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НЕИРОХИГ1ИЛ
т. 6. № 2, 1987

УДК 577.175.3МОДЕЛЬНАЯ ХОЛИНЕРГИЧЕСКАЯ СИСТЕМА: ПРОШЛЫЕ ДОСТИЖЕНИЯ И ПЕРСПЕКТИВЫ В БУДУЩЕМ
-УИТТАКЕР В. П.Отдел нейрохимии. Институт биофизической химии им. Макса Планка, Геттинген, ФРГ,

Модельные системы в биологии. Возможно, что первое высказыва- 
ние о полезности использования модельных систем в биологии было сде
лано Thomas Henry Huxley в предисловии к его книге по зоологии 
рака, опубликованной в 1880 г. [1]. Он заявил:

«Когда я писал книгу о раке, .моим намерением не было представить зоологическую монографию об этой группе животных, и я ле ставил перед собой цель написать трактат о нашем английском раке... то. что я имел в виду, гораздо скромнее, хотя при современном состоянии науки не менее полезно. В самом деле, я хотел показать, как тщательное изучение одного из обычных и весьма незначительных животных ведет шаг за шагом от ограниченного познания к широким обобщениям я к наиболее трудным проблемам зоологии, даже биологической науки вообще».
Со времен Huxley нейробиологи широко использовали модельные 

системы (табл. 1): гигантский аксон кальмара, который оказался идеаль
ной модельной системой для изучения распространения потенциала дей-Тяб.шда /Модельные системы в нейробиологии

Вид животного Структура Исследованные функции Авторы
Моллюск мор- __ ской змеиКальмарРакЭлектрический скатПиявкаОмар

Нейронная сетьГигантский аксон Рецептор расщепленияЭ ле кт ро м ото р на я системаБрюшная цепочкаБрюшная цепочка

Простые системы обученияПотенциал действияТорможениеНакопление и выход нейромедиатораРецептор АХПлавательный рефлексСпецифические клеточные антигеныНейромедиаторы, поведение

Kandel, St rum wasserYoung. Hodgkin. Huxley Adamkiewitz, ElliottWhittakerKarlin. Raftery. Chan- geux, Numa, NichollsNichollsKravitz
Статья оформлена г.о материалам доклада, представленного на конференцию Функциональная нейрохимия белкоз. пептидов, трансмиттеров՛ , Ереван, 1986 г. (печатается с сокращениями).
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ствия: морской моллюск Aplysia (морской заяц). так много исполь
зуемый в качестве простой модели обучения и поведения: приведший к 
идентифицированию ГАМК как тормозного синаптического нейромедиа
тора рецептор растяжения рака, которого изучал Huxley. Это только 
три модельные системы из многих, которые можно было бы упомянуть.

Эта статья посвящена модельной системе, которую мы и другие ис
следователи широко и интенсивно использовали в прошедшие 10— 
15 лет—электромоторной системе электрического ската (Torpedo). Я 
надеюсь показать, что способности этой системы далеко не исчерпаны, 
и она предоставляет благоприятные возможности для исследований в 
90-х годах.

На рис. 1. а и в представлена электромоторная система электриче
ского ската (Torpedo) с телами клеток в электрических долях, миели
низированными аксонами, образующими 4 больших нервных ствола, 
которые между жабрами проникают в электрический орган. Электро-

Рис. /. с—электромоторная система электрического ската (Torpedo): б—развитие элсктропитов мышечных трубочек: «—частично вскрытая рыба: электрическая доля (1). нервы (2). электрический орган (3)

моторные нейроны электрических долей представляют собой холинерги
ческие клетки, их тела расположены в парных ядрах, выступающих на 
стволе головного мозга рыбы, а пресинаптические окончания их аксо
нов находятся в электрическом органе. Последний состоит из размещен
ных в сотовидном порядке пакетов уплощенных элсктропитов, вент
ральную поверхность которых и покрывают пресинаптические нервные 
окончания. Холинореактивные постсинаптические клетки электрического 
органа (электроциты) развиваются (рис. 1. б) из вертикально ориенти-
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рованных мышечных трубочек в процессе роста эмбрионов (в длину) 
ст 40 до 65 мм. Хотя клетки электрического органа мышечные по про
исхождению. он во много раз богаче иннервирован, чем мышцы, и со
держит синаптического материала приблизительно в 1000 раз больше, 
чем эквивалентная по массе мышечная ткань. По мере роста ската эм
бриональные электроциты увеличиваются и за счет сливающихся с ними 
расположенных на них сателлитных клеток (рис. 1, б), а шванновские 
клетки постепенно покрывают нервные окончания, представленные на 
том же рисунке врастающими конусами роста.

структура дхр
толиноцептивми . блэллсбллэ* АХ
похтсхнаптическая * открытие каналов
мемдрана 
(злектрсуить/) » трофические (ректоры

Структура и фцнкцмл 
синоптических зезикул

I 
нервные 
окончания

специфические холин՝ 
гргические маркеры

* (в тлектрическсм органе)-*механизм экзоцитоза
ноемтисоикацил л
пере к с сч иксе холина I ՝« рель кейрспептида

механизм акееналь- 
сясснал*ные везикулы *------ оксоны --------------------* кого транспорта

к РНК - ______________
I

ТрСпСЛЯЦИЛ £ ССЦИТОХ 
или е некг.е.-очных 
системах

| жектромотсонак 1
; Система ' |I происхождение синап-

» ткческик везикул и 
неточные ~вла других запаса^их
(в влекгрнчесмой доле) гранил

надср аЛНК

кхнтиарикацил холин- 
те лслинлогические вргмчсского гонсма
(плуга мин зргическме)
Оксодондригныр ---- * Очищение е глутоминзр-
синопсы гические смнапгосомь/

импульсе/ ст злектродетек- 
т:рсв и их саганов

Рис. 2. Ргзрсбгтка проблем электромоторном системы: а—изучение далеко продвинуто, б—только начато
В общем, эта система является идеальной для изучения биохимии 

холинергической передачи. Однако возможность ее использования в ней
робиологии гораздо шире. Так. при ее помощи можно было изучать 
такие проблемы, как контроль над развитием трофических факторов, яв
ление запрограммированной клеточной смерти и наличие в той или дру
гой условно-нейромедиаторной системе физиологически активных ней- 
ропептидов.

На рис. 2 представлены некоторые проблемы изучения электромо
торной системы: те. разрешение которых далеко продвинуто (а), и 
те, разработка которых в настоящее время еще только начата (б), и их 
разрешение потребует усилий и в 90-х годах. Все это не умозрительная 
программа, а практические проекты. В докладе будут лишь кратко про-
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пл чем II сосролоточеип ппимл|Нй» П:П1|»‘Ц АИВО|ИТП|Н(11
Hiimmiiiii 111т luiiiiiiiiiiiiiii /кит/). Ujnoii па y։wi ii v,,iii,c 

МСИНОЙ молекулярной нейробиологии несомненно янлястся изилнроианнс 
никотинового ацетилхолинового «рецептора из электрического органа, хи
мическая характеристика этого рецептора при помощи методов белко
вой химии и молекулярной генетики, включение его в искусственные ли
пидные мембраны и открытие его участия в таком тяжелом заболевании, 
как миастения (myasthenia gravis) [2]. Эти работы завершились уста
новлением с помощью кДНК-метода полной последовательности состав
ляющих рецептор четырех пептидов [3]. Хотя на этой основе с допол
нением результатов исследования при помощи высокоразрешающей элек
тронной микроскопии можно судить о третичной структуре этих пепти
дов и их расположении в мембране, в настоящее время еще не известно, 
каким образом АХ модифицирует рецептор для того, чтобы открыть 
образуемые им ионные каналы. Одним из подходов для решения 
этого вопроса являются опыты с систематическими изменениями в пос
ледовательности пептидов и тестировании тех эффектов, которые эти 
изменения производят на реконструированную систему. При этом можно 
выявить ту последовательность, которая играет ключевую роль в функ
ции рецептора.

