впервые таким тонким цитохимическим методом при зимней спяч
ке (на примере краснощеких сусликов) были определены концентрация 
и содержание на 1 клетку нуклеиновых кислот (сдвиги количества РНК) 
в отдельных клетках ряда структур ЦНС—передних рогов спинного 
мозга, гиппокампа и супраоптического ядра гипоталамуса [6].

Затем объектом уже наших подобных цитохимических исследований 
при зимней спячке послужили цитоплазма нейронов и их цельные глиаль
ные клетки-сателлиты супраоптического ядра и дорзального ядра шва. 
Мы изучали нс только количественные сдвиги РНК. но и суммарных 
белков. Выбор дорзального ядра шва был связан с тем. что его функ
циональная активность осуществляется посредством серотонина, кото
рый играет особую роль в механизмах зимней спячки [7—9]. При этом 
казалось желательным для сопоставления именно у тех же подопытных 
животных провести такие же исследования клеток нейросекреторного 
супраоптического ядра, белково-нуклеиновый метаболизм в котором зна
чительно активируется при действии стрессорных факторов, практиче
ски мало проявляющемся при спячке с ее выраженной сенсорной деаф- 
ферентацией.

Работа была проведена на малых кавказских сусликах (CitelllJS 
pygmaeus Pali.), отловленных в августе в районе Чегемского ущелья 
Кабардино-Балкарской АССР на высоте 500—600 м над уровнем моря 
При исследованиях в динамике зимней спячки—в глубоком ее периоде 
(в декабре) и в период подготовки к пробуждению (в марте), для конт
роля часть животных одновременно с сусликами, находившимися з спяч
ке в холодном помещении, содержали в виварии при 21°. Эти контроль
ные животные в спячку не впадали и оставались вполне активными Та
ких животных также исследовали в декабре и в марте одновременно со 
спавшими. Ректальная температура у сусликов, впавших в спячку в 
естественные сроки в холодном помещении в середине октября, при со
держании их при 4—10° как в декабре, так и в марте, составляла 4—6°. 
У животных же. остававшихся в те же сроки активными, ректальная 
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температура была 36—37’. как и в августе. Общими контрольными дан
ными служили результаты исследовании, проведенных в августе вскоре 
после отлова сусликов.

Следует заметить, что генетическая обусловленность нейрохимиче
ских сдвигов в холодном сезоне проявлялась также и у контрольных сус
ликов. не находившихся в спячке в декабре—марте [10—12]. В таблице 
представлены результаты определении количества белков и РНК в клет
ках супраоптического ядра и дорзального ядра шва. произведенных у 
этой группы животных. Можно видеть, что полученные данные, пред
ставленные в процентах от величин, установленных в августе, отклоня
лись от последних. Эти изменения были разными в исследованных ядрах, 
а в обшем по направлению близкими к обнаруженным у животных, кото
рые находились в это время в спячке (см. ниже). Особенно это касается 
сдвигов количества белков как в нейронах, так и в глиоцитах: в клетках 
супраоптического ядра и у неспавших сусликов имело место снижение 
количества белков, а в клетках дорзального ядра шва их количество 
поднималось. Затем, если в глиоцитах супраоптического ядра количество

Т облнцо

Изменения количества белков и РНК в клетках супраоптического ядра и дорзального 
ядра -оловного мозга сусликов, нс впадавших в зимнюю спячку в декабре—марте 

[10—12] (в % от данных, полученных в августе)

Время 

исследования

Белки РНК

Концентрация Содержание 
на 1 клетку Концентрация Содержание 

на 1 клетку
—

Цитоп.шз.ча нейронов
Супраоптическое ядро

Декабрь -8 .71.5 н д |.,д
Март нд

1 п Д

Дорзальное ядро шва

Декабрь 
Март 7 14 -10

Г.шоииты

Супраоптическое ядро

Декабрь 
Март

-16
-17

Н д 
н д

Дорзальное ядро шва

Декабрь ■ —14 н д 1 -12 и д
Март н д 16 И Д 19

Примечание. н/д—разница статистически недостоверна.
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РНК как в декабре, так и в марте не отличалось от ^августовских дан
ных, то в глиоцитах дорзального ядра шва оно увеличивалось.

Средние данные содержания на 1 клетку и концентрации белков и 
РНК в цитоплазме нейронов супраоптического ядра и в их глиальных 
клетках-сателлитах в динамике развития зимней спячки у сусликоз [101 
в процентах от соответствующих контрольных величин (в декабре и в 
марте) приведены на рис. 1.

Эти данные показывают, что в период глубокой спячки ( в декабре) 
имело место значительное падение абсолютного содержания белксз в ци
топлазме нейронов по сравнению с декабрьским же контролем: концен
трация белков снижалась меньше (из-за одновременного сокращения

Рис. 1. Изменения содержания на I клетку и концентрации белков (1) и 
РНК (II) в цитоплазме нейронов (а) и в их глиальных клетках-сателлн- 
тах (б) супраоптического ядра гипоталамуса головного мозга сусликов при 
зимней спячке в декабре и » марте (по [10]) И —содержание на I клетку. 

] —концентрация. По оси ординат—отклонение от контрольных данных 
в %. “отклонение статистически достоверно

Рис. 2. Изменения содержания на 1 клетку и концентрации белков (I) к 
РЫК (II) в цитоплазме нейронов (а) я в их глиальных клетках-сателли
тах (б) дорзального ядра шва головного мозга сусликов при зимнеи спяч
ке в декабре и в марте (но [11]). Обозначения те же. ‘«то и на ри:. 1

объема цитоплазмы)- Отмеченное же при этом уменьшение абсолютного 
содержания белков в глиоцитах было значительно слабее, чем в ней
ронах. Концентрация белков в глиоцитах в декабре не отличалась от 
контроля.

В период, предшествующий выходу из спячки (в марте), содержание 
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белков на 1 .клетку в нейронах продолжало оставаться на том же низком 
уровне, что и в декабре, причем на фоне существенного дополнительного 
падения их концентрации. Приблизительно такую же (но на более вы
соком уровне) картину наблюдали я в глиоцитах.

В случае РНК в декабре в нейронах были установлены количест
венные изменения, практически полностью аналогичные описанным в 
случае белков; в марте же происходило уже некоторое повышение со
держания РНК на 1 клетку, а их концентрация не падала дополнитель
но вместе с концентрацией белков, оставаясь на уровне декабрьских ве
личин. В глиоцитах в декабре снижалось не только абсолютное содер
жание РНК (приблизительно па столько же. на сколько и в нейронах), 
но снижалась и их концентрация. В марте же при относительной ста
бильности сниженной величины концентрации РНК абсолютное их со
держание. поднявшись, достигало контроля: увеличивалась немного и 
величина концентрации РНК.

Итак, в период глубокой зимней спячки в супраоптическом ядре 
резкое падение абсолютного содержания как белков, так и РНК в ней
ронах четко коррелировало с такими же изменениями количественных 
характеристик РНК также и в глиоцитах, но на фоне близких к конт
ролю количественных величии белков в глиоцитах. Такие отношения в 
•системе нейрон—нейроглия могут указывать на угнетение белково-нук- 
леинового метаболизма в нейронах, несмотря па поддержание достаточно 
высокой концентрации белков в глиальных клетках-сателлитах. В марте 
же при все еще .сниженном абсолютном содержании белков в нейронах 
и уменьшенной их концентрации в глиоцитах уже происходило накопле
ние РНК как в нейронах, так (особенно) и в глиоцитах. Это может 
служить некоторым показателем подготовки к нормализации белково- 
нуклеинового метаболизма в супраоптическом ядре для выполнения его 
высокой нейросекреторной активности в условиях действия ряда стрес- 
сорных факторов вслед за выходом животных из зимней спячки.

Часть группы спавших сусликов в декабре была выведена из спячки 
путем переноса их в теплое помещение. Через 2,5 ч в результате само- 
разогревания они достигали активного нормотермического состояния с 
ректгль.чой температурой дб —37 . Такое пробуждение как в нейронах, 
так и в глиоцитах .супраоптического ядра сопровождалось фактической 
нормализацией и количества в них белков, достигавшего уровня августов
ских данных: количественные же характеристики РНК, поднимаясь, до
стигали лишь уровня декабрьского контроля, который был ниже авгу
стовского. Это может указывать на вероятность усиления белкового ме
таболизма при пробуждении в нейронах за счет глиоцитов.

Средние данные содержания на 1 клетку и концентрации белков и 
РНК в цитоплазме нейронов дорзального ядра шва и в их глиальных 
клетках-сателлитах в динамике развития зимней спячки у сусликов [11] 
в процентах от соответствующих контрольных величин (в декабре и в 
марте) приведены на рис. 2.

Эти данные показывают, что в период глубокой спячки (в декабре) 
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„о сравнению с величинами у животных, неспавших в это время, имело 
место весьма значительное снижение содержания белков в расчете на 
цитоплазму одного нейрона при несколько меньшем снижении и концен
трации белков. Что касается глиоцитов, то абсолютное содержание в них 
белков в этот период также снижалось, но существенно слабее, чем в 
цитоплазме нейронов, причем концентрация белков уменьшалась прак
тически так же. как и абсолютное содержание. Количественные вели
чины РНК в цитоплазме нейронов в данное время оказались такими же. 
как и в контроле, тогда как в глиоцитах при этом было обнаружено 
весьма значительное накопление РНК. превышавшее контрольные дан
ные; повышалась и их концентрация.

В поздний же период спячки при подготовке организма животных 
к выходу из нее (в марте) была выявлена в дорзальном ядре шва иная 
картина. Этот период характеризовался резким накоплением как белков, 
так и РНК в цитоплазме нейронов, выше их содержания в контроле. В 
глиоцитах количество белков оставалось в марте на таком же немного 
пониженном уровне, что и в декабре; количество РНК в этих клетках 
к марту значительно снижалось, достигая контрольного уровня.

Можно предполагать, что такие данные, видимо, указывают на то, 
что в период глубокой спячки в системе нейрон—нейроглия дорзального 
ядра шва, так же как и в супраоптическом ядре, происходило торможе
ние белково-нуклеинового метаболизма, но при своеобразном накопле
нии РНК в глиоцитах. В общем, о таком торможении свидетельствует 
снижение содержания на 1 клетку и концентрации белков в цитоплазме 
нейронов лишь при очень небольшом уменьшении количественных пока
зателей белков в глиоцитах на фоне неизменности количества РНК в 
нейронах и отмеченного возрастания его в глиоцитах выше контроля. 
Накануне же выхода из спячки, в противоположность явлениям, кото
рые наблюдали в супраоптическом ядре, видны значительные признаки 
активирования белково-нуклеинового метаболизма в системе нейрон—ней
роглия дорзального ядра шва: существенное накопление белков, и осо
бенно РНК. в нейронах, ио на фоне уже недостоверно сниженного коли
чества белков в глиоцитах с уменьшением в них количества РНК до 
контрольного уровня. Возможно допущение, что возрастание количества 
РНК в нейронах в марте обеспечивается переходом в них запасов РНК 
из глиоцитов, образовавшихся в них во время глубокой спячки со сни
женными процессами биосинтеза белков в этом периоде.

Итак, зимняя спячка у сусликов, несмотря на резко сниженную тем
пературу тела, сопровождается значительными количественными сдвига
ми белков и метаболически тесно связанных с ними РНК в динамике 
этого состояния как в клетках нейросекреторного, участвующего в осу
ществлении стрессовых процессов супраоптического ядра, так и дорзаль
ного ядра шва. имеющего прямое отношение к организации зимней спяч
ки. В разные периоды такие сдвиги неодинаковы в этих структурах как 
в случае белков, так и РНК. как в нейронах, так и в их глиальных клет
ках-сателлитах, особенно в период подготовки к пробуждению.
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QUANTITATIVE PROTEIN AND RNA CHANGES IN BRAIN 
STEM NUCLEI CELLS IN DYNAMICS OF GROUND 

SQUIRREL HIBERNATION

DOEMIN N. D.. 'SHORTANOVA T. KH„ ’GOLOVINA T. N.
I. P. Pavlov Institute of Physiology, USSR Academy of Sciences.

Leningrad; *Kabardino-Balkarsk State University. Natch к

It has been shown the hibernation in ground squirrels is accom
panied by considerable quantitative not identical changes of protein 
and RNA in nn. supraopticus et raphe dorsalis. These changes were 
not equal as well in neurons and in their glial cells-satellites. The differen
ces between metabolism in structures studied was revealed to be par
ticularly significant at the period of preparation to the termination of 
hibernation. A tendency to the shifts in similar directions was noted 
as well in animals kept during the cold season in a warm housing and, 
therefore, did not hibernate.
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УДК 612.82+577.112.384.853+577.152.5

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ГАНГЛИОЗИДОВ С ФЕРМЕНТАМИ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА НА ПРИМЕРЕ 

ЦИТОЗОЛЬНОЙ СИАЛИДАЗЫ

ТЕТТАМАНТИ Г.. ФИОРИЛЛИ А.. ВЕНЕРАНДО Б.
Кафедра медицинской химии и биохимии медицинского факультета 

Миланского университета, Италия

Показано, что цитозольная сиалидазз головною мозга свиньи взаимодсйс гпуст . 
мицеллярными ганглиозидами (например, с ОТ|Ь) с образованием до двух стабильных 
белок-ганглиозндных комплексов с разной величиной М г . Низкомолекулярный комп
лекс является комбинацией одной ганглиозидной мицеллы с двумя молекулами фер 
Рентного белка. Комплекс с большой молекулярной массой, но-видимому, представляв 
собой димер. Связанный в комплексе фермент каталитически неактивен. Обрзоитка 
низкомолекулярного комплекса такими детергентами, как тритон Х-100 и лизолецити։ 
гызывает существенные модификации структуры комплекса с высвобождением части 
фермента в активной форме и с реорганизацией оставшегося комплекса,- приоор/таю- 
щего некоторую ферментативную активность. Способность к образованию комплексен 
с ферментом с его последующей инактивацией проявляют только гсмогекиыг .мицеллы 
ганглиозида; в случае смешанных мицелл (тритон X-100-ганглиозид с высоким содер
жанием Детергента) комплексы с ферментом не образуются, а мицеллы ведут себя 
как хорошие ферментные субстраты. Обратимая инактивация белков при взаимодействии 
с мицеллами ганглиозидов рассматривается как возможный модуляторный механизм, 
сопутствующий образованию и распаду ганглиозидных кластеров в плазматических 
мембранах.

Ганглиозиды, содержащие остатки сиаловой кислоты (гликосфпнго- 
липиды), обладая сильно выраженными амфифильными свойствами, ас
социируются в водных растворах с образованием мицелл с большой ве
личиной Мг [1]. Они являются нормальной составной частью плазмати
ческой мембраны клеток позвоночных и располагаются асимметрично в 
ее наружном слое, образуя в нем различные специфические рецепторные 
участки. Было показано [2. 3]. что как в искусственных, так и в естест
венных мембранах ганглиозиды отделяются по латеральной фазе с обра
зованием скоплений. внутри которых межмолекулярная организация 
ганглиозидов подобна внутримицеллярнои.

Концентрация ганглиозидов—один из факторов, способствующий 
образованию кластеров, поэтому в мембранах клеток нервной ткани, в 
которых содержание ганглиозидов весьма велико | 1 ]. можно предвидеть 
не только само образование богатых ганглиозидами микродоменов, но и 
их потенциальную функциональную значимость. В самом деле, если об- 
разованне кластеров имеет место вблизи активных белков (ферментов, 
рецепторов, носителей, каналов), то ганглиозиды могут вызывать кон
формационные функциональные изменения в этих белках. Это .может слу
жить частью молекулярной основы постулируемой «трансдукторной» ро
ли ганглиозидов [4]. Для подтверждения этой гипотезы необходимо пря
мое изучение взаимодействий ганглиозидов с белками в мембранах, что в 
настоящее время является трудной задачей- Поэтому простые модели 
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взаимодействий белков с мицеллярными ганглиозидами представляются 
исключительно полезными.

В данной работе представлены результаты исследований взаимодей
ствий между растворимой цитозольной сиалидазой головного мозга свиньи 
и мицеллами ганглиозида 01 1Ь, являющегося потенциальным субстратом 
сиалидазы. Получены доказательства образования комплекса фермента с 
мицеллами СТ1Ь. в котором фермент неактивен, но из которого он может 
быть переведен в полностью активную форму.

Материалы и методы

В работе иг пользовали следующие реактивы: N-апетнлнсйраминовая кислота 
(NcuAc), кристаллический бычий сыворот очный альбумин, холат и ДОХ-Na. тау.ро- 
холсвая кислота. (З-коламино-проиилдимегиламино) 1-пропансульфонат (КПДМАПС). 
октил-S- гликопиранозид („Sigma". США); 4- метилумбсллиферил-a-D-N-ацетилнен- 
раминовая кислота (МУ-NeuAc) и мстнлу.мбсллиферон (МУ) фирмы „Koch Light", Ан
глия; ультрагель АсА-34 („LKB", Швеция); тритон Х-100 („Rohma. Haas". США); 
сульфобетаин („Serve", ФРГ); лизолецитип (DL-T-пальмитоил-я-лизолсцнтин) фирмы 
„Fluke", Швейцария. Головизн мозг св:<«?й получали на бонн? сразу после забоя 
животных и обрабатывали, как указано ранее [5].

Получение ганглиозидов. Ганглиозиды GTIb, GDla, GDI в, GM1 (согласно класси
фикации Svcnncrholm [6]) были получены по .методу Vcnerando и соавт. (7] со сте
пенью чистоты более 99%. Средняя величина Мг мицелл GTIb, определенная по ме
тоду Corti и соавт. |8|, составляла 350+35 кД. Ганглиозид GDla. меченный 3Н. по
лучали по методу Ghidoni и соавт. (9]; радиохимическая чистота—более 99%, удель
ная радиоактивность—0,96 Ки ммоль.