Трофические факторы. При работе с совместными культурами тка
ней эмбрионального электрического органа и электрической доли мозг* 
мои сотрудники Richardson. Rimschen и Fox [4] обнаружил» два тро- 
фических фактора. образуемых электрическим органом: 1) термоста
бильный диализуемый нейронотрофический фактор, необходимый для 
жизнеспособност։! тел электромоторных клеток в электрической доле 
мозга, и 2) термолабильный недиалнзуемый холинотрофичсскнй фактор, 
вызывающий экспрессию холинергичских свойств у клеток электриче
ской доли. Идентифицирование этих факторов явится интересной зада
чей для будущих исследовании.

На рис. 3 представлена краткая сводка данных, свидетельствую
щих в пользу существования этих факторов. Можно видеть (рис. 3. а), 
что электромоторные нейроны 40-миллиметрового эмбриона хорошо вы
жинали в культуре и их холинацетилтрансфераэная (ХАТ) активность 
ПАЛЫШHWCН (ТМ 8 ср.е*?У ПЬ1Л ло<)авлеи экстракт электрического органа- Г5' "° XfcxiiOKiouutto cnewiii иодООПШУ 'f/ffff РОГИО^ЛП «•’«« т^.-г։«0>HnxoKttblP iliUfifiHfilf• Kcn.sa»rr«itM. s-г.- y.-Hhr«n«xit /р։ч- -I. (ij. ,ttr. ttrttриПОТ(Ш|||1!К4У Г' 
кЛТ-акТИВНОСТЬ » ЭЛСКТрНЧсскм* <.р.а.։ал
ямбриоиои. когда они достигают ДЛИНЫ О 80 ММ. При ЭТОМ играют роль 
уЖГ уПОМЯИуТЫС ПЫШС Лка Ч,октора—Диализуемы։։ тсрмоетаб։|Аш։ый ией- 
ронотрофический и недиализуемый термолабильный холннотрофическин. 
Так, диализ значительно уменьшал еодержание нейронотрофнчсского 
фактора (клетки погибал»), тогда как нагревание не влияло на выжи
вание. ։ю значительно снижало экспрессию ХАТ. В то же время оба 
фактора оказались холодоустойчивым». Далее выяснилось, что. видимо, 
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Рис. 3. о—повышение (֊-) или снижение (—) числа жизнеспособных эм- бриокальных электромоторных нейронов (черные столбики, в %) и хо- лниацстилтрансфсраэной активности (белые столбики, в %) в эксплантатах ткани электрической доли 50—60-миллиметровых эмбрионов электрического ската, находившихся в культуральной среде без добавления 
(1) или с добавлением экстракта электрического органа 105-миллиметрового эмбриона, нативного (2) или подвергнутого нагреванию (3), охлаждению (4). диализу (5): г.о оси ординат—изменения, в %: б—ответ эксплантата ткани электрической доли 50—60-миллимет роисто эмбриона па жшим -ЮТ «М10'ШШИ՝1ГТр(1Вт ЛИ0р«911Я«-‘ ........ ֊:и с -« ООЗК1КГ--Ц4:«Н.. II.. .1 ............... . .-..Г-.р„„,,г.П п ._ .. ................. .. „ ,
. ............................« г аЬ|»ЬпК:1|Лг4|П1.1М||. П : Г НР0ЛИ|))^Зи1!Л »ЛГИ7|)СМоуор>1ЫХ клеток: максимальные пелнчии։.» ( I ). ................................ «-личины (£), гибель клеток (3), холинаЦстилтрансфсралная акт и пн ость п »А«-к* грнчес кнх долях пнгякгных э.мбрнннив П ывн< »«•՛ ТИ ОТ их ПОЗрАСТА (но их Длине) (•/), но осн абсцисс- длина пмбрнона, п мм; ио оси орди нат (слева)—число клетск. 10՜։, по оси ординат (справа)—ф.’рмента- 
тнпнйн пкгппность но ерппигинк» с нопорождеинымн, п Данные п и б относятся к 1-нгдслыюму периоду 
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недиализуемыи холинотрофический факт<7р не способен оказывать эф
фект в отсутствие нейронотрофического (ср. рис. 3. а. белые столбики 
2 и 5). Так. данные, представленные на рис. 3, в. показывают, что 
продукция нейронотрофического фактора эмбриональным электриче
ским органом начинается лишь у 80-миллиметровых эмбрионов как раз 
в тот период, когда волна гибели клеток в электрической доле спадает 
и число жизнеспособных клеток повышается вместе с увеличением и 
ХАТ-активности. Это свидетельствует о том. что препрограммирован- 
ный синтез трофических факторов в развивающемся электрическом ор
гане стабилизирует размер пула электромоторных нейронов и вызывает 
в них синтез ХАТ именно перед началом функционального синаптоге- 
неза, имеющего место, когда эмбрионы достигают՝ величины 90-100 мм.

Антигены, связанные с нейромедиаторами, как специфические холи
нергические маркеры. Мы много занимались также идентифицированием 
специфических холинергических маркеров, используя антитела, вырабо
танные на очень чистые препараты электромоторных синаптических пу
зырьков и пресинаптичсских плазматических мембран, которые были 
выделены методами субцеллюлярного фракционирования. Первым из 
таких маркеров явился специфический протеоглюкан пузырьков (СПГП). 
Он позволил нам следить гистохимически за образованием пузырьков 
а теле клетки, их передвижением по аксону и накоплением в нервных 
окончаниях [5. 6]. На рис. 4. а можно рассмотреть сделавшиеся види
мыми под влиянием анти-СПГП-антисыворотки и меченного флуорес
цеином второго антитела пузырьки, готовые к переходу по аксону из 
тела электромоторного нейрона. На рис. 4. б виден СПГП. скопившийся 
в аксоне проксимально от лигатуры, а на рис. 4. г заметно уменьшение 
содержания СПГП з пресинаптическом окончании, вызванное перевяз
кой аксона (ср. рис. 4. г с картиной в интактном органе на рис. 4. в).

В других работах [7—9] мы идентифицировали специфический хо
линергический маркер (СХМ-1)—трисиалоганглиозид необычной конфи
гурации. На основе недавней работы ТеИатапН и его сотрудников, 
выполненной вместе с нами, в этом веществе один остаток сиаловой кис
лоты присоединен к ацетилглюкозамнновому остатку. Антисыворотка к 
этому ганглиозиду специфически вызывает избирательный лизис комп
лемента холинергической субпопуляции синаптосом головного мозга [8].