Получение и определенггс активности цитозольной сиалидазы из головного мозга 
(изофермент А). Фермент экстрагировали и выделяли из головного мозга свиньи по 
методу Vcnerando и соавт. [5, 7] с очисткой и 2000 раз. Очищенный фермент элюи
ровался с колонки с ультрагелсм АсА-34 одним пиком с величиной-Мг 420 кД. Его 
активность определяли колориметрически, используя в качестве субстрата GTIb (по 
измерению высвобождающейся NcuAc) или флуориметрнчески с использованием МУ- 
\eu.Ac (по высвобоя:дению МУ) по методу, описанному Vcnerando и соавт. (7J. при 
оптимальных условиях реакции. предложенных теми же авторами. Активность выра- 
жали в международных единицах—в микромолях высвобождающегося МУ или 
\euAc в мин при 37՜.

Образование и разделение комплексов сиалидазы с мицеллярным GTIb проводили 
согласно описанной процедуре [7]; комплекс получали инкубацией 0.80 мг/мл препа
рата фермента с 0,5 мМ GI 1Ь в течение 30 мни при 37° [7].

Другие аналитические методы. Количество NcuAc, связанной с ганглиозидами, 
определяли по методу Svcnncrholni [ 10J. используя в качестве стандарта «истую 
X'vuAc; содержание белка определяли по метолу Lowry и ссавт. [11]. используя н 
качестве стандарта бычин сывороточный альбумин. Величины Мг определяли к як 
списано ранее, используя набор маркерных белков (71; измерени? радиоактивности 
проводили с помощью жидкостного сцинтилляционного счетчика [7].

Результаты и обсуждение

Рансе нам:։ было показано [7]. что цитозольная сналидаза головно
го мозга свиньи способна высвобождать сиаловую кислоту из низко.моле- 
куляриых сиалодериватов (в том числе из МУ- Х’еиАс): при этом кривая 
зависимости скорости реакции от концентрация субстрата представляла 
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классическую гиперболу. Фермент атаковал также такие ганглиозид։»։, как 
GT1b, GD1I) и GD1a. однако зависимость скорости реакции от величин 
концентрации субстрата и ферментного белка в этом случае имела двуфаз
ную и сигмоидную форму (рис. 1). В частности, при определенном соот
ношении фермент/ганглиозид ферментативная активность практически бы
ла равна нулю. Необходимо учесть, что при использованных условиях оп
ределения ганглиозиды находили в виде мицелл. Причиной таких кинети
ческих аномалий может быть образование одного или двух комплексов

Рис. /. Кажущаяся кинетика взаимодействия цитозольной сиалидазы го
ловного мозга свиньи с ганглиозидом ОТ1Ь в мицеллярной форме. Изуча
ли зависимость скорости реакции (V) от концентрации субстрата при раз
личной концентрации фермента; зависимость скорости реакции (V) о» 
концентрации фермента изучали при рэзличкэй концентрации ганглиозид।

Рис. 2. Образование комплексов сиз хидаза-С։ I 1Ь в условиях, применяе
мых при определениях активности фермента. Эффект хранения при 37° на 
образование комплексов I и II (А—15 мин; В--45 мин. С-—90 мин). Хро
матографию на коленке с ультрагелсм Ас А-34 проводили, как описано ։։ 
разделе «Материалы и методы»; фермент—0.25 мг/мл; СТII) (с добавле
нием 0.15 Ки 3Н-СО1а)—0.1 мМ. За элюцией ганглиозида следили. ։<»- 
меряя радиоактивность: за элюцией белка—по прохождению УФ-поглоще
ния при 280 нм. Активность сиалидазы определяли флуоримстричсскк 

фермент-ганглиозид (рис. 2) [7]. Выделение и частичная характеристика 
таких комплексов показали [7]. что они не обладали сиалидазной актив
ностью в отношении использованных субстратов. Были подобраны усло
вия. при которых после взаимодействия с ОТ1Ь не оставалось свободного 
белка ферментного препарата и. следовательно, в образовании комплек
сов с ганглиозидом участвовал весь белок. Таким образом, в образовании 
таких комплексов включается сам ферментный белок независимо от сте
пени гомогенности препаратов фермента. Так как были использованы 
водные растворы ОТ Пэ с его концентрацией всегда выше 10՜' М, этот 
ганглиозид находился в них и взаимодействовал с ферментом в виде ми
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целл. С другой стороны, подобные комплексы не образовывались с угле- 
зодной, олигосахаридной частью GTlb. которая нс образует мицеллы и нс ин
гибирует фермент. Более того, цитозольная сиалидаза образовывала комп
лексы (и инактивировалась) не только с ганглиозидами GD1a и GD1b, яв
ляющимися ее потенциальными субстратами, но также и с GM1, не гид
ролизующимся ферментом. Таким образом, комплексы представляют со
бой сочетание фермента с мицеллами ганглиозида, что ведет к полной 
инактивации фермента.

Величина М { комплекса II. меньшего из двух комплексов сиалида- 
за-Cilb, составляла около 420 кД. а комплекса I—порядка 1000 кД. 
Соотношение ганглиозид/бслок (по массе) составляло 4:1 и 3,6:1 для 
комплексов II и I соответственно. Полученные данные подтверждают ги
потезу о том. что комплекс II образуется при ассоциации одной мицеллы 
ганглиозида с двумя молекулами ферментного белка, а в комплексе I__
при ассоциации двух комплексов II (по аналогии с комплексами, которые 
образует с ганглиозидом GM1 бычий сывороточный альбумин) [12]. Эти 
комплексы легко атакуются свободной цитозольной сиалидазой »: осво
бождением NeuAc, что указывает на то, что олнгосахаридная часть СТ1Ь 
вполне доступна и расположена на поверхности комплекса. Длительное 
хранение препаратов комплексов или их обработка мицеллами ганглиози
дов не приводили к отделению или к замене стартовых компонентов. 
Поэтому такие комплексы можно рассматривать как стабильные смешан
ные ганглиозид-белковые мицеллы, в которых белковая часть по большей 
части расположена во внутреннем гидрофобном ядре, а каталитический 
участок или стерически экранирован, или нс выходит на поверхность.

Были сделаны попытки вызвать диссоциацию комплекса сиалидаза- 
GTlb с помощью детергентов для восстановления фермента в активной 
форме. 11рсдварительные исследования показали, что из различных ис
пользованных детергентов (тритон Х-100. лизолецитни, КПДМАПС, 
октил-Р-пиранозид. холат и ДОХ-Х'а, таурохолевая кислота, сульфобе
таин) только тритон Х-100 и лизолецитни полностью восстанавливали 
активность цитозольной сиалидазы и не влияли на нее независимо от их 
концентрации. Поэтому эти детергенты и использовали в дальнейших 
опытах.

Фермент проинкубировали с GI |Ь в условиях, ведущих к образова
нию комплекса II. до полной инактивации (рис. 3). Добавление возра
стающих концентраций тритона Х-100 или лнзолецитина в возрастающей 
концентрации (до 20 мМ^Ь5%) при 2-часовой инкубации приводило к 
восстановлению активности фермента приблизительно на 50%. свидетель
ствуя об обратимом характере инактивации фермента при образовании 
комплекса. На основании этих данных был получен и выделен комплекс II 
с последующей инкубацией его с 1.5%-ны.м тритоном Х-100 (37°. 2 ч). 
Как иидно из рис. 4, при последующей хроматографии на колонке с уль- 
трагелем АсА-34 белок комплекса элюировался двумя пиками, один из 
которых представлял свободный белок, а другой—комплекс белка с ганг
лиозидом; эти пики содержали соответственно 35 и 65% белка. От общего 
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количества белка весь ганглиозид комплекса элюировался в пике, со
державшем комплексе белков без следов мицеллярного СТ1Ь. Пик. 
содержавший свободный белок, по свойствам соответствовал свободной 
цитозольной сиалидазс. активность его составляла 45% от исходной. Пик. 
содержавший белок и ганглиозид, также проявлял хотя и малую, но из
меримую ферментативную активность (около 5% от исходном). Все это 
означает, что обработка детергентом сильно действовала на комплекс II 
с высвобождением части захваченного фермента и образованием из ос-

Рис. 3 Рис. 4
Рис. 3. Обработка каталитически неактивно։ о комплекса сналндаэы-С 1 !•' 
тритоном Х-100 и лизолспитииом: восстановление активной формы фер
мента как функция концентрации детергента. Активность сналидазы опре
деляли флуорнмстрическн и выражали в % от исходно։։ (примененной для 

формирования комплекса)

Рис. 4. Эффект тритона Х-100 на комплекс сиалкдаза-СТ 1Ь II: получен։։.՝ 
высвобожденного и активного фермента с поможью хроматографии на ко
лонке с ультрагелем Ас А-34. Активность сналидазы определяли флуори- 
метричсски и выражали в % от исходном активности, использованной для 
образования комплекса II. За элюцией ганглиозида и белка следили, к։х 

описано в подписи к рис. 2

давшегося белка и ганглиозида нового комплекса, в котором активный 
участок фермента, по крайней мере частично, оказывался на поверхности 
и поэтому становился способным связывать субстрат.

Для выявления механизма образования комплексов сиалидаза-GTII) 
и их перестройки под влиянием детергентов, цитозольную сиалидазу про
инкубировали (1 ч. 37°) со смесью Glib и тритона Х-100 в различных 
молярных соотношениях (смешанные мицеллы ганглиозид-детергент) и 
затем определяли количество МУ-NeuAc и GT1b. Как видно из рис. 5, 
активность фермента оказалась зависимой от состава смешанных мицелл: 
она не была обнаружена в случае мицелл с превалированием ганглио
зидов (соотношение 0,2—0,3); мицеллы же. богатые детергентом (соот
ношение выше 15) проявляли полную активность. Это свидетельствует 
Р том, что способность образовывать неактивные комплексы свойственна 
мицеллам ганглиозидов. Если в мицеллах, содержащих много детерген
та, присутствует также ганглиозид, то последний ведет себя уже не как 
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ингибитор, а как прекрасный субстрат для фермента. Можно предполо
жить 113]. что размер смешанных дстергент-ганглиозидных мицелл умень
шается с увеличением доли детергента в них, что затрудняет связыва
ние ими фермента с образованием комплексов. С другой стороны, в 
смешанных мицеллах (ганглиозид-детергент) с высоким содержанием де
тергента молекулы ганглиозида располагаются менее компактно, что 
создает более благоприятные условия для функционирования их в ка-

Рис. 5. Эффект I-часовой прсинкубации при 37е со смешанными тритон 
Х-100-бТ1Ь мицеллами (при различных молярных соотношениях) на ак
тивность нитозольной сиалидазы. Активность фермента определяли флуо- 
риметричсски и колориметрически пои постоянней концентрации ОТ1Ь

Рис. 6. Кинетика действия цитозольной сиалидазы на гомогенные мицел
лы 6Т|Ь и смешанные мицеллы тритон Х-100-СТ1Ь с различным моляр
ным соотношением компонентов. Высвобождение ХсиАс регистрировали 

колориметрически

честве субстрата для фермента, как это было показано на примере сиа
лидазы холерного вибриона [14].

На рис. 6 представлены кривые скорость/субстрат активности ци
тозольной сиалидазы мозга на гомогенных мицеллах б ГЦ) и на мицел
лах комплекса тритона Х-100-СТ1Ь при высоком молярном отношении. 
В случае мицелл, богатых детергентом (соотношение—15) взаимодей
ствие подчинялось кинетике Михаэлиса-Монтен (классическая гипербо
ла) в противоположность бифазной сигмоидной кривой, полученной в 
случае гомогенных мицелл СТ1Ь. Более того, кажущиеся значения ХЛпах 
з случае мицелл, богатых тритоном Х-100, были значительно выше, чем 
в случае гомогенных мицелл СТ'|Ь. Эти данные в добавление к наблю
дению [7], что связанный в комплексе ОТ1Ь может служить в качестве 
субстрата для свободной цитозольной сиалидазы. объясняют аномально
сти кинетики действия этого фермента на мицеллярный <ЗТ1Ь. В самом 
деле, при инкубации фермент образовывал комплексы СТ1Ь-неактнвные 
формы фермента. В то же время оставшийся несвязанным фермент мог 
отщеплять ЭДеиАс из образовавшегося комплекса (31 1Ь-фермент. Поэ
тому высвобождение ХснАс не зависело ни от количества фермента, ни 
от исходной концентрации ганглиозида, а только от количества «свобод- 
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кого» фермента и образовавшегося комплекса GTIb-фермент. В случае 
смешанных мицелл с превалирующим содержанием детергента выявляет
ся лишь взаимодействие с активным участком фермента, и образование 
фермент-субстратного комплекса протекает по классической кинетике Ми- 
хаэлиса-Ментен. Таким образом, проведенные исследования иллюстри
руют новый аспект связывающих свойств ганглиозидов—пнактивирова- 
нис фермента (цитозольной сиалидазы мозга) после связывания ганг
лиозидных мицелл. Диссоциация или перестройка таких мицелл приводит 
к полному восстановлению активности фермента. Важность этого феномена 
для оценки вклада ганглиозидов в функции плазматических мембран 
становится очевидной при рассмотрении образования ганглиозидных 
кластеров в мембране как обратимого и регулируемого явления. Условия, 
способствующие образованию кластера, могут вызывать сопутствующий 
захват белка в мицеллоподобном микродомене кластера, и наоборот, при 
диссоциации кластера «демаскируется» захваченный белок. Захват и 
высвобождение белка в богатом ганглиозидами окружении может при
водить к обратимым изменениям в конформации белка, что. по-видимому. 
служит потенциальным обратимым механизмом активации-инактивации 
белка. Исследования в этом направлении уже ведутся.

ENZYME—GANGLIOSIDE INTERACTIONS IN THE BRAIN: 
THE EXAMPLE OF CYTOSOLIC SIALIDA5E

TETTAMANTI G.. FIORILI.I A . VENERANDO B.

Department of Medical Chemistry and Biochemistry. The Medical School, 
University of Milan, Milan. Italy

Cytosolic sialidase from pig brain interacts with micellar ganglio
sides (for instance GTlb) giving rise to two stable protein-ganglioside 
complexes of different molecular weight. The complex of lower molecu
lar weight is a combination of one ganglioside micelle and two enzyme 
molecules; the complex of higher molecular weight is dkely a dimer of the 
former complex. The complexlinked enzyme is catalytically inac
tive. Treatment of the low molecular weight complex with detergents, 
like Triton X-100 and lysolecithin causes dramatic modifications of the 
complex structure, resulting in liberation of part of the enzyme in a 
fully active form, and in rearrangement of the remainder complex, 
which acquires some enzymatic activity. The ability to form complexes 
with resulting enzyme inactivation is possessed by homogeneous micel
les of ganglioside; mixed Triton X-100—ganglioside micelles, with a 
high detergent content, do not form complexes with the enzyme and be
have as excellent substrates for the enzyme. Reversible inactivation of 
protein by interaction with ganglioside micelles is discussed as a poten
tial modulatory mechanism of membrane bound active proteins conco
mitantly to the formation or dissolution of ganglioside clusters at the 
plasma membrane level.
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СПЕЦИФИЧЕСКИЕ ГЛИКОПРОТЕИНЫ ГИПОТАЛАМУСА

СРАПИОНЯН Р. М.
•Институт биохимии АН АрмССР. Ереван

Из гипоталамической области мезга получены в элсхтрсфорстнчсскк гомогенном 
«иле четыре глихопротсикз. Три из тих (.Мг 39. 24 и 20 кД) являются носителями 
ранее обнаруженных кардиотрояных нейрогормонов «К», «Г*. С», образуя с ними
соответственно нековалентно связанные комплексы. Исследование основных физико- 
химических свойств и некоторых структурно-функциональных особенностей указанных 
гликопротеинов позволяет заключить .» существовании 
герской ткани гликопрстеиков. а использование метода 
лиэа—однозначно утверждать о наличии в мозгу группы 

новых специфических для 
радиоиммунологнческог :• анз- 
кардисактнвяых бслок-гормо-

кальных комплексов.
В последнее десятилетие в непробиологии наблюдается тенденция 

рассматривать сложные интегративные функции НС с помощью систем
ного подхода, включающего в себя основные положения молекулярной
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биологии. В этой связи следует отметить,, прежде всего, всестороннее 
изучение нейроспецнфических белков и их функциональных превраще
ний. Однако, несмотря на экспоненциальный рост числа работ, посвя
щенных этим важнейшим биополимерам, в литературе отсутствуют кон
кретные и обоснованные положения об их физиологической роли в осу
ществлении специфических функций. Интегративные процессы в голов
ном мозгу столь многогранны, что ограничить участие в них лишь уже 
известных нейроспецнфических белков, по-видимому, невозможно. В этом 
отношении поиск неидеитифипированных еще белков, связанных с оп
ределенными функциями и структурами мозга, весьма оправдан и является 
одной из актуальных задач нейрохимии.

Со времени выделения в 1964 г. Галояном [1] из гипоталамической 
области мозга специфического белка, обладающего короиарорасшнряю- 
щей активностью, и. по мнению автора, являющегося носителем кардио- 
тропных нейрогормонов «К» и «С» [2], прошло более 20 лет. За этот 
период обнаружены еще три белка, разработаны модифицированные схе
мы выделения и очистки последних, объединяющие уже ставшими тра
диционными методы гель-фильтрации через сефадексы, ИОХ на ДЭАЭ-ц, 
изоэлектрофокусирование в градиенте амфолинов и электрофооеза в 
ПААГ. позволяющие получать дифференцированно в электрофоретнчески 
гомогенном виде четыре кардиоактивных белка [3, 4]. Три из них на
ходятся в комплексе с нейрогормонами «К». «С», «Г», а четвертый—с 
еще неидентнфицированным соединением (X). Соответственно, по прин
ципу сродства с нейрогормонами, эти белок-гормональные комплексы обоз
начены как «БНК», «БНС». «БНГ» и «БНХ». Их суммарный выход из 
ткани гипоталамуса составляет 12 мг/кг сырой массы. Наименьшим со
держанием в гипоталамусе отличается «БНХ»—около 1,2 мг/кг, при 
этом оно варьирует в зависимости о г условий экстракции. С пониже 
нием температуры выход «БНХ» резко уменьшается, с применением же 
иеионных детергентов выход повышается. Это позволяет рассматривать 
«БНХ» как специфическую мембраносвязанную форму кардиоактивных 
белков.