На рис. 5. а показан избирательный выход ХАТ из препаратов си
наптосом коры больших полушарий мозга морской свинки, подвергну
тых лизису комплемента в присутствии антисыворотки к анти-СХМ-1. 
При этом маркер адренергических синаптосом (тирозннгидроксилаза) не 
выходил: выходило около 10% цитоплазматического маркера — 
лактатдегидрогеназы. Это соответствует той доле синаптосомиой цито
плазмы. которая отвечает за холинергическую субпопуляцию пузырьков. 
На рис. 5, б представлены подобные результаты, полученные в случае 
препаратов синаптосом. нагруженных перед лизисом радиоактивной 
деоксиглюкозой (в качестве цитоплазматического маркера) и мечеными 
же нейромедиаторами—глутаматом. ГАМК, дофамином, норадреналином
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Рис. 4. а—СПГП-положительныс органеллы (синаптические пузырки), готовые к выходу из перикариона (очерчено) электромоторного нейрона; 
б—СПГП-иммунорсактивность. накопившаяся над перевязкой (между стрелками); в и г—СПГП-иммунорсактивность в окончаниях электромоторного нерва к нейтральной поверхности электролита. когда аксон перевязан (в) и интактен (г)



Рис. 6. ВК! 1-подобная иммунорсактивиость в крностатиых срезах электрической доли (а. б, н) и электрического органа (։. л. с) после перевязки электромоторных аксонов (а. б. ։. .։) и в норме (о. с): б и д—увеличение структур в нолях, соответственных ч и I. Аккуму линия заплга|о|пих гранул наб подастся и аксонном бугорке. К и точное ядро (и) также окрашивается



и серотонином (в качестве маркеров соответствующих синаптосомных 
субпопуляций) [10]. При этом также подвергалась лизису лишь холи
нергическая субпопуляция. а количество высвобождавшейся деоксиглю- 
козы соответствовало ее фракции, захваченной этой субпопуляцией. Нао
борот. лизис комплемента неспецифических антикортикальных антител 
сопровождался выходом вместе с деоксиглюкозой и всех нейромедиато
ров. Эти эксперименты также показали насколько специфичен захват 
различных нейромедиаторов разными субпопуляциями.

Гас. 5. !1эби-рат։ль:1ый вызываемый комплементом лизис холинергических снкаитоссм больших полушарии головного мозга морской свинки после сскснбилнззцик анти-СХМ-1 антнсыаэроткой: а—холинацетилтрайсфераза (>}. лактатдггидрогеназа (2). тирсзикгидроксилаза (3); по оси абсцисс — время (в мин), но оси ординат—выход, в %: б—результаты такого жг сль:тг [ ։0] .՝ сенсибилизацией анти-СХМ-1 антисывороткой (1) с синап- тоссмамн. нагруженными дсоксиглюкозой (2). глутаматом (3). ГАМК ссротсиинсм. норадреналином и дофамином (5): избирательный выход лишь холииацстилтрансфсраэы (I); выход всех компонентов при не- спспифической сенсибилизации под влиянием антисыворотки против всего ■комггл.к а.чти.-гзоп коры больших полушарий (П. Хн-лый столбик)
Фушшия СХМ-1 в настоящее время неизвестна, но одной из воз

можностей. которую мы рассматриваем, может быть то. что он присое
диняется к комплементарной структуре холинорецептивной клетки-ми
шени во время сииаптогенеза. Результаты недавних эмбриологических ис
следований электрического ската поддерживают эту точку зрения. Изу
чение функции СХМ-1 и его возможной роли в аутоиммунных заболе
ваниях НС. сопровождающихся избирательной дегенерацией холинерги
ческих нейронов, будет целью исследований еще и в следующем 10-ле
тии.

Калслектрин. Мало известно о механизме экзоцитоза. Наша 
группа (Уа)кег, БисПю? и ЕгН«:с1։е) недавно обнаружила новый 
класс белков. которые прочно связываются с липопротеиновыми 
мембранами. Мм полагаем. что этот регулируемый Си2 процесс, 
возможно, участвует в экзоцитозе и слиянии пузырьков.

Если полученные при гомогенизации препараты мембран электри
ческого органа хорошо промыты Са2+ -содержащими солевыми раст
ворами и затем элюированы той же средой, содержащей ЭГТА, то 
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гаком экстракт содержит один главным белковый компонент с Л1Г 32 кД 
{11, 12]. Этот белок, получивший название калелектрин [12]. связы
вается с мембранами а присутствии Са- , а также усиливает вызывае
мую двухвалентными катионами коацервацию мембранных пузырьков, 
включая синаптические, со специфическим участием Са2 ' [13]. Анти
сыворотка к калелектрину вступает в перекрестные реакции с близкими 
белками во многих клетках и тканях млекопитающих, включая печень, 
мозговой слой надпочечников, головной мозг, лейкоциты и сперматозои
ды. Одной из функций калелектрина может быть то. что он способст
вует приякорнванию содержащих десмин иитоскелетных элементов к 
мембране при помощи фосфатидилсерина и других отрицательно заря
женных липидов [14]. Было установлено, что антисыворотка против 
калелектрина электрического ската может опознавать целый класс на
ходящихся во многих к’етках новых белков, обладающих общими для них 
повторяющимися аминокислотными последовательностями и способно
стью к Са2 ь-зависимому связыванию с липидами [15].

Идентифицирование участка генома, кодирующего холинергическую 
функцию. Столь большие тела электромоторных нейронов должны обла
дать объемом, по крайней мере в 30 раз превышающим размеры пре- 
синаптических нервных окончаний. Это не удивительно, так как их пери
карионы полны полисомами, а также грубым и гладким эндоплазматиче
ским ретикулумом. Из этих клеток была выделена мРНК [16], которая 
проявляла высокую активность в бесклеточной трансляционной системе: 
средн образующихся продуктов был обнаружен ряд цитоплазматических 
белков, свойственных пузырькам и нервным окончаниям. При посред
стве этой мРНК была получена кДНК, которую успешно вводили в 
Е. соН [17]. Был выполнен скрининг с меченой кДНК. выделенной из 
мышцы (как образец не нервной ткани) и из мозжечка (как образец 
структуры мозга с дефицитом холинергических нейронов). Приблизи
тельно из 3500 клонов было изолировано 50. которые соответствовали 
специфично лишь кДНК электрической доли и. таким образом, несо
державшие последовательностей, кодирующих как белки, общие для всех 
нейронов, так и «хозяйственные» белки, свойственные вообще всех: 
клеткам. Обнаружено, что лишь очень небольшое число клонов оказа
лось одинаково положительным в случае как электрической доли, так 
и мозжечка; еще меньше выявилось отвечавших и на пробу с мышеч
ной тканью. Теперь предприняты попытки, используя вектор экспрессии, 
установить клоны, содержащие кДНК-последовательностн. которая ко
дирует холинергические синаптические белки.

Вазоактивный кишечный пептид: холинергический ко-нейромедиатор? 
Этот последний раздел посвящен некоторым новым работам [18]. по
казавшим, что в электромоторных нейронах имеется какой-то пептид с 
иммунореактивностью. близкой к проявляемой вазоактивным кишечным 
пептидом (ВКП): этот пептид из тел электромоторных нейронов транс
портируется в нервные окончания.
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На рис. 6 показано иммунохимичсское выявление ВКП-подобной 
иммунореактивности в телах электромоторных клеток нормальной рыбы 
(рис. 6, в) и рыбы, у которой электромоторные нервы оставались пере
вязанными в течение 14 дней (рис. 6. а, б). Обратите внимание на уси
ление иммунореактивности в электрической доле после перевязки. Эти

Рис. 7. Хроматография ВКП-поаобной нммуиэрсактивяохти электрической доли (а) и электрического органа (б). По о:» ординат—концентрацияВКП. 11 пМ/л
результаты можно сравнить с подобными данными, полученными в слу
чае СПГП и анти-СПГП-антнсЫВОрОТКИ (рис. 4). Следует отметить 
также аккумуляцию накопительных гранул в аксонном бугорке 
(рис. 4). В соответствии с этим лигатура электрического органа 
(рис. 6, г, д) сопровождалась уменьшением ВКП-реакции из-за отклю
чения содержащих ВКП гранул в результате перевязки аксона 
(рис. 6, г и с), так как локализация ВКП, подобно СПГП. ограничена 
нервными окончаниями, расположенными на вентральной поверхности 
элсктроиитов.

Количественные определения (табл. 2) подтвердили иммунохимиче- 
ские наблюдения: в результате перевязки • электромоторных аксонов 
ВКП-иммунореактивность электрической доли повышалась, а в электри
ческом органе падала.