Связь между нейрогормонами и белками достаточно слаба и, ио-ви
димому, имеет гидрофобный характер; она разрушается при кислых зна
чениях pH (ниже 3) и температуре, равной —20° и +65°. Подобная 
связь при физиологических значениях pH и обеспечивает структурное ин
тегрирование. Диссоциация же комплекса после его выхода в кровь дает воз
можность целенаправленного транспорта гормонов в различные висцераль
ные органы. В литературе описаны аналогичные примеры, демонстратив
ными из которых являются нейрофизины. Это семья родственных бел
ков, основная функция которых—транспортная [5, 6]. Нейрофизины яв
ляются носителями нейрогипофизарных гормонов—вазопрессина и окси
тоцина. с которыми они находятся в нековалентно связанном комплексе. 
Широко распространено мнение о том, что такое связывание является 
результатом компартментализапии во время биосинтеза нейрогипофизар
ных гормонов и нейрофизинов |7].
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Коронароактивные белок-гормональные комплексы были выделены на
ми из гипоталамусов ряда животных (крыса, кролик, кошка, свинья, 
овца, крупный рогатый скот) [8]. Лучшей экспериментальной моделью 
среди таких комплексов являлись препараты, полученные из гипоталаму
сов крыс, их коронарорасширяющая эффективность гораздо выше по 
сравнению с другими. Однако ввиду их малого содержания и с целью 
получения в препаративных количествах в работе использовали гипота
ламус крупного рогатого скота.

Исследование ряда физико-химических свойств выделенных из комп
лекса белков, лишенных коронароактивности (так называемых апоформ), 
позволяет отнести их к группе слабокислых с величинами Мг ։ равными 
для «БНС», «БНГ» и «БНК». по данным электрофореза в ПА.АГ с 
ДДС-К’а—20, 24 и 39 кД соответственно. Их изоточки также находились 
в узком диапазоне pH, присущем слабокислым соединениям (5,9—6.3). 
Данные сб аминокислотном составе этих белков подтвердили их слабо
кислый характер: количество в них основных и кислых аминокислотных 
остатков оказалось примерно одинаковым. Из полярных аминокислот вс 
всех исследованных белках доминировали остатки серина, глицина, ала
нина. глутаминовой кислоты, в сумме составлявшие 43—50%. Обращает 
на сибя внимание отсутствие в «БНС» и незначительное содержание в 
«БНК» ароматических аминокислот. Величины Мг , рассчитанные по 
данным аминокислотного анализа, оказались, в основном, ниже по срав
нению с данными электрофореза в ПААГ с ДДС-1\:а. Такую разноре
чивость мы объясняли частично наличием небелковых компонентов в 
молекулах исследуемых соединении. Окрашивание электрофореграмм этих 
белков после электрофореза в ПААГ специфическими реагентами, об
наруживающими нуклеотиды, липиды и углеводы, так же. как и биохи
мические определения, выявили наличие лишь углеводных компонентов.

В дальнейших исследованиях с помощью современного арсенала прие
мов для расщепления гликозидных связей, в частности метанолиза и пос
ледующего анализа тримстилсилильных производных, была сделана по
пытка расшифровать моносахаридный состав углеводного компонента. 
При этом были обнаружены из аминосахаров ^-ацетилглюкозамин. 
К’-ацетилгалактозамин, из нейтральных сахаров манноза и галактоза, 
была также найдена сиаловая кислота. В общем, входящие в кардиоактнв- 
пые комплексы белки можно отнести к типу .^-гликозидносвязанных. ман- 
нозсс 5сгашенных гликопротеинов.

Своеобразие аминокислотного состава и наличие углеводного компо
нента обусловили нетипичный для белков 5 Ф-спектр. Особенно это ка
сается БНС». характеризующегося слабым поглощением и нс ебяаружи- 
ваюшего максимума в области 270-280 ■՛'՛• Спектры «БНГ» и «БНК» 
характеризовались максимумом поглощения при 270 им, ио сравнивая вс- 
личны их оптической плотности И величины М, , можно допустить, что 
в < БНК» триптофановых остатков содержится на моль вдвое больше, чем 
п «БНГ».

Итак, молекулы этих белков различаются по некоторым, физическим 
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свойствам, что обусловлено отличиями в их структурной организации. В 
частности, конформация «БНС» резко отличается от конформации дру
гих двух белков. Его спектр КД характерен для белковой молекулы с вы
соким содержанием неупорядоченной структуры, незначительным содер
жанием 0-структуры и почти полным отсутствием се-спиральностн. Содер
жание последней в «БНГ» и «БНК» примерно одинаково, однако доля 
неупорядоченного клубка выше в «БНК», что свидетельствует .՛ более 
плотной упаковке ее молекулы.

Получение высокоспецифических (процент перекрестных реакций не 
превышает 0.1) антисывороток к бычьим «БНС», «БНГ» и «БНК» поз
волило альтернативно объяснить существование семьи родственных коро- 
нароактивных белок-гормональных комплексов. Помимо высокой специ
фичности эти антисыворотки характеризовались достаточной чувствитель
ностью и позволяли уверенно определить до одного иг белка в пробе. Пригод
ность иммунных сывороток для радиоиммунологического определения со
держания оценивалась по их способности конкурировать с соответствую
щим 12'1-белком за связывание со специфической антисывороткой [9]. 
Используя реакцию связывания комплемента, удалось установить специ
фичность кардиоактивных белок-гормональных комплексов для нервной 
ткани, поскольку их содержание в ней. по крайней мерс, в тысячу раз 
превышает содержание в любом другом органе. Однако в разных отделах 
головного мозга они распределены неравномерно: высоким содержанием 
(мкг/г сырой массы) «БНС» и «БНГ». кроме гипоталамуса (1.5 и 1.4), 
отличаются мозжечок и кора больших полушарий мозга (0.8 и 1.0 соот
ветственно). «БНК» же распределяется более равномерно; это нс объяс
няется присутствием крови, так как. во-первых, у перфузированных жи
вотных выявлена аналогичная картина, а во-вторых, при пересчете на 
один мг белка содержание «БНК» в сыворотке крови существенно ниже, 
чем в мозгу.

Сопоставление величии иммунореактивности кардиоактивных комп
лексов в висцеральных органах свидетельствует об их выраженной орга- 
носпецифичпости. Так, «БНС» в значительных количествах (в пг/г сы
рой массы) обнаруживается в сердечной (0,40) и скелетной (0,41) мыш
цах и надпочечниках (0,43), «БНГ»—в надпочечниках (0,38) и в пан
креатической железе (0.30). а «БНК»—в печени (0,80). В остальных 
висцеральных органах (селезенке, легких, почках) активность была очень 
низкой, либо отсутствовала. Достаточное количество (в нг/мл) 
этих биополимеров обнаруживалось в сыворотке крови: «БН1 »—25. 
«БНК»—13, «БНС»—10.

При интерпретации обнаружения иммунореактивных кардиоактмч- 
ных комплексов гипоталамуса в ненервных структурах мы допускаем 
несколько предположений. С одной стороны, возможно наличие я пос
ледних веществ, близких к обнаруженным в нервной ткани. С другой 
стороны, не исключена возможность наличия в этих органах нейронов 
типа АР1. Э. способных к синтезу соединений, идентичных белок-гормо- 
нальным комплексам нервного происхождения.
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Можно допустить, что. подобно белку 5-100. обнаруженному в эпи- 
I эе, аденогипофизе и надпочечниках [10]. нейроспсцпф,.ческой енолазе, 
выделенной из островковых клеток поджелудочной железы, С-клеток ти- 
реоиднон железы и хромаффинных клеток надпочечников [11], „ли ней- 
рофнзниам, обнаруженным в зпифизе [12]. кардиоактивные гликопро
теины являются скорее маркерами определенного типа клеток нейрозкто- 
дермального происхождения.

И наконец, не исключается возможность выхода этих комплексов 
аналогично неирофнзинам, в общую циркуляцию при условиях стиму
лирующих выброс карднотропиых нейрогормонов «К», «С» и «Г» В 
пользу этого предположения свидетельствуют данные о наличии кардио- 
активных белок-гормональиых комплексов в нейросекреторных грану чах 
гипоталамо-нейрогипофнзариой системы различных животных [13], весь
ма близких к «БНС». «БНГ» и «БНК», выделенных из целых гипотала- 
мусов тех же видов.

Сравнение данных, полученных при изучении субклеточного распре
деления белок-гормоиальных комплексов в гипоталамусе, показало что 
за исключением синаптосомнон. в остальных исследованных субфракциях 
(ядерной, миелиновой, митохондриальной) они не были обнаружены [14]

Белковый спектр синаптосом отличается сложной гетерогенностью- 
в них было обнаружено более 20 белков, в том числе „ гликопротеины с 
величиной Л1 г от 16 до 125 кД. Сред.......х выявлены нейроспсцифнческие 
белки 5-100 и 14-3-2 [Ъ. 16], ряд гормонов (люлиберин, тиреолпберин. 
норадреналин) [17]. В последние годы появилось множество сообщений, 
в которых были сделаны попытки связать преимущественную локализа
цию иейроспеци.1....сских белков в синаптосомах с участием этих белков в 
специфических функциях нервной ткани.

О функциях кардиоактивных гликопротеинов можно высказать сле
дующее: прежде всего, они являются интрацеллюлярнымн транспортны
ми молекулами. Это функциональное их значение давно уже установлено 
[1. 2] и доказана идентичность выделенных из комплексов низкомолекч ляр- 
пых кардиоактивных соединений ио многим параметрам с кардиотропны- 
ми нейрогормонами «К». «С» и «I » [^§| Кроме того, мы попытались 
также связать преимущественную локализацию этих гликопротеинов в 
синаптосомнон фракции с процессами, происходящими в ‘нервной ткани, 
в частности, на основании данных об участии выделенных из этих комп
лексов кардиоактивных нейрогормонов в пресинаптнческой регуляции 
высвобождения катехоламинов в гипоталамусе. 11 наконец, заслуживает 
особого внимания для выяснения функциональной роли исследуемых гли
копротеинов обнаружение факта их существования в виде препрогормо- 
нальиой формы карднотропиых нейрогормонов [19. 20]. Доказательст
вом явилось выделение в результате протеолиза специфических глико
протеинов шести кардиоактивных триптических доменов, явившихся, в 
свою очередь, прогормоиальными формами карднотропиых нейрогормонов 
«К». «С» и «Г». Обнаруженные домены являются гликопептидами с раз
личной величиной Мг (от 6 до 10 кД); основные физико-химические, 
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биохимические и биологические свойства которых имели большое сход
ство с указанными нейрогормонами. Систематизация экспериментальных 
фактов позволила однозначно установить, что указанные гликопептиды 
являются предшественниками, кроме коронароактивных, ряда других 
биоактивных соединений (регулирующих внутриклеточный уровень со
держания циклических нуклеотидов, участвующих в процессе гликолиза, 
гликогенолиза и пресинаптической регуляции высвобождения катехолами
нов в гипоталамусе).

Поиск альтернативного объяснения биохимических превращений, 
предшествующих расслаблению гладкой мышцы коронарных сосудов под 
действием кардиоактнвных гликопептидов, начинали с изучения активно
сти фосфодиэстеразы сАМР мозга, исходя из ингибирующего активность 
этого фермента действия как ряда сердечных лекарственных препаратов, 
так и кардиотропного нейрогормона «С» [21]. Из триптических доменов 
специфических гликопротеинов, как оказалось, три ингибировали актив
ность ФДЭ сАМР в достаточной степени (от 40 до 57%). остальные кар- 
диоактивные домены никакого действия нс оказывали [22]. Итак, под 
действием таких гликопептидов должно происходить накопление сАМР. 
этого уникального посредника, принимающего участие во многих биохи
мических превращениях, в том числе и в процессе гликогенолиза, в кото
ром он участвует в активации гликоген-фосфорилазы и последующего 
перехода фосфорилазы а в 6-форму. Аналогично действует и нейрогор
мон «С» [23]. Это послужило предпосылкой для проведения исследова
ний по изучению изменений активности фосфорилазы под действием 
кардиоактнвных доменов. Сопоставление полученных данных позволило 
заключить, что, в общем, они повышают активность фермента во всех 
органах, но особенно существенно в мозгу, сердечной и скелетной мыш
цах. При этом нельзя исключить органоспецифическое действие каждого 
из них. Триптический фрагмент «БНС», обозначенный как ТфБНС, ин
тенсивно активирует сердечную фосфорилазу (на 170%), ТфБНГ—фос
форилазу скелетной мышцы (на 150%). а ТфБНК—мозговую фосфори
лазу (на 100%). Поскольку из изученных форм фосфорилазы, как было 
установлено, повышалась активность фосфорилазы а, то можно допу
стить, что имело место классическое фосфорилирование с переходом фор
мы а п б [22]. Можно полагать, что в критических ситуациях, вызывае
мых либо чрезмерными энергетическими затратами нервной ткани, либо, 
наоборот, недостаточным запасом в ней энергетических средств (ограни
ченного притока глюкозы или кислорода), они могут способствовать ак
тивации этого перехода.

Известно образование многих нейропептидов в результате ограничен
ного протеолиза физиологически неактивного предшественника [24]. 
Многочисленные примеры этого целесообразного принципа экономии в 
природе может представить ЦНС высших животных. Наиболее уникаль
ным среди этих примеров является образование из проопиомеланокор- 
тина целой группы важнейших нейроактивных пептидов с различными 
•физиологическими эффектами [25].

114



Исходя из всего сказанного, можно заключить, что кардиоактивные 
гликопротеины, безусловно, могут быть включены в особый класс пред
шественников. Класс этот, по общепринятому мнению, объединяет мо
лекулы, «основной ролью которых является осуществление и регуляция 
функционального взаимодействия разных уровней системной и биологи
ческой организаций» [26].

SPECIFIC PROTEINS OF HYPOTHALAMUS
SRAPION1AN R. M.

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

Four glycoproteins have been isolated in electrophoretically homo
genous state from bovine hypothalamus: three of them with Mr 39,24 
and 20 D turned to be the carriers of the earlier discovered cardiotropic, 
neurohormones ,,K“, .0“ and ,C“ forming with the latters non-cova- 
lent complexes. Study of physico-chemical properties and structure-func
tion relationships as well as RIA analysis of these glycoproteins makes 
it possible to claim existence of a new class of brain-specific glycopro
teins—a family of cardioactive protein-hormonal complexes.
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ВЕЩЕСТВА Р И 
АНГИОТЕНЗИНПРЕВРАЩАЮЩЕГО ФЕРМЕНТА

СИМС В. Э.. ХЕДЕР Г.. ЭМЕ И.
Институт по исследованию лекарственных препаратов АН ГДР. Берлин

В течение последних лет появилось много данных о взаимодействиях 
вещества Р и ангиотензинпревращающего фермента (АТПФ) (КФ 
3.4.15.1): ингибирование АТПФ с помощью вещества Р, деградация 
вещества Р посредством АТПФ и некоторые дополнительные результа
ты экспериментов in vivo. АТПФ—относительно нсспецифическая ди- 
пептидилпептидгидролаза, отщепляющая от пептидной цепи С-концевой 
дипептид. Наиболее важными субстратами для нее являются вазоактив
ные пептиды—ангиотензин 1 и брадикинин.

Реакции между веществом Р и АТПФ несколько противоречат су
ществующим концепциям о строении каталитического центра АТПФ. 
Согласно Cushman, Ondetti u Petrillo [1—3]. ингибиторы АТПФ 
должны соответствовать следующим структурным критериям: со
держать Zn2 ** -связывающую группу: два гидрофобных участка, реа
гирующих с соответствующими гидрофобными карманами фермента 
(S| и S2): водородную связь между двумя гидрофобными участками: 
С-концевую отрицательно заряженную группу (СОО *' ). взаимодейст
вующую с катионным остатком аргинина фермента: расстояние между 
Zn2 + -связывающей группой и СООН-группой должно соответствовать 
длине днпептидной цепочки.
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Субстраты АТПФ (как минимум трипептиды) п их С-концевой ча
сти должны обладать такими же структурными особенностями. Кроме 
того, предпоследняя пептидная связь не должна быть замещена. Ско
рость гидролиза субстрата более всего зависит от боковых испей пеп
тида. особенно в его С-конпсвом отрезке [4].

Поскольку вещество Р является амидом, оно не должно было бы 
служить хорошим субстратом или ингибитором АТПФ. Более того. 
С-концевая аминокислотная последовательность вещества Р (С1у-Ьеи-Ме1) 
не является благоприятной для взаимодействия с АТПФ. Несмотря на 
эти неблагоприятные условия, такие реакции между ними, как катабо
лизм вещества Р и торможение АТПФ в последние 6 лет были неодно
кратно описаны.

Взаимодействия между веществом Р и АТПФ могут вызывать ин
терес и в медицинском отношении, так как оба эти вещества участвуют 
во многих физиологических функциях, в том числе в регуляции кро
вяного давления [5—7]. что дополнительно подчеркивает сложность 
систем регуляции последнего. Эти неожиданные реакции между веще
ством Р и АТПФ привлекли и наше внимание главным образом в струк
турно-молекулярном отношении с целью новых ингибиторов АТПФ.

Материалы и методы

Вещество Р и его фрагменты, а также трипептид I lyp-His-L.cu были синтезированы 
в Отделе синтеза лекарственных препаратов (ГДР).

А ктионостъ АТПФ определяли флуоримстрически микромодификацией метода 
Friedland. Silverstein 18,9]: субстратом служил Hyp-His-Lcu. Реакцию проводили в 
хлорид-фосфатном буфере. pH 8.3. Образующий днпептид His-Leii определяли флу
оримстрически с помощью реакции е о-фтальдиальдсгндом при 355 нм (использовали 
препарат His-Leu для стандартизации фирмы ..Scrva". ФРГ).