ВКП-подобный иммунореактивный материал электрической дол:» 
(°) и электрического органа (б) был подвергнут хроматографии (рис. 1). 
Можно видеть, что исследуемый препарат вел себя не совсем идентично 
свиному ВКП. объем пиков которого показан стрелками. Это было
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подтверждено также и тем, что кривые вытеснения -антисыворотки со 
свиного ВКП этим пептидом и ВКП электрического скат?, не совпадали 
(рис. 8). Далее было обнаружено, что иммунореактивные пептиды не
одинаковы в двух разных участках электромоторных нейронов. Очсвяд-

Рис. 8. Вытеснение антисыворотки со свиного ВКП холодным раствором свиного ВКП (О) •< ВКП электрического ската (△). По верхней осн абсцисс—величина добавления экстракта; г.о нижней—концентрация пептида, в пМ/л: по осн ординат—отношение связанной антисыворотки к свободной, в %
Таблица 2Эффект перевязки на величинуВКП-подобной иммукорсактивности

Ткань
ВКП-подобпая иммуно- реактивность в ф.моль эквивалентах,'г изменения в %контроль лигатура

Электрическая доля 740+68 1371+226 • 84+10Нерпы 183+32 244+38 +34+11Электрический орган 130+16 60+11 — 47+5
Примечание. Данные для индивидуальной рыбы являются средними из результатов 3 определений. Величины изменений представляют собой умноженные на 100 величины при перевязке с вычетом контрольных данных и деленные на эти контрольные величины. Отрицательные величины указывают на уменьшение, а положительные— на увеличение после перевязки. Результаты определений в нервах относятся к их части, проксимальной к перевязке. Все данные статистически дэстовсрмы (р<0.01).

но также, что при транспорте ВКП из тела клетки в нервное окончание 
происходит какой-то вид процессинга, который включает удаление гид
рофобной последовательности в С-концевой части пептида.
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Располагая такой хорошо охарактеризованной холинергической си
стемой, мы теперь имеем модель для изучения запутанной и интригую
ще։։ проблемы ко-нейромедиаторов. Сопровождается ли высвобождение 
АХ также и выходом ВКП? Какую роль играет ВКП в модуляции хо
линергической функции? Разработка данных и близких к ним вопросов 
с использованием этой и других модельных систем будет занимать нас 
и в будущем.
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ГАМК-РЕЦЕПТОРЫ СИНАПТИЧЕСКИХ МЕМБРАН И ИХ 
ЭНДОГЕННЫЕ РЕГУЛЯТОРЫ В ОНТОГЕНЕЗЕ

КОРЫ МОЗГА КРЫС

ПАРФЕНОВА Е. В.

Институт экспериментальной медицины АМН СССР. Ленинград

Изучено Ха+-независимое связывание ['Н]ГАМК с синаптическими мембрана
ми коры головного мозга крыс в эмбриональном и раннем пзетнатальном периодах 
онтогенеза. Показано, что ГАМК-рецепторы в коре больших полушарий появляются 
на 20-й день эмбрионального развития и имеют высокий уровень специфического свя
зывания [3Н]ГАМК, при этом сродство их к лиганду в 5 раз ниже, чем у взрослых 
животных. Появлению рецептора предшествует появление активатора—вещества по- 
липептидной природы, содержащегося во фракции синаптических мембран 19-суточных 
эмбрионов, которое в 2—3 раза увеличивает специфическое связывание [$Н]ГАМК 
с мембранами коры мозга взрослых животных. Сразу же после рождения связывание 
pH]ГАМК падает до 10—20% от взрослого уровня, а затем в течение I недели по- 
стиатального развития постепенно повышается, достигая к 7-у дню 50% от взрослого 
уровня. Эндогенные ингибиторы ГАМК-рецепторов впервые обнаруживаются на 20-й 
день эмбрионального развития, что совпадает по времени с появлением самих рецеп
торов и, по-видимому, указывает на их тесную структурно-функциональную взаимо
связь. Активность эндогенных ингибиторов, которая может быть оценена по их влия
нию на связывание [3Н]ГАМК с синаптическими мембранами коры мозга взрослых 
крыс, у эмбрионов 20—21 дня развития выше их активности в постнатальном перио
де. Обсуждается изменение свойств ГАМК-рецепторов и их эндогенных регуляторов 
в онтогенезе головного мозга крыс.

В регуляции ГАМК-ергической синаптической передачи в ее пост- 
синаптическом звене участвуют эндогенные ингибиторы—вещества бел
ковой или пептидном природы, содержащиеся во фракции синаптиче
ских мембран головного мозга крыс, которые снижают сродство 
ГАМК-рецепторов к медиатору и уменьшают общее количество рецеп- 
торных участков [1—4]. Имеющиеся в литературе данные позволяют 
предполагать, что эндогенные ингибиторы являются неотъемлемым функ
циональным компонентом комплекса ГАМК-рецептор—ионофор [5]. Од
ним из возможных путей для проверки этого предположения является 
изучение эндогенных ингибиторов в онтогенезе головного мозга. Имею
щиеся работы такого рода единичны и касаются лишь постнатального 
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развития крыс [6—8]. Полученные в них данные противоречивы и ос
нованы лишь на косвенной оценке их активности (по приросту рецептор
ного связывания [3Н]ГАМК после обработки синаптических мембран 
тритоном Х-100 [7. 8]). Сведений об эндогенных ингибиторах ГАМК-ре- 
цепторов передних отделов головного мозга в эмбриогенезе нет. Зада
чей нашей работы было изучение ГАМК-рецепторов и их эндогенных 
ингибиторов в коре головного мозга крыс в пре- и ранний постнаталь
ный периоды развития.

Материалы н методы

Опыты проводили на крысах линии Wistar. Начало беременности 
определяли путем идентификации сперматозоидов во влагалищном мазке 
самок через 10 ч после подсадки самцов". У 17-суточных зародышей 
исследовали передний мозг целиком, отделяя его препаровальной иглой 
под лупой. У 19-. 20- и 21-суточных эмбрионов, а также у животных 
через 1, 4 и 7 суток после рождения отделяли сформированную кору 
больших полушарий. Полученный материал хранили в 0.32 М растворе 
сахарозы при —18° в течение 1 —10 суток до использования. Фракцию 
синаптических мембран получали путем дифференциального центрифу
гирования гомогената мозговой ткани по методу Дамбиновои, Городин
ского [9]. позволяющему получить фракцию, практически полностью 
освобожденную от митохондрий. Для «проявления» ГАМК-рецепторов 
полученную фракцию подвергали замораживанию-оттаиванию с после
дующими многократными промывками буфером 50 мМ трис-цитрат 
pH 7,4 (синаптические мембраны типа А) или же предварительно 
обрабатывали 0.05% тритоном Х-100 (синаптические мембраны типа Б). 
Такая обработка способствует отделению эндогенных ингибиторов и 
выявлению ГАМК-рецепторов [2. 10].

Для определения Na*" -независимого связывания [3Н]ГАМК. ко
торое идентично связыванию медиатора с рецепторными участками 
[ I0. 11], 20—50 мкг белка синаптических мембран инкубировали в те
чение 10 мин при 0—4е в 1 мл вышеуказанного буфера в присутствии 
50—200 нМ [3Н1ГАМК 32 Ки/ммоль («Изотоп». СССР): неспе
цифическое связывание определяли в той же среде в присутствии 1 мМ 
немеченой ГАМК («Ника». Швейцария). Для синаптических мембран 
коры мозга взрослых животных оно составляло менее 30% от общего 
связывания метки. Специфическое связывание получали путем вычита
ния значений неспецифического связывания из величин общего связы
вания. Связанную с мембранами метку отделяли от свободной фазы с 
помощью фильтрации проб под вакуумом через целлюлозные фильтры 
- диаметром пор 0,42 мкм («Бупрог», ЧССР). Фильтры быстро про
мывали под вакуумом 5-кратным объемом буфера, после высушивания 
на воздухе переносили в впалы, заливали сцинтилляционной жидкостью

Айтор приносит благодарность П. А. Дыбану за помощь н этой части работы.
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(5 г РРО и 50 мг РОРОР в I л толуола) и измеряли радиоактивность 
на счетчике «Mark II». США).