АТПФ выделяли из легких свиньи по методу, близкому к методам Oshima и 
соавт. [10]. Das. Soifer [II] и Lanzillo, Tanburg [12]. Гомогенизированную ткань 
солюбилизировали ДОХ-Na и наносили на ко\энку с ДЭАЭ-целлюлозой, затем элюи
ровали 0,02 М Ха-фосфатным буфером (pH 8.3) и градиентом KCI (0—0.2 М). Полу
ченные фракции разделяли на коленке с п<дрекси.\апатитом с элюциси фосфатным 
градиентом (0.01—0.05 М. pH 8.3) с последующей гсль-фильтрациен на сефадексе 
G-200. Очищенный препарат имел величину У. А. 80000 нмоль His-Lcu/мин/мл и 
давал одну полосу при гель-электрэфорезе в ПА АГ в присутствии ДДС-Na. В случае 
частично очищенного препарата исключалась стадия очистки на гндрсксиламатитс 
Такой препарат, помимо АТПФ. содержал примесь некоторых дру։кх ферментов, з 
частности с активностями, близкими к активности днпсптид-амннопситндаз1\ .

Идентификация гидролитических продуктов вещества Р с помощью ВЭ/Ьх. Ин 
кубацию АТПФ с веществом Р проводили при 37 в течение 3.7 и 27 ч в 2 мл хлорид 
фосфатного буфера. pH 8.3, содержавшем 0,3 мМ вещества Р и^ I мл раствора очи
щенного фермента. Реакцию останавливали нагреванием аликвот > мин при 95 . Про
дукты гидролиза идентифицировали с помощью ВЭЖХ в обратной фазе из колонке 
1лс11Г<)8огЬ R Р-8 (250X4.6 мм. 10 мкМ) После нанессчия 100 мкМ пробы пептиды 
40 мин элюировали градиентной элюцией следующими растворителями: А— 1('%-ным 
ацетонитрилом. 90%-ным 0.01 М Ха11гРО4 и 0.15 И Х։аСЮ.։ (pH 2.2); В—70%-ным 
ацетонитрилом 30%-ным 0.01 М Х’аН2РО4 »« 0.5 М ХаСЮ4 (pH 2.2). Поглощение 
при 215 нм регистрировали с помощью УФ-детектора при кемнатиой температуре.
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Радиоиммунный анализ. Определение вещества Р с помощью* радиоиммунного 
анализа проводили по методу Ра1115аск и соавт. [13]: 0.5—50 мкМ вещества Р инку
бировали 1 или 3 ч с очищенным препаратом АТПФ (190 иг/100 мкл) в хлорнд-фос- 
фатиом буфере. pH 8,3. Реакцию останавливали нагреванием аликвот 5 мин при 95°.

Результаты и обсуждение

По нашему мнению, результаты экспериментов с торможением 
АТПФ необходимо разделить на полученные с использованием чистых 
и лишь частично очищенных препаратов АТПФ в связи с возможной 
примесью в последних других веществ Р-расщспляющих ферментов. Эти 
ферменты могут приводить к образованию фрагментов вещества Р с 
АТПФ-ингибирующими свойствами и тем самым усиливать тормозящий 
эффект вещества Р на АТПФ.

В наших исследованиях было установлено повышение величины 
*Сзо для вещества Р, то есть снижение его тормозящего эффекта с уве
личением степени очистки АТПФ (табл. 1). В сопоставимых условиях 
было обнаружено ингибирующее действие также и фрагментов вещества 

С-конпевой фрагмент вещества Р5 н не тормозил АТПФ, тогда 
как Х’-конпсвые фрагменты вещества Р,_ , и вещества Р3_..։ тормозили 
АТПФ в той же мере, что и вещества Р։_п. Это свидетельствует о 
существенном вкладе этих М-конпевых фрагментов вещества Р в его ин
гибирующем действии на нативный АТПФ; фрагменты вещества Р._4 и 
вещества Р 3_.։ могут с легкостью образовываться при действии неочи
щенных препаратов фермента. На рис. 1 представлены некоторые воз
можные пути ферментативного образования М-концевых фрагментов ве
щества Р.

Литературные данные по ингибирующему действию вещества Р на 
активность АТПФ очень расходятся [14—20]. В большинстве случаев 
сообщали о высоких значениях 1Сзо и К։ для амидированного вещества 
Р и, как этого ожидали, данные величины оказались значительно ниже 
для неамидированного вещества Р. Значения же 1С$о. приведенные в ра-

CrtneniirOtfy-a^-onent^doio IV д^пепгид^л-ои^ноп^пгпСа^о В

Arg- Pro-Ly$-Pro-Gin-Gin Phe • Phe'Gly- Leu ■ Met-NHj

кислая прог co toлолнмипрозо

*poau [24] пост-пролин раси&пл*ю։щ4н [2b,2fi

Puc. 1. Возможные пути ферментативного гидролиза N-концсвого участка 
вещества Р.

боте Verma и соавт. [15, 16], совершенно неожиданны и до сих пор не 
получили подтверждения.

Главный вопрос в настоящее время состоит в следующем: можно 
ли данные по ингибированию АТПФ с помощью вещества Р, полученные
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Ингибирование ангиотснз11:п1рсиратаю!исго фермента (АТПФ) 
веществом I’ к его фрагментами

Таб.тии 1

123456789 10 11
Агя — Рго — Ьуз — Рго — С1п — С1н — Ри* — Р1»е — СИу — Ееи — Ме1—МН3Вещество Р

нативная 
АТПФ (сыво
ротка кропи 

человека)

частично очи
щенная АСЕ 

(легкие свиньи)

очищенная АТПФ 
(легкие свиньи) источник АТПФ

Вещество Р|-Ц (амид) 31 95 150
50 9.1 1.25 мозг крысы |14|, 

легкие собаки |15.16|
40 мозг крысы |17|

260 легкие кролика |18|
290 (метиловый эфир)
32 (свободная кислота)
25

почки человека |19|

2 (свободна» кислота)
74 почки свиньи |20|

Фрагменты вещества Р

1-4 29 — 33
5 -11 >100 >100 >100
1 2 (Агд-Рго) 100

г
-

>100
?-1 (Еув-Рго) 20 15



in vitro, экстраполировать на условия in vivo, то есть՜ имеет ли значе
ние этот феномен для регуляции кровяного давления. Ведет ли ингиби
рование АТПФ к значительному подавлению распада ангиотензина I и 
брадикинина в организме? В 1983 г. Ryan широко обсуждал аналогич
ный вопрос значимости установленных in vitro величин торможения про
теаз для условий in vivo. На основе простых кинетических соображений 
он подтвердил, что для существенного ингибирования какого-либо фер
мента in vivo концентрация его ингибитора должна значительно превы
шать величину К։ .Это означает, что в случае вещества Р и продуктов 
его распада их концентрации в организме должны быть значительно 
больше, чем 20—200 мкМ. Концентрация же вещества Р в перифериче
ских органах существенно ниже, а максимальная концентрация вещества 
Р в мозгу, в черной субстанции составляет всего 15 мкМ/кг [7]. Мало 
вероятно, чтобы в такой концентрации в ткани мозга вещество Р могло 
влиять на активность АТПФ и соответственно на кровяное давление. 
Как было уже сказано, субстраты АТПФ по своей структуре должны 
быть близкими к ингибиторам этого фермента. Поскольку же С-конец 
вещества Р амидирован. оно должно быть весьма неподходящим субстра
том для АТПФ. тем более, что С-концевая аминокислотная последова
тельность также не особенно подходит для реакции с АТПФ. Тем не 
менее, результаты ряда исследований свидетельствуют, что вещество Р 
гидролизуется при инкубации с АТПФ (табл. 2).

Наши исследования подтверждают эти данные. Деградация веще
ства Р вначале была количественно установлена с помощью радиоиммун
ного анализа и была вычислена величина К,„, составлявшая 33 мкМ: 
это совпадает с данными Skidgel и соавт. [19]. согласно которым 
Кт=25 мкМ. Затем продукты, деградации вещества Р были иденти
фицированы с помощью ВЭЖХ (рис. 2). Было подтверждено, что глав
ным начальным этапом деградации вещества Р являлся гидролиз связи 
Phe-Gly с образованием трипептида Gly-Leu-Met-NH2. Кроме того, 
в результате гидролиза связи Gly-Leu в очень малом количестве об
разуется и дипептид Leu-Met-NH2. Затем, вслед за отщеплением С- 
концевого трипептида, последовательно отделяются два дипептида — 
Phe-Phe и Gln-(iln. Но даже после длительной инкубации с АТПФ 
можно было обнаружить оставшийся нсразложенным тетрапептид Arg- 
Pro-Lys-Pro (вещество Pj֊i). Катоприл в концентрации 1 мкМ пол
ностью подавлял гидролиз вещества Р с помощью АТПФ.

Другой путь образования С-кпнцевых трипептидов под действием 
АТПФ был описан Inokuchi, Nagamatsu [31] и Neels и соавт. [32] 
в случае субстратов с модифицированными пептидными связями между 
аминокислотными остатками в положении 2 и 3. Это свидетельствует о 
том. что в случае определенных субстратов АТПФ может проявлять 
эндопептидную активность. С другой стороны, образование С-концевого 
тетрапептида под влиянием АТПФ, как предложили Yokosawa и соавт. 
[29], не нашло подтверждения. По данным Skidgel и соавт. [19] и 
Erdos, Skidgel [33], вещество Р со свободной СООН-группой гидро-
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Катаболизм вешсства Р (вР) при действии ангиотснзинпрсврашаюшсго 
фермента (АТПФ)

Габ.шич 2

Примечание, * вычисленная величина.

Источник АСЕ Метод оиред! Ленин Р Основные продукты 
распада

Ингибиторы 
реакции

Концентра
ция АСЕ в 
и г/100 мл

Концентра
ция вР 
в мкМ

Чистый фермент 
(мозг крысы) (291

а) флуоримет

б) вэжх
рНчески вР| 8-г^1у-Ьеи-Мс1^Н2

вР|—7 Р1|с-С1у-кс։1-Мс1-
ИН,

каптоприл 33 50

Чистый фермент 
(легкие кролика) [18|

а) биотест по 
слюны

секреции вР։-к+С1уЬеи-Ме1-МН2 каптоприл МК 422 4400* 800

6) вэжх вР։—՛ '.։֊-Еен-Ме1-КИ2 эдтл
Чистый фермент 
(почки человека) 119| а) биотест но 

кишки морс 
свинки

реакции 
кой

вР| -« С1у-Есн-Ме1-Ь!Н2
каптоприл 54 100

Чистый фермент 
(легки • кры с ы) |30|

б) ВЭЖХ
а) флуориметрически вР1-8+С.1у-Ьеч-М<։1-МН։ каптоприл МК 421 10-20 50

6) вэжх эдтл



лизустся АТПФ в 7 раз быстрее, чем вещество Р-амид- Эти авторы по
стулировали слабое взаимодействие способного поляризоваться карбонила 
первой пептидной связи с катионной группой остатка аргинина з катали
тическом центре АТПФ. Несомненно, что реактивность СОО՜ -иона в. 
неамидированном веществе Р намного сильнее, в связи с чем К,„ и 
Kj /1С50 намного ниже, чем для вещества Р-амида или сложных эфиров 
(рис. 3).

Биологическая значимость пеожидавшегося гидролиза вещества Р 
при действии АТПФ до сих пор еще не ясна. Некоторые авторы сделали

3 с 1 5 6 V 7 8 19 1 ’О И
Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-t 'Нг

Рис. 2. Применение при исследовании пс։цества Р иод влиянием ангио
тензин превращаю (него фермента ВЭЖХ; время инкубации 20 ч при 37"

недавно попытку пролить свет на этот вопрос. Так. Bunnell и соавт. [34] 
количественно охарактеризовали расщепление вещества Р при действии 
различных мембраносвязанных пептидаз неочищенного экстракта желуд
ка свиньи. Вклад отдельных ферментов устанавливали применением их 
специфических ингибиторов. Было показано, что АТПФ не играет су
щественной роли в катаболизме вещества Р (ингибирование катоприлом 
и эналаприлом в кислотной форме составляло 5 и 13% соответственно). 
С другой стороны, фосфорамидон. ингибитор нейтральной эндопептидазы 
(КФ 3.4.24.11), называемой также энкефалиназой, ингибировал ката
болизм вещества Р на 85%. Важность расщепления вещества Р энке- 
фалиназой была признана Matsas и соавт. [35. 36] на основе результа
тов аналогичных опытов с препаратами мозга человека, а также опытов 
in vitro. Так, величины kCJl для обоих ферментов—АТПФ и энкефали- 
назы сопоставимы (33 и 31.9 мкМ соответственно), но определяющие 
скорость реакции величины kcat для энкефалиназы значительно выше 
(5062 мин _| ), чем в случае АТПФ (225 мин՜’ ) [18. 33. 35]. Однако 
Loe и соавт. [37], Endo и соавт. [38] и Lauler и соавт. [39] считают, 
что в условиях in vivo распад вещества Р, главным образом, обусловлен 
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действием неидентифицированной пока металлсодержащей протеазой, 
отличной от АТПФ и энкефалиназы. С другой стороны, есть некоторые 
указания и на участие АТ ПФ в катаболизме вещества Р в условиях 
in vivo. Так, Hanson и Lovenberg [40] сообщили об увеличении содер
жания вещества Р у животных после торможения АТПФ путем внутри
желудочкового введения каптоприла. Мы также обнаружили значитель
ное увеличение содержания вещества Р в сыворотке крови у 5 из 7 боль
ных со стойкой гипертонией в результате успешной пероральной терапии 
каптоприлом. В ряде других экспериментов было обнаружено повышение

Рис. 3 Предполагало. с.языоапн. пе„։11доп со св,;боД11ы։, „ амй։
кы« Скопцом с активным центром ангиотеизиппрепращаимцего фермент. 

Модель активного центра „о и еоавт. ['19]

содержания пещсства Р в сыворотке и в других тканях пр„ лечв1ш11 кап. 
топрилом [41], но все эти результаты могут быть следствием и неспеци
фических эффектов каптоприла, который может ингибировать кроме 
АТПФ и некоторые другие протеазы.

Принти к окончательному заключению по поводу деградации ве
щества Р. вызываемой АТПФ, до С|1Х ПОр затруднительно. По-видимо- 
му, АТПФ нс является ни единственным, ни главным ферментом, от
ветственным за катаболизм вещества Р, но это мнение требует дальней
шего подтверждения. Полное выяснение путей катаболизма вещества 
Р и других родственных пептидов поможет уяснить некоторые нежела
тельные побочные эффекты ингибиторов АТПФ при лечении гипертонии 
и определенных нарушений сердечной деятельности.

Мы блогадарим Д'Ра *^а£па На1Ьзаск и 1)уе Каг1.$сЬег։ за прове
дение радиоиммунного анализа и ВЭЖХ, а также полезное обсужде
ние результатов.
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ИЗУЧЕНИЕ ЭКЗОПЕПТИДАЗНОЙ АКТИВНОСТИ 
КАТЕПСИНА В И СПЕЦИФИЧНОСТИ КАТЕПСИНА О И 

ВЫСОКОМОЛЕКУЛЯРНОЙ АСПАРТИЛЬНОЙ ПРОТЕИНАЗЫ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА С ПОМОЩЬЮ ХРОМОФОРНЫХ

И ВАЗОАКТИВНЫХ ПЕПТИДОВ
АЗАРЯН А. В.. ГАЛОЯН А. А.

Институт биохимии АН Ар.мССР. Ереван

Изучено действие катепсина В (КФ 3.4.22.1), катепсина О (КФ 3.4.23.5) и высо
комолекулярной аспартильной протеиназы (КФ 3.4.23.—) головного мозга человека 
и быка ига вазоактивные пептиды (ангиотензины | и II. вещество Р. ренин субстрат 
тетрадекапептид) и хромофорные пептиды, содержащие остаток п-иитро-Ь-фекилала- 
нилп: Еук-Рго-А1а-С1и-Р1։с-Р11с^О3)-А1а-Ьси-ОН (I). С1у-С1у-Н|5-Р1>е(.\’О )-Р1>е
Ala.Lc.i-NH. (II). Pro.Gh.-Aln- РЬ (МО.)-С1у (III). Обе аспартильные протеиназы 
расщепляли пептидную связь РЬс5-РЬ«» в веществе Р, Ьеч1(>.Ьси„ — в ренин суб
страт тстрадекапсптидс, Р1.С-Р1.0 (NO.) — в субстрате 1 и Р1>с (!ЧО.)-Р1ю-в суб
страте II; катепсин О гидролизовал связь РЬе-РЬс(НО3) п субстрате I с К 0.4 мМ и 
к„, 18.3 С-1 . а субстрат II - «•»" РММО.)-Р|,е с Кга 0. 83 мМ и 0.08

с-1 . Сопоставление кинетически։ констант гидролиза исследованных хромофорных 
пептидов катепсином В с таковыми для высокомолекулярной аспартильной протеиназы, 
подтверждает наше предположение, что высокомолекулярная аспартильная прогеиказ. 
является комплексом катепсина Р с эндогенным ингибитором. Изучение расщепления 
хромофорных пептидов катепсином В и определение кинетических констант фермен
тативного гидролиза субстратов I. П1 п ^-Л|я-Агя.\|\аОМс выявило факторы, спо
собствующие проявлению дяпептидилкарбоксипептидаэной активности этой цнетеино- 
пой протеиназы.

Становится очевидным, что протеолитическая деградация нейропеп
тидов и пептидных гормонов является принципиально важным механиз
мом, регулирующим активную концентрацию этих соединений и длитель
ность их физиологических эффектов. Осознание соли протеиназ в про
цессинге и инактивации нсиропептидов и пептидных гормонов и в ге
нерации олигопептидных фрагментов, обладающих бЬлее мощным или 
специфическим центральным действием, вызвало большой интерес к изу
чению протеиназ ткани головного мозга.