Содержание белка во фракции синаптических мембран оценивали 
по методу Lowry после их предварительного гидролиза в NaOH [12].

В качестве источника эндогенных ингибиторов использовали супер
натант, полученный после осаждения предварительно замороженных в 
буфере 50 мМ трис-цитрат pH 7,4 и оттаявших синаптических мембран 
коры мозга животных разных стадий развития. Ранее нами было пока
зано, что при замораживании-оттаивании от фракции синаптических мемб
ран отделяются окрашивающиеся реактивом Фолина вещества, кото
рые дозозависимым образом ингибируют рецепторное связывание 
[3Н] ГАМК и, следовательно, могут быть отнесены к эндогенным ин
гибиторам [13]. Активность полученного ингибиторсодержащего супер
натанта тестировали на предварительно обработанных 0,05 %-ным три
тоном Х-100 синаптических мембранах коры мозга взрослых крыс.

Результаты исследований

В передних отделах головного мозга 17-суточных эмбрионов и коры 
больших полушарий 19-суточных зародышей специфического No ’ -не
зависимого связывания [3Н]ГАМК не обнаруживается (табл. 1).

Таблица 1
4 -независимое специфическое связывание [5Н]ГАМК с синаптическими 

мембранами коры головного мозга крыс на различных стадиях 
онтогенетического развития'

Объект

Na ■ -независимое специфическое 
связывание I3Hj ГАМК с синапти

ческими мембранами (СМ)
Эндогенные .модуляторы

СМ типа А СМ типа Б актива
тор ингибитор

(ими мин мг 
белка)

(ими мин мг 
белка) Kj (кМ) % ингиби

рования
ИД;0 (мкг 
белка,'мл)

Эмбрионы:
17 суток нет нет «е определял <
19 суток
20 суток

ИСТ 
21000

нет 
59000 200 ист

нет
90 0.7

21 сутки 3800 11000 250 нет 90 2.0
После рож-

Л -нич
1 с\тхи К?՜," 2-300 260 нот 60 1,0
• суток . 2700 7 ИЮ не опрсдсл. нет 50 1.5
7 сутол 3103 «000 к: ог:рд?л. нет 50 2»0

Взрослые 7000 17000 40 нет 50 2.0

’/7/>и.мечс.ч:/с. Концентрация [$Н]ГАМК в пробах составляла 50 нМ.

Вместе с тем оказалось, что замораживание-оттаивание синаптических 
мембран коры мозга 19-суточных эмбрионов приводит к отделению от 
них веществ, которые увеличивают рецепторное связывание [3Н]ГАМК 
с мембранами коры мозга взрослых крыс (рис. 1). Уровень активации» 
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а различных опытах несколько варьировал (в среднем в 2,8 раза) при՛ 
концентрации белка супернатанта 20 мкг/мл. Активатор был стабилен 
при хранении при —17՜ в течение -1 суток, однако повторное его за
мораживание-оттаивание приводило к потере активирующего эффекта. 
В дополнительных опытах было показано, что активация ГАМК-рецеп
торов синаптических мембран коры мозга взрослых крыс в присутствии 
фактора из мембран 19-суточных зародышей происходит за счет увели
чения общего количества рецепторных участков без заметного измене
ния их сродства к лиганду.

Синаптические мембраны, полученные из коры мозга 20-суточных 
эмбрионов крыс, обнаруживают Ма* -независимое специфическое связы
вание [3Н]ГАМК. которо° выявляется как на промытых буфером (тип 
А мембран), так и на обработанных 0.05%-ным тритоном (тип Б мемб
ран) препаратах (табл. 1). При этом рецепторное связывание [3Н]ГАМК 
У эмбрионов этого срока развития превышает связывание с мембранами 
коры мозга взрослых крыс, что обусловлено высоким числом рецептор
ных участков В,пП։ наряду с пониженным сродством их к лиганду 
(200 нМ). Синаптические мембраны из коры мозга 21-суточных эмбрио
нов крыс (как типа А. так и типа Б) также обнаруживают способность 
к ‘-независимому специфическому связыванию [3Н]ГАМК. кото
рое ниже, чем у 20-суточных эмбрионов и сопоставимо по величине со 
связыванием с мембранами коры мозга взрослых крыс (табл. 1). Как 
и у 20-суточных зародышей. сродство ГАМК-рецепторов к лиганду 
на 21 сутки эмбрионального развития ниже, чем в коре мозга взрос
лых крыс (Ка = 250 нМ).

Эндогенные ингибиторы обнаруживаются в препаратах синаптиче
ских мембран коры больших полушарий на 20 и 21-е сутки эмбрио
нального развития. Косвенным указанием на их существование является 
факт увеличения рецепторного связывания [3Н]ГАМК после обработ
ки синаптических мембран эмбрионов этих сроков развития 0,05% 
тритоном в 2_ 3 раза, что сопоставимо с приростом связывания после
аналогичной обработки мембран коры мозга взрослых крыс (табл. 1). 
Кроме того, показано, что супернатант, полученный после осаждения 
предварительно замороженных и оттаявших синаптических мембран из 
коры мозга зародышей дозозависимым образом ингибировал № -не
зависимое связывание [3Н]ГАМК с синаптическими мембранами из 
коры мозга взрослых крыс (ИДзо составляет 0.7 и 2 мкг белка/мл для 
20- и 21-суточных эмбрионов соответственно, табл. 1). Максимальны/։ 
Уровень ингибирования составлял 90%. в то время как аналогичным об
разом выделенная из мембран коры мозга взрослых крыс фракция ин
гибировала связывание [3Н]ГАМК не более чем на 50% (рис. 2).

У новорожденных животных через сутки после рождения синапти
ческие мембраны типа А не обнаруживают рецепторного связывания 
РН]ГАМК, в то время как их обработка детергентом «проявляет» 
рецепторные участки (табл. 1). Уровень специфического связывания
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ГАМК с мембранами типа Б из коры мозга 1-днйвных крыс сущест
венно ниже, чем у взрослых животных, что сопровождается и понижен
ным сродством рецепторных участков к лиганду (1\Л = 260 нМ). В 
дальнейшем постнатальном периоде наблюдается постепенное увеличение 
рецепторного связывания [3Н]ГАМК, которое к концу 1 недели дости
гает 50% от взрослого уровня (табл. 1).

Рис. 1. Влияние ахтяолторсодсржащсй фракции коры мозга 19-суточных 
эмбрионов крыс из Ха * <։еззпи:и.мсс связывание [3Н]ГАМК с синапти
ческими мембранами из коры мозга взрослых крыс; ко оси абсцисс—кон
центрация белка фракции к пробе (мкг/мл); по оси ординат—специфиче

ское связывание [3Н]ГАМК (% К контролю)
Рис. 2. Влияние ингибиторсодсржа։цей фракции из коры мозга крыс на 
Ха՛* -независимое связывание pH] ГАМК с сика!гтическими мембранами 
из коры мозга взрослых крыс. Фракции из коры мозга эмбризнав крыс: 
1—20-суточных: 2—21-суточных. Фракции из коры мезга крыс после ро.к- 
дения: 3—1-суточных: -/—4-суточных: 5—взрослых. Обозначения по осям 

координат те же. что и : а рис. I

В синаптических мембранах, выделенных из коры мозга крысы че
рез 1—7 суток после рождения, обнаруживается существование эндоген
ных ингибиторов. Оно выявляется как косвенно по приросту рецептор
ного связывания ГАМК после обработки мембран детергентом (табл. 1). 
так и непосредственно по влиянию ингибиторсодержащего супернатанта 
после осаждения замороженных-оттаявших мембран на рецепторное свя
зывание [3Н] ГАМК с синаптическими мембранами коры мозга взрос
лых крыс (рис. 2). Следует отметить, что по своим характеристикам 
(ИДг»о, максимальная глубина ингибирования) эндогенные ингибиторы 
керы мозга 1—7- дневных крыс сходны с ингибиторами взрослых жи
вотных (табл. 1. рис. 2).

Обсуждение результатов

Как следует 
передних отделах

из представленных нами данных, ГАМК-рецепторы в 
головного мозга крыс не обнаруживаются до 19 суток 
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эмбрионального развития включительно. Появлению рецептора в онто
генезе предшествует появление активатора—вещества, которое отделяет
ся в супернатант при замораживании-оттаивании синаптических мембран 
коры мозга 19-суточных зародышей и в 2—3 раза увеличивает рецеп
торное связывание [3Н]ГАМК с предварительно обработанными детер
гентом .мембранами коры мозга взрослых крыс преимущественно за 
счет проявления латентных участков. Механизм действия и природа ак
тиватора неизвестны. Этим веществом не может быть эндогенная ГАМК, 
которая появляется в передних отделах головного мозга крыс уже на 
ранних стадиях эмбрионального развития [14], поскольку единственным 
ее аффектом может. быть лишь занижение величин рецепторного свя
зывания, получаемым с помощью радиоизотопного метода (эффект раз
бавления метки). Можно полагать, что активатор имеет белковую или 
пептидную природу, так как окрашивается реактивом Фолина и, ве
роятно, является слабосвязанным с мембранами или примрмбранным 
белком.

ГАМК-рецепторы в коре головного мозга крыс обнаруживаются на 
20-й день эмбрионального развития; их возникновение имеет скачкооб
разный характер, а способность связывать [3Н]ГАМК значительно 
превышает таковую у взрослых крыс. К 21 дню эмбрионального разви
тия связывание [3Н]ГАМК с рецепторами понижается до уровня, ха
рактерного для рецепторов коры головного мозга взрослых крыс. Одно
временно с появлением ГАМК-рецептора обнаруживаются и эндогенные 
ингибиторы, об активности которых мы могли судить не только на 
основании косвенных данных (величины прироста рецепторного связы
вания после обработки синаптических мембран тритоном Х-100), но и 
непосредственно по их влиянию на связывание [3Н]ГАМК с мембра
нами коры мозга взрослых крыс. Таким образом, появление эндоген
ных ингибиторов ГАМК-рецепторов в онтогенезе коры головного мозга 
крыс совпадает по времени с появлением самих рецепторов, что ука
зывает на их тесную структурно-функциональную взаимосвязь.

Согласно данным Coyle, Enna [6], наличие ГАМК-рецепторов в 
мозгу крыс отмечается уже на 15-й день эмбрионального развития 
(их уровень не превышает 5% от содержания ГАМК-рецепторов у 
взрослых крыс), а к моменту рождения рецепторное связывание 
[3Н]ГАМК увеличивается до 25%. Такое расхождение с полученны
ми нами данными, видимо, объясняется тем. что в цитированной ра
боте авторы работали с целым мозгом, выделяя из него суммарную 
фракцию всех субклеточных частиц (включая неразрушенные клетки, 
ядра, митохондрии и сииаптосомы). которые могут иметь нерецепторные 
ГАМК-связывающис участки, что затрудняет интерпретацию данных.

Сразу же после рождения отмечается дальнейшее снижение рецеп
торного связывания [3Н] ГАМК до 15—20% от уровня у взрослых живот
ных, а затем его постепенное повышение, так что к концу I недели пост
натального развития специфическое Na'՜-независимое связывание 
[3Н]ГАМК составляет около 50% от этой величины. Это согласуется
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•с приводимыми в литературе данными о том. что в постнатальном пе
риоде развития головного мозга активность ГАМК-рецепторов посте
пенно возрастает [7. 8]. Эндогенные ингибиторы обнаруживаются :: 
мозгу на всех исследованных сроках постнатального развития (1—7-су
ток), однако, в отличие от ингибиторов из мозга 20—21-суточных эм
брионов. они ингибируют связывание [3Н]ГАМК не более чем на 
50—60% и в этом отношении сходны с ингибиторами, выделенными из 
коры мозга взрослых животных.

Полученные нами данные позволяют предположить, что ГАМК-ре
цепторы и их эндогенные ингибиторы в онтогенезе коры головного 
мозга крыс претерпевают следующие изменения, которые можно обоз
начить термином «созревание» рецептора и системы его регуляции: 
а) ГАМК-рецепторы, появляясь на последних стадиях эмбрионального 
развития, в постнатально.м периоде приобретают значительно большую 
чувствительность к лиганду: б) первым эндогенным модулятором 
ГАМК-рецепторов в онтогенезе коры головного мозга является актива
тор ГАМК-рецептора, появление которого предшествует появлению ре
цептора: в) эндогенные ингибиторы появляются в онтогенезе одновре
менно с ГАМК-рецепторами, что свидетельствует об их тесной струк
турно-функциональной связи: г) в процессе постнатального развития 
коры мозга эндогенные ингибиторы снижают свою активность и умень
шают максимальную глубину ингибирования ГАМК-рецепторов, что 
может быть связано с укрупнением молекулы ингибитора и снижением 
доступности для нее рецептора.

GABA RECEPTORS AND THEIR ENDOGENOUS REGULATION 
IN RAT BRAIN SYNAPTIC MEMBRANES IN ONTOGENESIS

PARFENOVA E. V.
Institute of Experimental Medicine. US3R Acad. Mod. Sci., Leningrad

Na+-independent binding of 3H-GABA with brain synaptic memb
ranes has been studied in embryonic and in the early postnatal peri
ods. GABA receptors in the cortex of brain big hemispheres appear 
at the 20th day of embryonic development with high level of ‘H-GABA 
specific binding, their affinity to the ligand being 5-fold lower than in 
adult animals. Appearance of receptor is preceded by that of an acti
vator (19th day of embrionic development) that inhances 2—3-fold 
specific binding of ‘H-GABA and is a polypeptide. Immediately after 
birth binding of 3H-GABA drops to 10—20"., of the adults' levels, 
reaching 50% level to the end of the 7th day. Endogenous GABA in
hibitors are detected on the 20th day of embrionic development as the 
receptors themselves pointing to their intimate structure-function rela
tionship. The potency of these inhibitors is higher in 20—21-day em- 
bryons than in postnatal period.

A possible role of GABA receptors and regulators in rat brain 
in ontogenesis is discussed.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 6, Л» 2, 1987

УДК 577 612.015-

ИЗМЕНЕНИЕ СОСТОЯНИЯ ХОЛИНОРЕЦЕПТОРА 
МУСКАРИНОВОГО ТИПА МОЗГА ПРИ

ИМПРИНТИНГЕ У ЦЫПЛЯТ

СОЛОМОНИЯ Р. О.. СОБЧИНСКАЯ Н. М.. МИКЕЛАДЗЕ Д. Г.