Ранее были описаны очистка, физико-химические свойства и субст
ратная специфичность аспартильных и цистеиновых протеиназ головного
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.мозга человека и быка: катепсина О (КФ 3.4.23.5) 1. 2]. высокомо
лекулярной аспартильной протеиназы (ВАП) (КФ 3.4.23.—) [3—5]. 
катепсина В (КФ 3.4.22.1) [2, 6]. катепсина Ь (КФ 3.4.22.15) и катеп
сина Н (КФ 3.4.22.16) [7—10]. В настоящем сообщении представлены 
данные по изучению субстратной специфичности катепсина В, катепсина 
О и ВАП с Помощью регуляторных пептидов вазоактивного ряда и хро
мофорных олигопептидов, содержащих остаток п-нитро-Ь-фснилаланила 
(1\р11). Целью настоящего исследования было выявление факторов, спо
собствующих проявлению дипептидилкарбоксипептидазной активности 
катепсина В. сравнение субстратной специфичности катепсина В и ВАП 
для ответа на вопрос: является ли ВАП самостоятельным ферментом или 
комплексом катепсина О с эндогенным ингибитором, и получение инфор
мации о возможной физиологической роли этих протеиназ.

Материалы, у методы

Катепсины В. I) и ВАП выделяли из коры больших полушарий головного мозга 
человека и быка с помощью многоступенчатой процедуры, включающей биозффинную 
хроматографию па пепстатин-. фенил- и конканавалин А-ссфарозс. как списано в ли
тературе [1. 3—6]. Активность аспартильных протеиназ определяли флуорометри
чески при pH 3.2 ко гидролизу пиридсксил-гемоглобина [1] и спектрофотомсгрически 
при pH 5.0 по гидролизу азоказенна [5]. Активность катепсина В определяли в при
сутствии 2 мМ дитиотрситола и 2 мМ \’а2ЭДТА при pH 6.0 флуорометрически в 
реакции гидролиза 2-Лг</-Аг«-1\ИаОМс и 2-Р11с-Аг£-1МНМсс. а также по гидролизу 
азоказеина при pH 5.0 [6, 8]. Индивидуальность полученных препаратов фермента 
доказана диск-элсктрофорезсм в ПААГ и изоэлектрическим фокусированием.

Гидролиз нейропептидов проводили при 37° при соотношении фсрмент/субстраг 
1:10 или 1:20 в 0.1 М нитратном буфере, pH 3.2 для аспартильных протеиназ и в 

0,1 М фосфатном буфере. pH 6.0 в присутствии 2 мМ дитиотрситола я 2 мМ 
Ма2ЭДТА—для катепсина В в течение 3-х ч. Природу расщепляемой пептидной связи 
определяли дансилировакисм [11, 12] и идентификацией продуктов протеолиза тон
кослойной хроматографией с использованием аутентичных свидетелей.

Гидролиз пептидов, содержащих Кр11, регистрировали по изменению оптической 
плотности при 308 нм в термостатируемых кюветах яри 25э для катепсина В и при 
25° и 37° для аспартильных протеиназ на спектрофотометре «Саггу-118» (США). 
Кинетические константы гидролиза хромофорных пептидов катепсинами головного 
мезга рассчитывали из начальных скоростей реакции. построенных в координатах 
Лайнуивсра-Берка. используя коэффициент молярной экстинкции М"։
с֊» [13].

Результаты и обсуждение

Гидролиз вазоактивных пептидов аспартильными протеиназами го
ловного мозга. Существование ВАП в ткани головного мозга человека и 
быка было впервые показано в 1983 г. [3. 4]. Этот фермент был выде
лен в электрофоретически гомогенном виде из коры больших полушарии 
головного мозга человека и быка с помощью хроматографии на пепста- 
тин-сефарозе; Мг фермента—90 кД изоэлектрическая точка—5,6. При 
электрофорезе в ПААГ в присутствии ДДС-Ыа и 0-меркаптоэтанола об
наружена одна полоса, соответствующая белкам с Мг 46—48 кД [5].
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По ряду характеристик ВАП сходна с катепсином В из того же источ
ника: 1) высокая чувствительность к пепстатину— К 110՜8 М; 2) ре
комендуемые субстраты—пиридоксил-гемоглобин (оптимум pH гидроли
за 3,2) и азосубстраты: азоказенн и азогемоглобин (оптимум pH гидро
лиза 5,0): 3) ВАП расщепляет бычин сывороточный альбумин и у-'глобу- 
лин, однако скорость гидролиза этих субстратов составляет 10 и 5% от 
скорости гидролиза гемоглобина соответственно: 4) добавление в инку
бационную среду 3 М мочевины (pH 5,0) повышает величину У. А. 
ВАП в 3 и 5 раз в реакции гидролиза азогемоглобина и азоказеина 
соответственно. Фракция иммуноглобулина б, полученная из кроличьей 
моноспецифической антисыворотки к катепсину О головного мозга быка, 
дает одну линию преципитации как с катепсином О. так и с ВАП (реак
ция двойной иммунодиффузии по Оухтерлони), но свидетельствует 
лишь о частичной иммунологической идентичности катепсина О и ВАП 
[5]. Обращает на себя внь..—....е тот факт, что величина У. А. ВАП 
значительно ниже, чем катепсина О: в 10 раз—в случае пиридоксил-ге- 
моглобина и в 7 раз—в случае азобелков [5].

Для сравнения субстратной специфичности катепсина О и ВАП мы 
применили вещество Р и ренин субстрат тетрадекапептид (РСТП). Вы
бор именно этих двух вазоактивных пептидов обусловлен следующими 
соображениями: 1) катепсин О из разных источников, в том числе из 
головного мозга крыс, гидролизует РСТП. являющийся М-концевым 
тетрадекапептидом ангиотензиногена, с образованием ангиотензина I 
[14. 15]; 2) в 1983 г. мы обнаружили [1]. что катепсин О головного 
мозга человека гидролизует вещество Р по связи РЬвг-РЬев. В настоя
щей работе показано, что катепсин О головного мозга человека и быка 
также обладает способностью образовывать ангиотензин I из РСТП. 
Болес того, ВАП также расщепляет связь Ьеию-Ееип в РСТП с обра
зованием ангиотензина I- аспартильные протеиназы расщепляют 
связь Р11е7-Р11е8 в веществе Р- Ни ВАП. ни катепсин О не гидролизуют 
ангиотензины 1 и II [2]- Таким образом, приведенные данные свиде
тельствуют об одинаковой субстратной специфичности катепсина О и 
ВАП.

Вещество Р—хороший субстрат и для катепсина В ткани мозга: с 
помощью R!А показано, что 90% пептида подвергается гидролизу при 
90 мин инкубации с фермс11Т0М1 катепсин О головного мозга расщеп
ляет 87% пептида в течение 30 мин. а 4-часовой инкубации каждой из 
указанных протеиназ с этим пептидом достаточно для его полного гид- 
релиза (совместное исследование с д-ром Бергером X.. Ин-т лекар
ственных средств. Берлин. ГДР). Нам удалось показать, что катепсин В 
головного мозга первоначально расщепляет связь б1у5-Ьеию в веществе 
Р (1-часовая инкубация) с последующим гидролизом О1п6-Р11е7.

Гидролиз хромофорных пептидов аспартильными протеиназами го
ловною мозга. Так как. по данным рентгеноструктурвого анализа, по
лость активного центра внеклеточных аспартильных протеиназ вмещает 
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по меньшей мере 7 аминокислотных остатков [16. 17). были разработа
ны и синтезированы олигопептидные субстраты, которые были достаточ
но велики для уникального однозначного заполнения активного центра, 
содержали остаток Nph, превращение которого в карбоксилатную форму 
при протеолизе сопровождается изменением оптической плотности при 
300—310 нм, и удовлетворяли критериям специфичности той или иной 
аспартильной протеиназы [13, 18]. Для изучения субстратной специ
фичности катепсина D и ВАП головного мозга использовали 2 хромо
форных олигопептида указанного типа Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Nph-Ala- 
Leu-OH (1) — аналог субстратов пепсина [13,18] и катионный гисти
динсодержащий пептид Gly- Gly-His-Nph-Phe-Ala-Leu-NHo (II).

Ранее эти пептиды были апробированы в качестве субстратов для 
пепсина свиньи и цыпленка [19]. Обе аспартильные протеиназы голов
ного мозга расщепляли единственную связь между двумя остатками 
фенилаланина в субстратах I и II в интервале pH 3,0—6,0 с оптимумом 
pH гидролиза при 3.2 и вторым небольшим пиком активности при pH 
4,0 для катепсина D. Аналогичная бимодальная кривая рН-активности 
была ранее описана для катепсина D головного мозга человека в реакции 
гидролиза пиридоксил-гемоглобина [1]. Величина У. А. ВАП оказалась 
в 10 раз ниже таковой катепсина D в случае обоих субстратов I и II. Оп
ределены кинетические параметры гидролиза субстратов I и II катепси
ном О и ВАП (табл. 1). Установлено, что константы специфичности 
kcat КП1 Для катепсина D существенно выше, чем для ВАП. в случае 
обоих субстратов. Это обусловлено лучшей каталитической эффектив
ностью катепсина D (кС11 ), поскольку величины К,„ довольно близки 
(табл. 1).

Учитывая тот факт, что ВАП сходна с катепсином D по ряду 
свойств, проявляет такую же субстратную специфичность, частично им
мунологически идентична катепсину D и. в то же время, величина У. А. 
ВАП в 7—10 раз ниже таковой катепсина D, полученные кинетические 
параметры свидетельствуют в пользу предположения, что ВАП являет
ся комплексом катепсина Г) с эндогенным ингибитором.

Изучение экзопептидазной активности катепсина В головною мозга. 
Катепсин В обладает как эндо-, так и экзопептидазной активностью, 
отщепляя дипептиды с С-конца полипептидной цепи глюкагона, альдо
лазы, нейротензина, ангиотензина I [20—22. 2]. Факторы, способствую
щие проявлению пептидилдипептидазной активности катепсина В. не 
ясны. Однако тот факт, что катепсин В головного мозга не гидролизует 
связь Phe-His в трипептиде Z-Phe-His-Leu, в то же время катализируя 
отщепление дипептида HiSg-Leilio от ангиотензина I с образованием ан
гиотензина II [2]. косвенным образом свидетельствует о важности свя
зывания участка S3 активного центра фермента для проявления его ди- 
пептидилкарбоксипептидазной активности. Это предположение было убе
дительно подтверждено работами Pohl и соавт. [23] для катепсина В 
селезенки быка с помощью модельных пептидов.

Для дальнейшего изучения дипептидилкарбоксипептидазнои актив- 
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постя катепсина В головного мозга были использованы 3 хромофорных 
олигопептида, содержащих остаток Nph (рисунок). Как видно на ри
сунке, катепсин В отщеплял последовательно два дипептида от субстра
та I и один—от субстрата III; в субстрате II первоначально гидроли
зовалась связь Ala-Leu, после чего отщеплялся С-конпевой днпептнд 
Phe-AIa. Были определены также кинетические константы гидролиза 
субстратов I, III и Z-Arg-Arg-NNaOMe катепсином В головного мозга 
(табл. 2).

Та б.ши а / 
Кинетические параметры гидролиза хромофорных олигопептидов 

аспартильными протеиназами головного мозга:
I—Lys-Pro-Ala-Glu^Phc-Nph-Ala-Lcu-OH.

11 -Gly-Gly- H։s-Nph-Pho-Ala-Leu-NH2.

Субстрат. мМ Фермент. мкМ кс.н.с-1 Кт. мМ kc3t/Km,c-։ «М->

I (0,05-1,0) Катепсин D (0.08) 18>3 0,1 45.7
(0.1—1.0) ВЛП (0.07) 2.8 0,42 6.6

11 (0,1-1,0) Катепсин D (0.06) 0.08 0.88 0,09

(0.1-Ы) ВАП ай (0.05) 0.02 0,92 0.022

При.исчаннс. Инкубацию протеиназ с субстратом I проводили в О, I М цитратном 
буфере. pH 3.5 при 37е: с субстратом II—в 0.1 М цитратном буфере. pH 3.0 при 25°.

£*,'^=10.5 для обеих протеиназ; величина Мг катепсина Ь 50 кД, ВЛП 90 кД.

Полученные нами данные свидетельствуют о существовании еще 
двух факторов, необходимых для проявления днпептидилкарбоксипепти- 
дазней активности катепсина В головного мозга.

ы.с.„.,~сс wv щебени» 
первичное место келлениг

С'у б'у H.yNphPf*'A,°'l*u
(I) 
(Ш

I__моего uxrvent"
место шепленчв

pn-Gl4-AI«-Vpi,-Clt (III)

Рис. Гидролиз хромофорных олигопептидов катепсином В головного 
мозга при pH 5.0

1 Наличие в субстрате свободного С-коипа. Так. на рисунке видно, 
что в гептапептиде с амиД»Р<>ванным С-концом (субстрат II) сначала 
расщеплялась связь А1а-Ьеи и только после этого 0ТЩеп^ся С;к° ֊ ՛ 
вой днпептнд Р11е-А1а. В октапептиде же со свободным С-конио. ( . 
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страт I) катепсин В отщеплял последовательно два диггептида с С-кон- 
на; 2. Специфичность взаимодействия отщепляемого дипептида P'i-P's с 
активным центром фермента. Экспериментальную основу признания важ
ности этого фактора представляет сопоставление величин К|П гидролиза 
субстрата I (0,025 мМ) и диаргинилового субстрата — Z-Arg-Arg- 
NNaOMe (0,26 мМ), являющегося, наряду с Z-Phe-Arg-NHMec. луч
шим модельным субстратом катепсина В (табл. 2).

На основе имеющихся литературных данных трудно объяснить струк
турную основу дипептидилкарбоксипептидазной активности катепсина 
В: по мнению Takio и соавт. [24], определивших полную первичную

ТаЗмиа 2 
Кинетические параметры гидролиза модельных пептидов катепсинов В головного мозга

S. S5 S. S3 S, S, S', S', kcat.c-* Km. мМ kcal/Km,. C”։mM՜*։

Lys- Pro- Ala- Glu- PIie-Nph-Ala-Leu 2.75 0,025 110,0
Pro- Glu-AIa-Nph-Gly 1,20 0.18 6,7

Z- Arg-Arg-NNa 73.5 0,26 282.7

Примечание: Инкубацию катепсина В с субстратами проводили при 25° в присут 
ствии 2 мМ дитиотрситола и 2 мМ .\’а2ЭДТА при pH 5.0 для ХрН субстратов и ври 
pH 6,0 для 2-Аг<т-Аг£-ННаОМе.

структуру катепсина В из печени крыс, наличие остатка Аг&-200 вблизи 
от остатка Н{8-197 активного центра в молекуле фермента может быть 
существенным для связывания СООН-группы субстрата и проявления 
дипептидилкарбоксипептидазной активности катепсина В (представлен
ные нами данные, свидетельствующие о важности свободного Оконца в 
субстрате для проявления экзопептидазной активности катепсина В го
ловного мозга, подтверждают указанное мнение). Остаток А^-200 об
наружен и в молекуле катепсина В из печени человека [25], тогда как 
в высокогомологичных катепсину В молекулах папаина и катепсина Н 
он замещен на остатки лейцина и аланина соответственно [24]. Селек
тивная модификация остатка Лг£-200 с помощью специфических реаген
тов (1,2-циклогександион. бутандион) позволит уточнить его функцио
нальную значимость.

Наличие в ткани головного мозга двух протеиназ, обладающих ди
пептидилкарбоксипептидазной активностью, представляет несомненный 
интерес, так как одна из них—катепсин В—активна полностью в присут
ствии тиолсодержащих соединений и при значениях pH 5,0—6,0, а дру
гая—ангиотеизинпревращающий фермент—активна при значениях pH 
около 8,0, ингибируется 5Н-соединениями и активируется С! . Возмож
но, эти протеиназы функционируют внутри разных компартментов клет
ки и дополняют друг друга в процессах, связанных с образованием и 
инактивацией нейропептидов (хотя катепсин В преимущественно лока-
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■лизован в лизосомах, он обнаруживается и в специфических гранулах, 
а также в связи с мембранной фракцией).

Трудно полностью исключить возможность участия аспартильных 
протеиназ головного мозга в локальном образовании ангиотензина I, 
хотя низкая активность катепсина D и ВАП при значениях pH выше 
6.0 делает их неподходящими кандидатами для этой роли. Сопоставление 
ангиотензин I-генерирующен потенции ренина и катепсина D головного 
мозга представляется целесообразным.

Для детального изучения механизма ферментативных реакций необ
ходимо наличие всесторонне охарактеризованных субстратов. Хотя эн
догенные белки являются хорошими субстратами для многих протеиназ, 
они не пригодны для изучения механизма действия этих ферментов, так- 
как, во-первых, конформация белковых субстратов существенно влияет 
на скорость протеолиза и. во-вторых, в белковых субстратах гидроли
зуются, как правило, не одна, а несколько пептидных связей. Для изу
чения механизма действия аспартильных протеиназ на первых порах 
использовали дн- и трипептиды. Обнаружение же протяженности поло
сти активного центра внеклеточных аспартильных протеиназ, вмещаю
щей по меньшей мере 7 аминокислотных остатков, свидетельствует о воз
можности .многообразия связывания коротких пептидов в активном цент
ре фермента, что затрудняет интерпретацию кинетических констант их 
гидролиза, рассчитываемых на основе измерения ферментативной актив
ности. Проведенные нами исследования служат новым наглядным при
мером полезности и информативности использования специально разра
ботанных хромофорных олигопептидов, уникально и однозначно запол
няющих активный центр аспартильных протеиназ. С их помощью уда
лось нс только получить новые данные о природе и механизме действия 
ВАП головного мозга, но и выявить факторы, способствующие прояв
лению днпептидилкарбоксипептидазнои активности катепсина В из того 
же источника.