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

Было изучено изменение количества холинорецептора мускаринового типа в ни- 
тсрмсдиатной части медиального вентрального гиперстриатума (ИМВГ) цыплят п про
цессе импринтинга (запечатлевзния). Первичное световое раздражение как в экспери- 
■менталыюи. гак и в контрольной группе вызывало сильное увеличение количества хо
дил орецеп тора. которое частично уменьшалось через 30 мня. Наблюдали два четко раз
личимых временных периода, характерных для импринтинга: 1) 30—60 мин после 
импринтинга с высокой активностью холинорецслторной системы: 2) 60—120 мня 
после импринтинга с низкой активностью холннорсцеяторной системы. ИМВГ՜ право
го полушария цыплят как экспериментальных, так и контрольных групп реагируют 

ответствс::::о :»а импринтинг-объект и диффузный свет более сильно, чем левого. 
Предполагается, что этот феномен функциональной асимметрии нс является сущест
венным для записи следов импринтинга, а обуслов ь и генетически летермннкрован- 
ным ответом на первичное световое раздражение.

Многочисленные биохимические [ 1—5] и фармаколого-биохимиче
ские [6—9] исследования указывают на существенную роль этой си
стемы в процессах формирования и хранения следов памяти. Дальней
шее успешное изучение этой проблемы во многом зависит от выбранной 
модели исследования. Одной из предпочитаемых моделей является им
принтинг у цыплят. Импринтинг как модель для исследования памяти 
обладает существенным преимуществом по сравнению с другими мо
делями обучения, так как определен участок головного мозга цыплят, 
которому принадлежит ведущая роль в записи следов импринтинга. Он 
соответствует ИМВГ [10—12].

Изменению количества холинорецептора мускаринового типа в про
цессе импринтинга посвящено относительно мало работ, в которых в 
основном и исследуется только одна временная точка [3, 5].

Поэтому целью настоящего исследования являлось изучение изме
нения холинорецептора мускаринового типа в динамике в ИМВГ цыплят 
в процессе импринтинга.
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Материалы и методы

Эксперименты проводили на цыплятах породы белый леггорн. За 
день до вылупления яйца изолировали в отдельные коробки для устра
нения неспецифическн.х побочных раздражений. Цыплят импринтировали 
в сенситивном периоде, через 17—20 ч после вылупления в аппарате 
Гесса [13]. Импринтинг-объектом служил красный полиэтиленовый ци
линдр (с лампой 25 ВТ) диаметром 9.6 см, высотой 14 см. Световой 
прибор вращался на манеже по кругу радиусом 60 см. Экспозиция 
импрннтинг-объекта продолжалась 15—20 мин (за это время цыпленок 
пробегал 15—20 м). Критерием импринтирования служила реакция сле
дования за световым импринтинг-объектом. Контролем служили цыпля
та, которые за тот же период времени освещались диффузным светом. 
До и после импринтирования цыплят содержали в отдельных коробках, 
в темноте, изолированно от внешних раздражителей. После декапи
тации проводили экстирпацию ИМВГ и замораживали в жидком азоте.

Для определения количества холинорецептора мускаринового типа 
использовали мембранную фракцию ИМВГ после осмотического шока, 
полученного по методу Cotman и соавт. [14]. Количество холннорецеп- 
тора мускаринового типа определяли по разнице между общим и не
специфическим связыванием с (3Н] куиниклидилбензилатом (КНБ). Про
бы в объеме 250 мкл содержали буфер трис-Кребс-Рингера (Р։) следую
щего состава: J45 мМ NaCI. 5 мМ KCI, 1,2 мМ СаС12, 1,3 мМ MgCL, 
2 мМ NaHjPO,, 10 мМ глюкозы, 10 мМ трис-НС1, pH 7,4, |'Н] КНБ 
(16 К,:/мМ, ,,Amershan։“, Англия) в концентрации 10 нМ и 100 мкг 
мембранного белка (осадок Р։. полученный по методу Cotman и 
соавт. [14]). Для определения неспеци:) ического связывания в пробы 
Добавляли атропин-сульфат до концентрации 10 мкМ. Инкубацию про
водили при 4 в течение 90 мин. Пробы фильтровали на фильтрах 
CF/C и просчитывали в толуольном сцинтилляторе на жидкостном 
сцинтилляционном спектрометре SL - 4С00 („Intertechnique", Франция). 
Белок определяли по методу Bradford [15].

При исследовании временной зависимости состояния холинорецеп- 
торов от импринтирования началом отсчета был момент предъявления 
Цыплятам импринтинг-объекта (эксперимент) или начало освещения 
Диффузным светом (контроль). Концом данного интервала времени счи
тался момент декапитации. На каждой временной точке испытывалась 
группа цыплят, состоявшая из 12 экспериментальных и 12 контрольных 
животных (число параллельных измерений также равнялось 12). Ре
зультаты обрабатывали статистически, достоверность различий и уро
вень значимости определяли по критерию распределения Стьюдента 
Для малых выборок.

Результаты и обсуждение
На рисунке представлены данные изменения количества холиноре

цептора мускаринового типа ИМВГ цыплят в процессе импринтинга.
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Резкое увеличение ( в 3 раза) количества холинорецептора наблюда
ли как у экспериментальных, так и у контрольных животных сразу 
после импринтинга и соответствующего освещения диффузным светом. 
Через 30 мин происходил обратный процесс, хотя количество холино
рецептора не достигало начального уровня и в экспериментальной груп
пе превосходило контрольный на 18—24% (рис., а. б). За последую-

Рис. Изменение количества холинэрсцсптора в интермедиатной части 
медиального вентрального гипсрстриатума в зависимости от времени после 
качала импринтинга (а, б. в) и освещения диффузным светом (։). /—ле
вое полушарие, контроль: 2—левое полушарие, эксперимент: 3—право.’ по
лушарие. контроль; 4—правое полушарие, эксперимент. Пс оси абсцисс— 
время после начала импринтинга (мня): но оси ординат—. держание хо- 

линорсцсптсра (нмоль [3Н]куи»снклиди\5енакллта/мг белка)

щие 30 мин разница между импринтированными и контрольными цып
лятами в малой степени уменьшалась за счет некоторого повышения ко
личества холинорецептора у последних (рис., а. б). Спустя 2 ч после 
окончания импринтинга ИМВГ полушарий экспериментальных цыплят 
не отличались друг от друга (рис., в), в то время как у контрольных 
цыплят проявлялась функциональная асимметрия (рис., г). ИМВГ 
правого полушария превосходила ИМВГ левого по исследуемому пара
метру на 26.5% (рис., г), и каждая из них была выше, чем в соот- 

182



ветствующсй экспериментальной группе (рис., а. б). За последующий 
час разница между контрольной и экспериментальной группами остава
лась приблизительно такой же (рис., а, б), но уже начинала прояв
ляться функциональная асимметрия в экспериментальной группе: ИМВГ 
правого полушария превосходила ИМВГ левого на 26.8% (рис., з). 
Спустя 6 ч после окончания импринтинга разницы по количеству хо- 
линорецептора между 11МВГ левого и правого полушарий в экспери
ментальной и контрольной группах, а также между этими группами прак
тически на наблюдалось (рис., в. г).

При исследовании биохимических механизмов импринтинга необхо
димо принять во внимание тот факт, что перед освещением диффузным 
светом и перед предъявлением импринтинг-объекта контрольные и экс
периментальные цыплята находились в темноте. У крыс, которых с рож
дения помещали в темные камеры, после их помещения на свет отме
чался усиленный синаптогенез и связанный с этим процессом целый ряд 
биохимических изменений в зрительной коре головного мозга [16—18]. 
составной частью которой, как уже отмечалось, является ИМВГ. В 
частности, в нашей предыдущей работе было установлено усиление 
синтеза синаптосомных гликопротеинов в процессе импринтинга [19].