Выражаем благодарность Д-РУ ՝'■ Pohl (Институт органической хи
мии и биохимии, г. Прага) за предоставление синтезированных им хро
мофорных олигопептидов, Д-РУ ■ Siems за предоставление вещества 
Р и его фрагментов, си||Тезированных в Отделе синтеза лекарственных 
соединений Института лекарственных средств. Берлин. ГДР.

USF OF CHROMOPHOR1C AND VASOACTIVE PEPTIDES FOR 
THE STUDY OF EXOPEPTIDASE ACTIVITY OF CATHEPSIN В

AND SPECIFICITY OF CATHEPSIN D AND HIGH AV 
ASPARTIC PROTEINASE FROM BRAIN TISSUE

AZARYAN A.. GALOYAN A.
Institute of Biochemistry, Arm. SSR Acad. Sei.. Yerevan

Substrate specificity of human and bovine brain cortex cathepsin 
В cathepsin D and high M, aspartic proteinases has been examined 
with angiotensins I <S П. substance P. RSTP and model chromophonc 
oligopeptides containing Phe (NO.) residue. The aspartic proteinases 
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exert identical specificity splitting Phe:-Phe8 bond in substance P, Leu10- 
Leun in RSTP and Phe-Phe - in chromophoric oligopeptides. Com
parison of the kinetic constants kc;,։/K։n of cathepsin D and high 
Mr aspartic proteinase-catalyzed hydrolysis of chromophoric oligopep
tides supports our suggestion that high Mr aspartic proteinase mav be 
a complex of cathepsin D with endogenous inhibitor. The cleavage pattern 
and kinetic constants of cathepsin В-catalyzed hydrolysis of regulatory 
and model peptides point to factors essential for manifestation of dipep- 
tidylcarboxypeptidase activity of this proteinase: a) occupation of Sa 
subsite, b) free C-terminus of substrate, c) specific interaction of di
peptide cleaved off with the activ e center of cathepsin B.
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ВЛИЯНИЕ АНАЛОГОВ NAD НА ЕГО СВЯЗЫВАНИЕ 
СИНАПТИЧЕСКИМИ МЕМБРАНАМИ КОРЫ БОЛЬШИХ 

ПОЛУШАРИЙ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС
ХАЛМУРАДОВ А. Г.. КУЧМЕРОВСКАЯ Т. М.. ПАРХОМЕЦ П. К..

КЛИМЕНКО А. П., ■'АРУТЮНЯН А. В.. ‘МОВСЕСЯН Н. О.

Институт биохимии им. А. В. Палладияа АН УССР. Киев 
'Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Было исследовано влияние ряда адениловых (аденозин, адениннуклеотидь:) и 
никотинамидных (NADP, NADH, NADPH, дезамнно- и дсзамидо-NAD, N6iKap6cx.H- 
.мстнл-NAD. никотииамидмононуклеотид и З'-ацстмл-пиридин) аналогов NAD, а та 
антагонистов аденозина—мстилксантинсв на процесс связывания ЧС-NAD синапти
ческими мембранами мозга крыс. Установлено, что способность связываться с рецеп
торными участками мембран зависит от пространственной структуры исследуемых 
соединений. Показано, что в связывании синаптическими мембранами принимают уча
стие как аденозиновый, так и никотинамидный фрагменты молекулы NAD.

При исследовании синаптических мембран коры больших полушарии 
головного мозга fl. 2]. а также гиппокампа [3] крыс ранее была выявлена 
специфическая система взаимодействия NAD с двумя участками связы
вания, характеризующимися высокой и низкой степенью сродства к ра
диоактивному лиганду [I, 2]. Данные о наличии на синаптических мем
бранах двух N А D-связывающих участков соответствуют представлениям 
о существовании разных типов пуринорспепторов. отличающихся селек
тивностью в отношении действия агонистов и антагонистов Р| и Ро, преи
мущественными лигандами которых являются соответственно аденозин
и АТР [4].

Нс исключено, что молекула NAD может взаимодействовать как с 
рецепторами синаптической мембраны обоих типов, так и исключительно 
с одним из них. С другой стороны, наличие никотинамидного кольца в 
молекуле NAD указывает на возможность его связывания с бензодиазе
пиновыми рецепторами, одним из возможных специфических лигандов 
которых является никотинамид [5].

Целью настоящего исследования явилось выяснение роли аденози- 
нового и никотинамидного фрагмента молекулы NAD в рецепции этого 
динуклеотида синаптическими мембранами головного мозга.
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Материалы и методы

Фракцию синаптических мембран из корм больших полушарий крыс получали ме
тодом Abita и соавт. [6]. В опытах по связыванию меченого NAD синаптическими 
мембранами использовали никотинамид [Ь’-։4С]-аденинди.чуклготид (։i*C-NAD) 
(9-10~։1М) с удельной радиоактивностью 287 мКи/ммоль («Amershain», Англия/. 
Синаптические мембраны предварительно инкубнревали в течение 15 мин в чоисуг- 
ствии 1000-кратного избытка ио концентрации (6.10”'М) аналогов NAD j среде, 
состав которой, так же как и расчет общего, ксспсцифичсского и специфического свя
зывания синаптическими мембранами, описан ранее [1].

Исследования по изучению влияния некоторых антагонистов аденозина (теофилли
на. изоамилбутилксактина и изобутилмегилксантииа) были также проведены после 
15-минутной преинкубации их з концентрации 4.9 мМ с синаптическими мембранами. 
Деградацию NAD предотвращали путем добавления никотинамида (0.003 мМ). являю
щегося эффективным ингибитором ։ ликогидролазкого расщепления лияуклеотида (7].

Результаты и обсуждение

В табл. 1 представлены данные по влиянию адениловых (аденозин. 
AMP. ADP, АТР) аналогов на процесс связывания [։’C]\TAD синапти
ческими мембранами. Полученные результаты свидетельствуют о том.

Т аэлица 1

Влияние адениловых аналогов и антагонистов аденозина на связывание 
[|4С] XAD՜ синаптическими мембранами керы больших полушарий головного 

мозга крыс (и = 8)

Исследуемые соеди
нения

Специфическое связывание

В ИМП'МИИ.'.МГ 
белка

"о ингибиро
вания

Контроль 1579±129

Лдекпдовыс аналоги ■

Аденозин 725+51 54
АМР 521+38 67
ADP 251+22 84
АТР 229+18 86

Антагонисты сденоличс

Теофиллин 363+33 77
Изоамилбутилксаитин 395+35 75
Изобутилметилксантии 474+45 70

что в присутствии адениловых аналогов связывание ХАО синаптически
ми мембранами снижается. Относительная эффективность адениловых 
аналогов в отношении ингибирования связывания ХАО может быть 
представлена в следующем порядке: ЛТР>АОР>АМР>аденозии. Что 
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же касается пуринорецепторов типа Р, и Р2. эффективность действия их 
агонистов представлена следующим образом: аденозин^ АМР^ ADP >- 
ATP и ATP^ADP^AMP < аденозин соответственно [4]. Исходя из 
полученных нами данных, можно предположить, что NAD обладает 
большим сродством к рецепторам типа Р2 по сравнению с Р|.

Однако перечисленных фактов недостаточно, чтобы исключить воз
можность связывания NAD пуринорецепторами типа Р> или другим, до 
настоящего времени неизвестным типом рецепторов, специфичным, воз
можно. исключительно к NAD. В связи с этим следует отметить, что, 
по предварительным данным. NAD в условиях наших экспериментов 
приводил к ингибированию на 30—40% специфического связывания 
3Н'аденозина синаптическими мембранами мозга.

Метилксантины. в том числе теофиллин, кофеин, изобутилметилксан- 
тин и другие сильно ингибируют действие аденозина на различные тка
ни [4, 8], не оказывая влияние на действие АТР. в частности, на выз
ванное им расширение сосудов в почках и сердуе [9]. Теофиллин же 
и другие метилксантины являются ингибиторами реуспуии аденозина 
срезами коры мозга морских свинок [10]. В этой связи представляло 
интерес выяснить, какое влияние оказывают некоторые из антагонистов 
аденозина метилксантинового ряда на пронесс связывания NAD синап
тическими мембранами. Как видно из данных, представленных в табл. 1, 
исследуемые соединения конкурируют за места связывания NAD синап
тическими мембранами. Ингибирование связывания NAD теофиллином, 
изоамилбутилксантином и изобутилметилксантином составляло соответ
ственно 77. 75 и 70%. Проведенные с антагонистами аденозина экспери
менты подтверждают значение аденозиновои части молекулы NAD для 
его рецепции синаптическими мембранами.

Для выяснения роли никотинамидного фрагмента NAD в связыва
нии синаптическими мембранами в следующей серии опытов исследовали 
влияние на этот процесс различных его никотинамидных аналогов.

Из приведенных в табл. 2 данных видно, что в присутствии никоти-
Таб.шца 2

Влияние никотинамидных аиало.оя на связывание [НС] NAD՜*՜ синаптическими 
мембранами головного м03га крыс (п=8)

Исследуемые соединения
Специфическое связывание

В ИМИ МЦЦ мг % ингиби-
белка рования

Контроль 
NADH

1579+129 
125+11 92.1

NADP*
NADPH

Кс-карбоксиме тил-NAD 
Дезам ино-NAD 
Деза мидо-NAD
NMN
З'-ацетилпиридин

116+10 
212+16
294+28 
330+26
130+11
830+66

92.7
86.6
81.4
79.1
91.8
47.5

1275+79 19,5
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намидных аналогов связывание NAD синаптическими мембранами заметно 
снижалось, причем в ряде случаев (NADH, NADP. дезамидо-NAD. 
NADPH) было более выражено по сравнению с адениловыми аналогами 
(табл. 1). Относительная эффективность никотинамидных аналогов как 
ингибиторов связывания NAD может быть расположена в следующем 
порядке: NADP> NADH> дезамидо-NAD >NADPH>- N'’-карбоксиме- 
THA-NAD>Ae3aMHHo-NAD>> НЛЖ>3,-аиетилпирндин. Очевидно, что ин
гибирующая способность исследуемых соединений зависит в большой 
степени от адениннуклеотидной части молекулы NAD, чем от никоти
намидной. К такому выводу можно прийти на основании того, что 
NMN приводил к менее значительному, чем в случае динуклеотидных 
аналогов NAD. ингибированию его связывания синаптическими мемб
ранами; 3-ацетилпиридин — соединение, лишенное карбоксамидной 
группировки, почти не оказывал влияния на этот процесс. Эти данные 
согласуются с результатами исследований Richards и соавт. [3]. уста
новивших, что NAD, NADH и NADPH, в отличие от NAAN, подав
ляли синаптическую передачу возбуждения в гиппокампе крыс. Получен
ные нами данные указывают также на то, что рецепция не связана с бен
зодиазепиновыми рецепторами, для которых характерна высокая чувстви
тельность к никотинамиду [5].

Наряду с этим, можно заключить, что определенное значение в дан
ном процессе имеет 6-аминогруппа аденинового кольца, так как соеди
нения, в которых этот участок молекулы NAD модифицирован (№-кар- 
боксимстил-NAD. дезамино-NAD), обладают меньшим по сравнению с 
другими никотинамидными аналогами NAD ингибирующим действием 
на его связывание синаптическими мембранами.

При сопоставлении данных, приведенных в табл. 1 и 2. видно, что 
для проявления максимальной ингибирующей способности в отношении 
связывания NAD синаптическими мембранами необходимо сохранение 
цельности молекулы адениндинуклеотида и неизменности аденинового 
кольца. Этим требованиям отвечают такие соединения, как NADU. NADI' 
и дезамидо-NAD.

Полученные результаты свидетельствуют о том. что способность 
связываться с рецепторными участками мембран зависит от пространст
венной структуры исследуемых соединений и подчеркивают значение в 
этом процессе обоих фрагментов (аденинового и никотинамидного) моле
кулы NAD.

Ранее связывание NAD изучали в отношении различных дегидро
геназ [11]. Однако восстановленная форма NAD связывается цитоплаз
матическими дегидрогеназами со сродством, в 100 раз большим, чем 
окисленная [11. 12]. На основании наших исследовании (табл. 2) можно 
предположить, что оба нуклеотида обладают почти одинаковой способно
стью связываться с синаптическими мембранами. Из этого следует, что ре
цепция NAD синаптическими мембранами имеет совершенно другую 
природу, чем связывание его как кофермента цитозольных белков.

Проведенными ранее исследованиями [13] было установлено, что 
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рецепторные участки синаптических мембран, связывающие NAD, пред
ставляют собой протсолипиды, окруженные олигосахаридной частью 
ганглиозидов, в структуру которых входят SH-группы. Взаимодействие 
NAD с синаптическими мембранами может иметь физиологическое значе
ние, о чем свидетельствует тот факт, что он стимулирует опосредованное 
Са2 + высвобождение дофамина и серотонина из нервных окончаний 
(неопубликованные данные).

В этом отношении значительный интерес представляют данные об 
ингибировании процесса связывания NAD синаптическими мембранами 
под влиянием дезамино- и дезамидо-NAD. Ранее нами было обнаруже
но [14], что образование в ткани мозга упомянутых производных NAD 
приводило к изменению его коферментной активности. Исходя из этого, 
можно полагать, что в таких условиях изменяются и другие функцио
нальные характеристики NAD, а это может отражаться на его нейро- 
модуляторной функции.

Это предположение находит подтверждение в исследованиях Richards 
и соавт. [3], обнаруживших, что дезамнно-NAD, в отличие от NAD. не 
оказывает действия на синаптическую передачу возбуждения, что прояв
ляется в различном эффекте этих соединений на биопотенциалы, вызван
ные электрическим раздражением гиппокампа.

EFFECT OF NAD-ANALOGS ON ITS BINDING WITH RAT 
BRAIN SYNAPTIC MEMBRANES

l'uai MiiPATnv л c KIJCHMEROVSKAYA Г. M.։ PARKHOMETS P. K., 
KUMENKO A. P?. •HARUTOUNYAN Л. V.. ’MOVSESYAN N. O.
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ЛИПИДЗАВИСИМОСТЬ ТРОМБОПЛАСТИНОВ головного 
МОЗГА. РЕГУЛИРУЮЩИХ ГЕМОКОАГУЛЯЦИЮ
КАРАГЕЗЯН К. Г.. МКРТЧЯН М. Е.. ОВАКИМЯН С. С.

Институт биохимии АН А-рмССР. Ереван

Продемонстрирована зависимость гсмокоагуляционной ахтипности тромбоьласти- 
;<оз ткани головного мезга развивающегося куриного эмбриона и мембран эритроцитоз 
больных острым инфарктом миокарда от фосфолипидов, поддерживаемая эндогенным 
(Х-токоферэлом в физиологической концентрации. Установлена также стабильность су
ществующего в норме постоянства соотношений между нейтральными и кислыми фос
фолипидами, оказывающими соответственно активирующее и ингибирующее иоздей- 
стеке на интенсивность свертывания крови.

Тромбопластины представляют собой сложные вещества липопро
теидной природы, содержание которых в головном мозгу достигает зна
чительных величин: их истинное биологическое значение до настоящего 
времени остается неразгаданным. Имея самое непосредственное отно
шение к процессу свертывания крови, тромбопластины, по всей вероят
ности. наделены и рядом других функциональных свойств, пока плохо 
изученных.

При возбужденных состояниях у собак методом определения арте
рио-венозной разницы показано повышение свертываемости крови, от
текающей от головного мозга, ее тромбопластической (ТП) активности 
[1, 2] и содержания в ней фосфолипидов (ФЛ) и холестерина [3—8] 
при соответствующих отклонениях в СМЖ [9. 10]. Аналогичные откло
нения были обнаружены и при одностороннем удалении верхнего шей
ного симпатического ганглия [11. 12]. экспериментально вызванных внут-
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рисосудистых тромбозах [13-16]. на различных стадиях эмбриональ
ного развития организма [17]. наряду с соответствующими расстройст
вами как в целом мозгу, так и в его отдельных частях՜ [18. 19].

Цель настоящего исследования состояла в выявлении взаимозависи
мости между динамикой развития ТП-активности и количественными 
сдвигами функционально различных категорий ФЛ—нейтральных и кис
лых—в головном мозгу куриного эмбриона в предплодный и плодный 
периоды его становления, протективной роли с-токоферола (а-Т). нап
равленной на поддержание нормального набора ФЛ. необходимого для 
обеспечения активности соответствующих липидзависимых ферментов, 
катализирующих начальные этапы процесса фосфатидогенеза.

Материалы и методы

Определение ТП-активности ткани мозга производили по модифицированной нами 
.методике [20]. основанной на измерении времени (в секундах протромбинового прс- 
меки) образования сгустка тромбина in vitro в буферной (трис-HCI) среде при 37° и 
pH 7,4; укорочение времени тромбообразования расценивали как повышение ТП-ак- 
тивностн. Экстракцию ФЛ производили по Folch [21]. их фракционирование—мето
дом одномерной восходящей хроматографии на бумаге Filtrak FN-11 (ГДР), пропи
танной кремневой кислотой по Marinetti и Stotzy [22] D модификации Смирнова и 
соавт. [23] и Карагезяна [24]. Определение активности глицерокиназы, глицсрофос- 
фдтдегидрогеназы в прямой и обратно։։ реакциях осуществляли по методике Kennedy 
[25].

Результаты и обсуждение

Предплодный период развития куриного эмбриона (8—12-й дни 
эмбриогенеза) характеризуется образованием мозга на 8-й день при от
сутствии в нем ТП-активности, незначительным увеличением (на 15— 
20%) суммарного количества ФЛ преимущественно за счет нейтральных 
(фосфатидилхолинов, лизофосфатнднлхолннов, сфингомиелинов и фосфа- 
тидилэтаноламннов) при противоположно направленных сдвигах содер
жания кислых ФЛ (фосфатидилсеринов, фосфатидилинозитов. кардиоли
пинов, фосфатидных кислот). Слабое проявление ТП-активности в ткани 
мозга эмбриона (110 с протромбинового времени) обнаруживалось на 
14-й день развития, то есть в самом начале плодного периода, охваты- 
вающего 14—19-е дни эмбриогенеза. Эти изменения совпадали с увели
чением содержания кислых н, особенно, нейтральных ФЛ. Содержание 
последних к концу плодного периода по сравнению с 8-м днем развития 
возрастало более чем в 2,5 Раза ։։ это сопровождалось значительным 
увеличением ТП-активности (снижение протромбинового времени при
мерно до 45 с), в 2,4 раза превышавшей ее величину на 14-й день эм
брионального развития. _ ,

Если в конце предплодного периода отношение нейтральные ФЛ/кис- 
лые ФЛ возрастало по сравнению с его величиной в ткани мозга на 8-.ч 
день развития приблизительно на 20 25%. то на 18 19-й дни эмбрио 
генеза, то есть к концу внутрияйцевого периода развития оно оказыва
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лось в 2,5 раза больше, свидетельствуя тем самым о чувствительном пре
вышении количества нейтральных ФЛ над содержанием кислых, высту
пающих в качестве ингибиторов ТП-активности.

Изменения в количественных соотношениях ФЛ сопровождались 
соответствующими колебаниями и в реакциях образования перекисей. 
Нами было показано, что после несколько повышенной интенсивности 
процесса свободнорадикального окисления липидов в предплодный пе
риод наступало его резкое падение в плодный период развития организ
ма как в случае аскорбат-, так и NADPH-зависимой систем. Аналогич
ную картину наблюдали и на протяжении первых нескольких дней 
постнатального развития, также относящихся к периоду миелинизации. 
Начиная же с 7-го дня постнатальной жизни, интенсивность перекис
ного окисления липидов в обеих системах резко возрастала с последую
щим ее постепенным падением и установлением в пределах физиологиче
ски допустимых границ к 15-у дню постнатального развития. Примеча
тельно, что описанные выше повышения и спады интенсивности перекис
ного окисления липидов в целом соответствовали обратнонаправленным 
сдвигам содержания эндогенного а-Т. ответственного за нормальное со
стояние антиокислительной активности данной биологической системы.

На основании результатов проведенных исследований возникла 
необходимость в проведении специального исследования in vivo и 
in vitro эффектов а-Т как признанного антиоксиданта и изучения на 
этом фоне особенностей в сдвигах ТП-активности и соотношений ФЛ 
в срезах мозгах после их 2-часовой инкубации в среде трис-HCI буфера 
при 37°, pH 7,4 при наличии в ней а-Т в концентрации 10 ' —10 мМ. 
В отсутствие антиоксиданта было констатировано падение ТП-активио- 
сти приблизительно на 48—50%, параллельно развивавшееся уменьше
ние суммарного количества ФЛ примерно в тех же пределах и много
кратное возрастание выхода малонового диальдегида.

При добавлении же к среде а-Т в отмеченных выше концентрациях 
сколько-нибудь заметных отклонений в активности тромбопластинов и в 
количестве изученных нами показателей метаболизма липидов не проис
ходило.

По-видимому, подобное протекторное действие а-Т носит общебио- 
логичсский характер, поскольку оно прослеживается и при различных 
патологических состояниях. Так, например, при остром инфаркте мио
карда это было обнаружено в случае мембран эритроцитов. Как явствует 
из' данных, представленных на рис. 1, при ежедневной однократной пе
роральной даче больным с острым инфарктом миокарда в дополнение 
к обычно используемым при этом заболевании терапевтическим сред
ствам а-Т в количестве 10 мг/кг массы тела, особенно в сочетании с си
нергистом—аскорбиновой кислотой в дозе 8—10 мг/кг массы тела, об
наруживалась отчетливо проявляющаяся тенденция к снижению высоких 
количеств малонового диальдегида уже на 7-и день после начала забо 
левания. Иначе говоря, эффект лимитирования интенсивности процесса 
перекисного окисления липидов наступал значительно раньше и был 

140



более выражен по сравнению с теми позитивными изменениями, кото
рые обычно обнаруживаются всего лишь на 21-й день после возникно
вения инфаркта при использовании терапевтических средств, нс включаю
щих антиоксиданты. Следует заметить, что эти сдвиги сопровождались 
также существенной нормализацией ТП-активности эритроцитарных мем
бран, что хорошо коррелировало с картиной постепенного упорядочения 
в них соотношений между фосфолипидами.

Полученные результаты позволяют заключить о мощном антиокси-

ГАниСрОфОСфОТ

1007» | | <х- ’охофсгол
контроль ' а-----*

ГЛЛ^СрофОСфОГ

ос- токоферол *■ аскорбат глниеоофосфог

2507»

ГФД, г 457. 
ск- гркоферол ♦ аскорбат • глниерофоефз' в * биОксноне том фосфа г

СК~токоферол т сскорбот-глмцор/офосфат днсжсиоцетонсросфот
МЪ - /25%

Рис. 1. Эффекты а-токсфсрола и его комбинаций с аскорбиновой кисло 
гой на уровень глицерофосфата, активности глицерокиназы, а также глн- 
церофосфат дегидрогеназы в прямой реакции (ГФД!) превращения п 
дисксиацетонфосфат и в обрзтнонанравленнои (ГФД,*)—по трансформации 
дноксмацетонфосфата в глицерофосфат и перифокальных отделах миокар 
днальной ткани коронарсокклюзирспзнкых белых крыс с острым ин

фарктом миокарда

дантном действии а-Т нс только п процессе эмбриогенеза, но и в дина
мике формирования различных патологических состояний организма, в 
том числе и острого инфаркта миокарда. Однако, если антиоксидантные 
свойства а-Т изучены достаточно обстоятельно, этого нельзя сказать 
в отношении сведений о его роли в реакциях тканевого метаболизма. К 
этому имеются прямые предпосылки, вытекающие, в частности, из ре
зультатов проведенных нами исследований. Так, предпринятая нами ан
тиоксидантная терапия при остром инфаркте миокарда способствовала 
предотвращению дальнейшего усугубления процесса образования пере
кисей и связанного с этим разрушения новых порции мембранных ФЛ. 
С другой стороны, она оказывала н стимулирующее воздействие на 
процессы репарации и восстановления морфо-функциональных свойств 
клеточных мембран, что возможно лишь в случае восполнения утрачен
ных липидных компонентов мембранных структур. Достижение такого 
результата реально лишь при соответствующем стимулировании фермент
ных систем, катализирующих различные этапы процесса фосфатндогенеза.

В связи с этим мы сочли целесообразным изучение регуляторной роли 
а-Т в отношении ферментов, обеспечивающих высокий пул глицерофос-
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фата—основного исходного соединения в реакциях биосинтеза ФЛ <Zc? 
по го.՝ глицерокиназы, ГФД» и ГФДг, катализирующих реакции взаимо
превращения между глицерофосфатом и диоксиацетонфосфатом. Резуль
таты этих исследований позволили осветить новые стороны биохимиче
ской характеристик»։ а-Т как мощного стимулятора ферментов реакций 
фосфатидогенеза. Так, например, благодаря использованию а-Т, было 
установлено приблизительно 50%-ное увеличение выхода глицерофосфата; 
при сочетанном же применении а-Т с аскорбиновой кислотой—увеличение 
выхода достигало 150%. С другой стороны, величины активности ГФД» 
и ГФДг под действием а-Т возрастали соответственно на 45 и 85%, 
а при комбинированной антиоксидантной терапии еще больше—на 58 
и 125% (рис. 2). Иначе говоря, и в том и в другом случае возрастание

Рис. 2. Динамика интенсивности процесса фер
ментативного (^АОРН-зависимого) ,перекисного 
окисления липидов (по выходу малонового 
диальдсгида) в мембранах эритроцитов у боль
ных острым инфарктом миокарда при различных 
формах терапевтическою вмешательства. /— 
обычный лечебный комплекс; 2—то жс-Ьсс-токо- 
ферол; 3—то же4-а-токофсрол+аскорбиновая 
кислота. Заштрихованная часть—количество у 
доноров. Аналогичная картина имела место и в 
случае неферментативноп (аскорбатэависпмой).

системы перекисного окисления липидов

активности ГФДг оказалось более наглядным, чем в случае ГФД, что- 
указывает на имевшее место доминирование процесса трансформации 
диоксиацетонфосфата в глицерофосфат при несравненно менее выражен
ном темпе превращения последнего в диоксиацетонфосфат.

Все отмеченное выше является красноречивым доказательством важ
ности роли а-Т и его синергиста—аскорбиновой кислоты в восполнении 
содержания мембранных ФЛ. а вместе с этим, и активности мембраносвя
занных лнпидзависимых агентов, одним из важнейших представителен 
которых являются ТП мембран эритроцитов.

LIPID—DEPENDENCE OF BRAIN THROMBOPLASTINS 
REGULATING HAEMOCOAGULATION

KARAGOEZYAN K. G., MKRTCHYAN M. E., HOVAKIMYAN S.S.
Institute of Biochemistry, Armenian SSR Acad. Sci ., Yerevan

Phospholipid-dependence of thromboplastic activity of chicken em
bryo brain tissue and erythrocyte membranes of patients suffering from 
acute heart infarction has been demonstrated. The role of endogenous.
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a-tocopherol in stabilization of qualitative and quantitative interrelation 
between neutral and acidic phospholipids "that are natural stimulators 
and inhibitors, respectivaly of blood coagulation process is established.
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УДК 6 1X82:577.3:577.112.856

О БЕЛКОВОМ И ЛИПИДНОМ КОМПОНЕНТЕ 
ПРОТЕОЛИПИДОВ ИЗ РАЗНЫХ 

СУБКЛЕТОЧНЫХ ОБРАЗОВАНИЙ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫСЫ

МАНУКЯН К. Г.. СТЕПАНЯН А. А.. КАЗАРЯН Т. И.

Институт биохимии АН АрмССР. Ереван

Исследованы субклеточная локализация и белковый и липидный компоненты 
протсолипидов (ПЛ), выделенных из разных субклеточных структур головного мозга 
крысы: миелина, сииаптосом. митохондрий (иссикаптичсских и синаптических), микро
сом. Выявлены определенные различия в белковом и аминокислотном составе ПЛ раз
ных субклеточных образований, касающиеся в основном ПЛ миелина и митохондрий. 
Высказано предположение о существовании, по крайней мерс, двух основных типов 
ИЛ в нервной ткани: миелинового и митохондриального. Первый характерен для мие
лина и белого вещества; к нему приближаются по своему белковому компоненту так
же ПЛ микросом. Второй характерен как для несинаптических, так и синаптических 
митохондрии. ПЛ сииаптосом имеют свойства и того и другого.

Протеолипиды (ПЛ) представляют особую группу типично внутрен
них гидрофобных мембранных белков, связанных с липидами. Они явля
ются необходимыми компонентами клеточных мембран нервной ткани 
(особенно миелина, богатого этими соединениями) и других органов, а 
также растительных и микробных клеток [1—3]. Полагают, что в за
висимости от локализации ПЛ могут участвовать в выполнении ряда функ
ций мембран, таких как модуляция жидкостное™ липидного бислоя и 
регуляция через это активности ферментов, транспорт протонов и ионов, 
в том числе и фосфатных, следовательно, и синтез АТР, связывание ней
роактивных веществ и т. д. [2—7].

В связи с различной локализацией и предполагаемой ролью ПЛ в 
мембранных образованиях клетки возникает вопрос о сходстве и отли
чиях ПЛ. входящих в состав разных субклеточных структур. В настоя
щем сообщении суммированы полученные нами данные относительно суб
клеточного распределения ПЛ в нервной ткани, а также белкового и ли
пидного компонента ПЛ, выделенных в виде очищенных в разной степени 
от липидов липидно-белковых комплексов из разных субклеточных об
разований мозга крысы.

Выделение субклеточных образований из целого мозга белых крыс 
производили по схеме, представляющей комбинацию нескольких методов, 
предложенных различными авторами [8]. Фракции субсинаптических 
частиц коры больших полушарий мозга изолировали из подвергнутых 
шоку сииаптосом по De Robertis, Rodriguez de Lores Arnais [9].

ПЛ выделяли из промытых липидных экстрактов мозга и субкле
точных образований методом эмульгирования-центрифугирования [ 10, 
11]. Лиофилизированные осадки изолированных этим методом неочи
щенных ПЛ промывали для удаления менее прочно связанных ли- 
пидов 300—600-кратным объемом смеси спирт-эфир 1:1 при —12 и 
4-23°, что способствовало, вероятно, последовательному удалению из
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. .................. . ПЛ не только наименее прочно
и части несколько более прочно связанных. Пол 
обозначали как «очищенные».

связанных липидов, но
лученные в результате ПЛ

Исследование содержания белка ПЛ 
субклеточных образований целого мозга 
ПЛ локализована в миелине. Белок ПЛ

в липидных экстрактах разных 
показало, что большая часть

как
двух миелиновых фракций, от

личавшихся по размерам миелиновых фрагментов и обозначенны; 
«легкий» и «тяжелый» миелин, составлял около 70% от ПЛ общего го
могената (5.35 мг/г влажной массы), из которых 17.6% приходилось на 
долю ПЛ «тяжелого» миелина и 51,2%—«легкого». Белок ПЛ митохондрий 
и синаптосом составлял 8,2 и 8,4. микросом—4,9. а ядер—1,9% от ПЛ 
общего гомогената.

Преобладающими в отношении белка ПЛ субфракциями синаптосом 
коры больших полушарии мозга являются митохондрии, на долю кото
рых приходилось около 59% белка всех ПЛ синаптосом, составлявшего 
0,35 мг/г влажной массы 31,2% приходилось на долю ПЛ синаптиче
ских мембран и всего 1,7%-синаптнческих пузырьков. Содержание бел
ка ПЛ синаптических митохондрий составляло 0.21 мг/г влажной массы 
коры мозга, почти вдвое ниже, чем нссинаптических-0,4 мг/г. однако 
его процентное содержание в суммарных белках того и другого типа ми
тохондрий было почти одинаковым (3.24 „ 3.94% соответственно).

j общего гомогената и разных субклеточных образований мозга 
оказались в общем сходным,, по своему аминокислотному составу, кото- 
Рыи характеризовался преобладанием неполярных аминокислот и отно- 
сителыюи бедностью кислыми и лгмл»... z.. н основными аминокислотами (табл. 1).
На фоне общего сходства имелись’ 1 некоторые отличия, касающиеся в
основном миелина и митохондрий П ЛF •>»։. 1 |«/\ митохондрии как несинаптиче- 
ских, так и синаптических отличались от ПЛ миелина более высоким со
держанием аспарагиновой кислоты, метионина, лейцина, изолейиина. 
пролина II более инзким-цистеииа, валина, треонина, тирозина. Разли
чия были наиболее выражении отношении серусодержащих аминокие- 
лот—метионина и цистеина. ПЛ синаптосом занимали промежуточное 
положение между ПЛ миелина и митохондрий. Как и .митохондриальные 
ПЛ. они отличались более высоким содержанием пролива, изолейцнна 
и более низким тирозина. С другой стороны, по процентному содер
жанию серусодержащих аминокислот и лейцина они были ближе к ПЛ 
миелина. ПЛ пссинаптичсских и синаптических митохондрий оказались 
очень сходными по аминокислотному составу.

Особенности аминокислотного состава ПЛ находят отражение в 
низком коэффициенте полярности этих белков, рассчитанном по Van- 
derkooi. Capaldi [12]. Для ПЛ, выделенных из общего гомогената и ис
следованных субклеточных образований мозга, он колебался в пределах 
33,7—35,4 (табл. 1).

Определение с помощью электрофореза в ПААГ с ДДС-Na [13] 
белкового состава и величин Мг ПЛ, полученных из общего гомогената 
и разных субклеточных образовании мозга, показало, что они несколько
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'отличались также по своему белковому составу, который был гетерогекен.
На рис. 1 представлены кривые сканирования диск-электрофорсграмм 

ПЛ разных субклеточных образований мозга. При электрофоретическом 
разделении ПЛ, полученных из общего гомогената мозга крысы, как и 
из белого вещества мозга крупного рогатого скота [14], были обнару
жены 4 основных полосы. Первая, наиболее интенсивно окрашенная, с 
Мг 28,9±0,57 кД, соответствовала полосе ПЛ в миелине, вторая, тоже 
довольно интенсивная, с Мг 21±0,48’кД—белку ДМ-20, который также 
имеет протеолнпидную природу и, как показали последние исследования, 
отличается от основного ПЛ выпадением определенной внутренней ами-

Таб.шца I
Аминокислотный состав очищенных протеолипкдов из общего гомогената и разных 

субклеточных образований мозга (среднее из 2—4 определений)

Аминокислота

В моль,’100 моль, найденных п гидролизате '

Общий 
гомоге

нат

Миелин 
Мт

Миелин 
Мл

Митохондрии
Синап- 
тосомынссииап- 

тические
синапти
ческие

Аргинин 2.87 2,69 2,65 3.14 2.85 2,85
Гистидин 2.12 1.88 1.92 1.94 1.75 1,95
Лизин 4.95 4,71 4-83 5.28 4.81 4,98
Аспарагиновая 4.69 4.77 4.31 6,13 5,62 5,41
Глутаминовая 5,75 ■1.91 6.45 5.97 5.66 6.31
Нистеин 3.28 4,00 2,80 0.40 следы 5,37
Метионин 2.20 1,60 1.20 3.40 3.50 1.19
Серин 7,80 7,12 8.44 7.45 7.59 7,20
Треонин 7,31 7.42 8.57 6.08 5,76 7,23
Пролин 4.40 3.25 4,62 5,30 6.00 6.26
Глицин 10,33 10,91 11,15 10.80 13.40 10.99
Аланин 10,81 11.88 10.88 10,71 10,51 9,10
Валин 4.75 5.22 5,31 •1.26 4.35 4,49
Лейцин 10,06 10,96 10,24 13.22 13,80 9.75
Изолейцин 
Тирозин

6,37
5.65

5.22
5.60

5.07
3,99

6.29
3.48

6.46
0,99

6,46
3,26

Фенилаланин 6,67 7,86 7,57 6.15 6.94 6,90

Полярность । 34,86 33,54 35,28 35,40 33.69 34,87

нокислотной последовательности [15]. Третья и особенно четвертая по
лосы с Мг 17.8zL0.55 и 13.2zL0.65 кД соответственно были менее вы
ражены. Другие авторы также обнаружили несколько полос при изучении 
ПЛ из белого вещества мозга и других источников [2, 16], природа 
которых остается до сих пор неясной, тем более, что большинство этих 
ПЛ характеризуется присутствием только одной пары 1М- и С-конпсвых 
аминокислот.

Следует отметить, что и при исследовании белкового состава ПЛ 
основные различия выявились в отношении миелина и митохондрий.

При электрофоретическом разделении ПЛ, выделенных из миелина, 
были обнаружены две полосы: первая, интенсивно окрашенная, с М, 
26—30 кД соответствовала основной полосе ПЛ в белом веществе моз-
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га и миелине, вторая, менее выраженная, с Мг 20—22 кД__белку ДМ-20.
ПЛ митохондрии давали одну основную полосу с несколько более высо
кой М г 29—35 кД и вторую тоже сравнительно хорошо выраженную 
низкомолекулярную полосу с Мг 13—17 кД. Кроме того, на диск-элек- 
трофореграммах ПЛ митохондрий обнаруживались две более высокомо
лекулярных полосы с М, 44 и 55 кД, которые имелись и в ПЛ общего го
могената. Полосы, соответствующей белку ДМ-20, на диск-электрофо- 
реграммах ПЛ митохондрий практически не было. ПЛ микросом по 
своему белковому составу и величине М, были в общем сходны с ПЛ 
миелина и белого вещества мозга.

Еще более отчетливо различия между двумя типами ПЛ и докали*

Кривые сканирования диск-элсктрофорс- 
гра.мм протсолипидов, изолированных из 
белого вещества головного мозга крупного 
рогатого скота (I) н субклеточных образо
ваний мозга крысы: «легкий» миелин (II). 
микросомы (Ш)« общий гомогенат (IV), 
митохондрии иссинаптическис (V). 1—про- 
теолипид. 2—белок ДМ-20. Гели окрашены 
амидо-черным 10В. А—620 нм. Движение 

слева направо

зация этих типов выявились при исследовании X- и С-концевых аминокис
лот ПЛ [17, 18], выделенных из разных отделов и разных субклеточных 
образовании мозга. Как видно из табл. 2, X-концевой аминокислотой 
ПЛ миелина и белого вещества мозга является глицин, а С-концевои 
фенилаланин. Соответствующими X- и С-кониевыми аминокислотами ПЛ 
из несииаптических и синаптических митохондрий являются аспарагино
вая кислота и лизин. В сером веществе больших полушарий, общем гомо
генате мозга, где присутствуют и миелин и митохондрии, были найдены 
обе пары М- и С-концовых аминокислот. Ту же картину наблюдали в 
синаптосомах, где, по-видимому, присутствует миелиновый тип наряду 
с митохондриальным. И- и С-концевые аминокислоты микросомных ПЛ 
соответствовали миелиновому типу. Этого следовало ожидать, так как 
в этих субклеточных образованиях имеет в основном место синтез мие
линовых пл.

Таким образом, исследование белкового компонента выявило опре
деленные различия между аминокислотным, белковым составом, а также
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М- и С-концевыми аминокислотами ПЛ из разных субклеточных обра
зований мозга, касающиеся главным образом ПЛ миелина и митохондрий.

Эти отличия четко проявились и при исследовании липидного ком
понента ПЛ, полученных из общего гомогената и разных субклеточных 
образовании мозга. Был изучен фосфолипидный состав П?\, очищенных 
в разной степени от липидов 13]. Исследования показали, что фосфоли
пиды (ФЛ) составляют 30—50% массы неочищенных ПЛ из разных 
субклеточных образований и 8—25% от массы очищенных ПЛ в зави
симости от условий очистки. Преобладающими ФЛ неочищенных ПЛ 
всех изученных субклеточных частиц оказались нейтральные ФЛ и глав
ным образом фосфатидилхолин и фосфатидилэтаноламин, составлявшие 
каждый 25—36% от суммы всех связанных ФЛ. На фоне этого сход
ства наметились различия в соотношениях кислых ФЛ, которые стано-

Таб.։чиа 2
X- к С>конц<*пыс аминокислоты белка ПЛ из разных отделов 

и субклеточных образований мозга

Животное. отделы 
и субклеточные 

образования мозга

I

ЭД-копцевдя С-коицеван

Крупный рогатый скот

Белое вещество боль
ших полушарий

Серое вещество боль
ших полушарии

Крыса

Общин гомогенат 
Миелин Мл 
Микросомы 
Митохондрии 
несинаптические 
Митохондрии 
синаптические 
Синаптосомы

глицин

глицин, аспарагиновая

глицин, аспарагиновая 
глицин
глицин

аспарагиновая

аспарагиновая
глицин, аспарагиновая

фенилаланин

фенилаланин, лизин

фенилаланин, лизин 
фенилаланин
фенилаланин

лизин

лизин
фенилаланин, лизин

вились все более явными по мере отмывки, приводившей к последователь- 
ному удалению менее прочно связанных нейтральных ФЛ и концентра
ции кислых, главным образом фосфатидилсернна, днфосфатндилглицери- 
иа и фосфатндплниознта. Как и и случае белкового компонента, разли
чия касались в основном ПЛ миелина и митохондрий.

Для очищенных ПЛ обеих фракций миелина, как и белого вещества 
мозга, было характерно преобладание фосфатидилсернна, составлявшего 
36% ОТ суммы ФЛ II ПЛ. очищенных при—12°. и 62% в ПЛ, очищен
ных при 23°. В меньших количествах содержались фосфатндплнпоэиг 
8—14% „ дифосфатидилглицерин—8—11%. В отличие от ПЛ миелина, 
в очищенных ПЛ из иесинаптических. а также синаптических митохон
дрий основным ФЛ являлся типично митохондриальный липид дифос- 
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фатндилглицерин, составлявший 34—30% соответственно в ФЛ ПЛ 
очищенных при-12°. и 46-33% в ФЛ ПЛ, очищенных при 23° Мень
ший процент приходился на долю фосфатидилсерина—10—15%. фосфа 
тидилхолина—22—16% и фосфатидилинозита—13—9%. ПЛ синапто- 
со.м. очищенные при —12°. характеризовались примерно одинаковым 
процентным содержанием фосфатидилсерина и дифосфатидилглицерина. 
которые были преобладающими ФЛ и составляли каждый около 23% 
от суммы ФЛ. В ПЛ синаптосом. очищенных при 23°. доминировал ди- 
фосфатидилглинерин—33,8% от суммы ФЛ, а фосфатидилсерин со
ставлял 23.8%.

Таким образом, различия в фосфолипидном составе ПЛ из разных 
субклеточных образований мозга обусловлены в основном разнинсн в 
содержании двух кислых ФЛ: фосфатидилсерина и дифосфатидилглице
рина. первый из которых характерен для миелиновых, второй—митохон
дриальных ПЛ.

Сопоставляя данные относительно белкового и липидного компонен
та ПЛ разных субклеточных образований мозга, можно прийти к зак
лючению о существовании двух основных типов ПЛ в нервной ткани: 
МИСЛИНОВОГО И митохондриального. К первому приближаются по своему 
белковому и липидному компоненту ПЛ микросом. Второй характерен 
для несииаитичсских и синаптических митохондрий, а также митохон
дрий клеток других органов, в частности сердца [19]. ПЛ синаптосом 
имеют черты того и другого. Эти два типа являются, по-видимому, в 
основном, структурными компонентами мембран разных субклеточных 
образований нервной ткани, в которых, вероятно, играют и определен
ную функциональную роль. Однако не исключено присутствие в нервной 
ткани и других минорных ПЛ с иным белковым и липидным составом. 
Такие минорные низкомолекулярные ПЛ. выполняющие важные мем
браносвязанные функции, выделены в настоящее время из различных 
животных тканей [2, 5, 6]. а также из микробных клеток [2].

PROTEIN AND LIPID COMPONENT OF PR0Pf^IPI1PrS FR0M 
BRAIN DIFFERENT SUBCELLULAR STRUCTURES

MANUKYAN K. G.. STEPANYAN A. A.. KAZARYAN T. Y.
Institute of Biochemistry. Arm. SSK Acad. Sci, Yerevan

Data on subcellular localization, protein, lipid component of pro- 
teolipids (PL), isolated in the form of lipid-protein complexes free from 
lipid cotnponenl Io a different degree from total homogenate and dif
ferent subcellulai fractions of rat brain: myelin, synaptosomes, mito
chondria (synaptic and non-synaptic), microsomes are presented. Dif- 
ferences in the protein anti amino acid compos.l.on of myelin and mi
tochondrial PL are summarized. Data obtained point to the existence of 
at least 2 types of PL in nervous tissue-inyelin and mitochondrial. 
The first type i« characteristic for myelin and white matter, PL of mic
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rosomes is close to that type judged by the protein component. The 2nd 
type of PL is characteristic both for synaptic and nonsynaptic mito
chondria. PL of synaptosomes shares the properties with both types 
of PL-s.
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ПРИЛОЖЕНИЕ !

Стандартные обозначения некоторых тривиальных названии 
химических соединении

Ala*—аланин
AMP. ADP. ЛРТ“—аденозин-З'-мо- 

но-, ди- и трифосфаты
•сАМР— циклический аденоэмнмоно- 

фосфат
Ага*—арабиноза
Arg՜—аргинин
As։։—аспарагин
Asp—аспарагиновая кислота
Asx—аспарагиновая кислота или ас

парагин
CMP. CDP, СТР—цитидин-5'-мо:<о-. 

ди- и трифосфаты
СоЛ—коэнзим А
CoASAc—ацетилкоэизим А
Cys—цистеин
FAD. FADHg — флаюинадениидину- 

клсотид и его восст. форма
FMN, FMNH2 — флавинмононуклео

тид и его восст. форма
Fuc—фукоза
Fru—фруктоза
Gal—галактоза

'Glc—глюкоза
GlcA—глюкуроновая кислота (ана

логично другие уроновые к-ты)
GlcN—глюкозами։։

:G Ic N Ас—а цетил глюкозами։։ ( ана ло
гично другие дезоксисахара и их 
ацетилпроизводныс)

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

кислота
’Gly—глицин
GMP. GDP. GTP—гуанозин-5'-мо- 

но-, ди- >։ трифосфаты
GSII. GSSG—глутатион и его окис

ленная форма
I lis—гистидин
Hyl—оксилизин
Нур—оксипролин
По—изолейпин
IMP, IDP, П'Р—инозин -5'-моно-.

ди- и трифосфаты

l.cu—лейцин
Lys—лизин
Мап—манноза
Ме(—метионин
NAD, NADH — никотинамидаденин- 

динуклеотид и его восст. форма
NADP. NADPH — никотянамидаде- 

ниндннуклеотидфосфат и его восст. 
форма

NMN — никотинамидмононуклеотид 
Оги—орнитин
Р1։с—фенилаланин
Pj —неорганический фосфат
РР j —неорганический пирофосфат 
Pro—пролин
Rib, <IR։b—рибоза. 2-дезоксиркбоза
Q, QH2—убихинон, убихинол 
Ser—серин
Th г—треонин
IMP, IDP. TTP—рибозилтимин-5'- 

моно-. ди- и трифосфаты
Тгр—триптофан
Туг—тирозин
LMP, UDP. UTP—уриди։։-5'-моно-.

ди- и трифосфаты
Vai—валин
АК 11 —адренокортикотропный гор

мон
АХ—ацетилхолин
Г АМК----- гамма-аминомасляная кис •

та
ДДС-К’а—Додепилсгльфат натрия 
ДОФА—диоксифеннлаланин
ДНК— Дезоксирибонуклеиновая кис

лота
ДОХ-Na—дезоксихолат натрия 
РНК—рибонуклеиновая кислота 
рРНК-—рибосомная РНК 
мРНК—матричная (информационная, 

ядерная) РЫК
tPFIK—транспортная РНК
Glu-тРНК и т. п.—амннодцилпроиз- 

водные РНК
ТХУ—трихлоруксусная кислота 
трис— трис (оксиметил) — аминомс-

тан
ЭГТА—этиленгликольтетраацстат
ЭДТА—этилен диаминтетраацетат

•Стандартные обозначения аминокислот и моносахаридов допустимо употреблять в 
сокращенном виде ..ри нависа...... структур, а также в таблицах и ..а рисунках.

••Соответствующие дезоксиркбоиуклсотиды обозначаются путем доозвлевич ла- 
„некой строчной буквы <1 перед трехбукве.....им символом.



ПРИЛОЖЕНИЕ 2:

Список с окра шеи ий часто употребляемых слои, терминов, символов 
физических и химических величин и слизни измерения

АХЭ—ацетилхолинэстсраза
ВЭЖХ—высокоэффективная жидко- * 

стная хроматография
ГЖХ— газожидкостная хроматогра

фия
ГЭБ—гематоэнцефалический барьер 
ДЭАЭ-целлюлоза—днэтиламиноэтил- 

целлюлоза
ИКС—инфракрасная спектроскопия 
ИОХ—ионообменная хроматография 
ИЭФ--изоэлектрическое фокусирова

ние
КМ-целлюлоза—О-карбоксимстнлцел- 

люлоза
МАО—моноами.чоокендаза
М. Е.—международная единица 
М—молярность
Мг —молекулярная масса (вс*-) 

о-. п------мета-, ерто-. пара-
и.—нормальный (раствор) 
НС—нервная система 
ПААГ—полиакриламидный гель 
СМЖ—спинномозговая жидкость 
т. кип.—температура кипения 
т. пл.—температура плавления 
ТСХ—тонкослойная хроматография 
У. А.—удельная активность 
УФ-спектр—ультрафиолетовый спектр 
ИНС—центральная нервная система 
ЭПР— электронный парамагнитный

резонанс
ЭСР—электронный, спиновый резо

нанс

ЯМР—ядерный магнитный резонанс՛ 
А—абсорбция (поглощение) 
г—константа скорости реакции

—константа диссоциации 
К5 —константа ингибирования 
Кт —константа Михаэлиса 
К$ —субстратная константа 
и „ —коэффициент Хилла 
V—максимальная скорость реакции 
Кп —кюри 
мКи—милликюри 
Р—рентген 
кмп/мии—импульсы за минуту 
Д—дальтон 
кД—кнлодальтон 
ч—час 
мии—минута 
с—секунда 
мкм—микрометр 
мл—миллилитр 
мкл—микролитр 
мг—миллиграмм 
мкг—микрограмм 
кг—«<а:;ограмм 
нм—нанометр 
пг—пикограмм 
мкатом—микроатом 
ммоль—миллимоль 
мкмоль—микромоль 
нмоль—наномоль 
нмоль—инкомОЛЬ 
фмоль—фемтомоль

Примечание. Сокращения для названий ферментов, как например. ГД1 ГДК. 
ГФ6ДГ и т. д„ не допускаются. Однако нет возражений против замены названия суб
страта. входящего в тривиальное наименование фермента, стандартной аббревиатурой, 
например: АТРаза. РНКаза. ХЛОП дегидрогеназа и т. и. Химические элементы сле
дует обозначать символами, а простые неорганические соединения—формулами, на
пример: МцС2. Символы ионов следует писать так: Мц-՞*, С! РО
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английском языке, которое должно быть озаглавлено, в нем указываются авторы и 
казва» и.՝ учреждения, в котором выполнена работа. Резюме на русском языхе дл • 
экспериментальных статей и обзоров должно быть напечатано на машинк՞ через 
1.5 интервала и расположено в начале статьи, непосредственно под заголовком. Ре
зюме для кратких сообщений следует приложить иа отдельном листе.

Экспериментальные статьи, являющиеся основным публикуемым материалом з 
журнале, должны быть построены по следующему плану: резюме на русском языке 
краткое введение с указанием пели работы, материалы и методы, результаты и об 
суждение, резюме на английском языке, литература. Вверху справа от названия 
статьи указывается индекс универсальной десятичной классификации (УДК), под фа
милиями авторов приводится полное название учреждения, в котором выполнена 
работа.

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

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

5. Формулы и индексы должны оыть вписаны четко черными чернилами или ка
стой. обязательно выделяя курсив (подчеркнуть волнистой линией) и различая при
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. I {пзванис ферментов и коферментов, 'символы кинетики ферментов и единиц 

активности, написание соединении, меченных изотопами, и т. п. должны соответство
вать требованиям Международного биохимического союза. Разрешаются лишь об
щепринятые современные сокращения слои, различных единиц измерения, физиче
ских и химических величин, терминов и т. и. В приложении к правилам для авторов 
которое публикуется в каждом первом номере нашего журнала, приводится списал 
наиболее часто употребляемых сокращенных обозначений. применяемых без специаль
ной расшифровки.

Используемые авторами Другие сокращенные слова при первом упоминании дают
ся полностью и в скобках в сокращенном виде.

7. 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 
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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 указывать. При цитировании 
книги указывается также, иод чьей редакцией она издана, название издательства и 
место издания. Например:

/. Силакова А. И., Трут Г. П.. ЯвиЛякоза А. Вопросы мед. химии, т. 7. с. 538— 
544. 1962.

2. Гсоргиео Г. П.—В кн.: Цитология ферментов (под ред. А. А. Покровского), 
с. 32—83, М., Мир. 1971.

8. Редакция имеет право сокращать и исправлять текст статьи, не изменяя се
ссионного содержания.

9. В случае возврата статьи для исправления датой поступления ее в редакцию 
считается день получения исправленного текста.

10. Редакция высылает авторам бесплатно оттиски опубликованной стати.
11. При отсылке рукописи в редакцию рекомендуется прилагать к заказному 

письму или бандероли уведомление о вручении, редакция, в свою очередь, сообщает ав
тору о получении статьи.

12. В случае, если статья будет отклонена редакцией, возвращается второй о'г> 
зе.мпляр рукописи и акт экспертизы.

13. Корректуру авторам редакция не высылает.
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