Таким образом, независимо от обучения, как в экспериментальной, 
так и в контрольной группе отмечается усиленный синаптогенез, а этот 
процесс, как известно, является одним из основных механизмов памяти 
[20]. Однако следует отметить, что обнаруженная нами разница между 
контролем и экспериментом отражает процессы, характерные для памяти, 
а нс изменения, свойственные для общего синаптогенеза.

Сложную флуктуацию количества холинорсцептора в ИМВГ цып
лят можно объяснить совпадением во времени двух взаимосвязанных 
процессов: синаптогенезом, индуцированным светом, и фиксацией следов 
памяти. Интересным является резкое увеличение количества холино- 
рецептора в обеих группах цыплят после импринтинга и соответствую
щего освещения диффузным светом. Поскольку 15—20 мин (см. Мате
риалы и методы) являются недостаточными для синтеза de novo и 
встраивания в мембраны большого количества функционального холи- 
норецептора, можно предположить, что в этом случае имеет место сен- 
ентнзация—«демаскирование» рецептора. Детальные биохимические ме
ханизмы, лежащие в основе «демаскирования», к настоящему времени 
описаны только для глутаматного рецептора [21]- Кроме того, через 
30 мин наблюдалось резкое уменьшение количества холинорсцептора. 
что также подтверждает наше предположение об отсутствии синтеза 
рецептора de novo, так как катаболическое расщепление быстрообиов- 
Аяемых белков является термодинамически невыгодным для биологиче
ской системы. Литературные данные позволяют предположить, что в 
уменьшении активности и чувствительности холинорецепторных белков 
участвуют системы посттрансляционной модификации, в частности фос
форилирования белков [22—24]. Интересно отмстить, что на 30-м мин 
после окончания импринтинга оба полушария экспериментальной группы 
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по количеству холинорецептора превосходят соответствующие контрол;։. 
То же самое наблюдалось и в последующие 30 мин. Учитывая, что по 
холинорецепторной активности экспериментальная группа превосходила 
контрольную, можно заключить, что период времени 30—60 мин после 
импринтирования является критическим для этого вида памяти. Надо 
отметить, что увеличение количества холинорецептора через 30 мин 
после обучения наблюдалось также и в случае выработки пассивного 
избегания у цыплят [4]. Кроме того, поскольку последующий 1 ч ха
рактеризовался угнетением холинорецепторной активности в экспери
ментальной группе, не исключено, что и эта фаза является характерной 
для процесса консолидации следов импринтинга. Именно в этом про
межутке времени отмечался усиленный синтез синаптических гликопро
теинов [19].

Особого внимания заслуживает факт функциональной асимметрии 
у цыплят обеих групп. Более сильное и быстрое реагирование на- 
импринтинг-объект правого полушария было отмечено в случае АХЭ ։г 
синтеза синаптосомных гликопротеинов [25. 19]. Однако аналогичное 
явление не отмечалось у контрольных цыцлят при освещении диффузным 
светом. В случае холинорецептора мускаринового типа функциональная- 
асимметрия наблюдалась также и у контрольных цыплят. Правое полу
шарие реагировало более сильно на световое раздражение, чем левое. 
Эти данные могут указывать на генетически детерминированную асим
метрию зрительной коры головного мозга цыплят в процессе синапто- 
генеза.

Таким образом, полученные результаты по активности холинорецеп
тора мускаринового типа указывают на два различных периода, харак
терных для процесса импринтинга: I период—30—60 мин после имприн
тирования с высокой активностью холинорецепторной системы, а II— 
60—120 мин после импринтирования с низкой активностью холиноре
цепторной системы. Второй период совпадает с фазой активного синтеза 
синаптических гликопротеинов [19] и должен представлять собой пе
риод фиксации следов памяти-импринтинга.

ALTERATION OF THE MUSCARIN’C TYPE CHOLINORECEPTOR: 
STATE IN THE CHICK BRAIN DURING IMPRINTING

SOLOMON1A R. O.. SOBCHINSKAYA N. M., MIKELADZE D. G..

I. S. Berit ashvili Institute of Physiology, Gear;;‘aa AcaJt.r.y of Sciences, 
Tbilisi

Alteration of the muscarinic type cholinoreceptor amount was- 
studied in the chick intermediate part of medial hyperstriatum ventrale 
(IMHV) during imprinting. Initial light exposure causes drastic increase 
in the amount of cholinoreceptor both in the experimental and con
trol groups, which is partially abolished after 30 minutes. Two, well 
distinguished specific periods were observed during imprinting-memory;;

184



1) 30—60 minutes after imprinting are characterised by high activity 
•of choiinoreceptor system and 2) 60—120 minutes after imprinting —by 
low activity of cholinoreceptor system. IMHV of chick right hemisphere 
in experimental and control groups, response correspondingly to im
print-object and diffuse light more stronger, than IMHV of the left 
■one. It is suggested that this fenomenon of functional asymmetry is 
not essential for the recording of imprinting memory traces, but is due 
to genetically determined response to initial light exposure.
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СЕРОТОНИНОВЫЕ РЕЦЕПТОРЫ ГОЛОВНОГО МОЗГА 
ВО ВРЕМЯ ЗИМНЕЙ СПЯЧКИ

ПАК Д. Ф„ КУЛИКОВ А. В.. ПОПОВА Н. К.

Институт цитологии и генетики СО АН СССР. Новосибирск

Для выявления функциональной роли серотониновых реиепторев первого (С1) и 
второго (С2) типов определено число центров рецепторного связывания серотонина 
С1 и С2 в головном мозгу сусликов в различные периоды цикла активное состоя
ние—зимняя спячка. Впервые показано изменение в С1 рецепторах в связи г естест
венным поведением и функциональным состоянием животного: повышение количества 
С1 перед впадением в зимнюю спячку во фронтальной коре больших полушарий и 
гиппокампе мозга. Во время зимней спячки отмечено повышение в гиппокампе, в 
среднем мозгу и полосатом теле. Пробуждение сопровождалось снижением количества 
рецепторов С1 во всех исследованных структурах. Обнаружено повышение количе
ства С2 рецепторов во фронтальной коре непосредственно перед впадением в зимнюю 
.кячку и его снижение во время зимней спячки до контрольного уровня: в течение 
пробуждения существенных изменений в количестве рецепторов С2 нс было отмо
чено. Сделано заключение, что С1 центры рецепторного связывания серотонина яв- 
чяются функционирующими рецепторами, причем их функции отличаются ог функ
ций С2 р.’цспторсв.

В последние годы в головном мозгу млекопитающих выявлено два 
типа серотониновых рецепторов С1 и С2, различающихся по сродству к 
агонистам и антагонистам серотонина, по локализации в структурах 
мозга и по связи с серотонинчувствительной аденилатциклазой [1—3]. 
Функциональная роль С2 изучена очень слабо [4—6]. роль С1 вообще 
не ясна.

Фармакологические исследования свидетельствуют о возможном уча
стии С1 рецепторов в регуляции таких форм поведения, как мсжсамцовая 
агрессия мышей [7]. половое поведение самок крыс [8] и в терморегу
ляции у крыс [9]. Однако никаких данных об изменении числа С1 ре
цепторов в зависимости от поведения или функционального состояния 
животного не имеется. Это вызвало сомнение в самом существовании 
рецепторов типа С1 [10].

Важным ,^ля выявления функциональной роли серотониновых рецеп
торов является выбор адекватной поведенческой серотонинзависимой 
модели. Такой моделью может служить, например, зимняя спячка. 
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поскольку она представляет резко контрастное по сравнению с бодр
ствованием состояние и характеризуется существенными особенностями? 
метаболизма серотонина в мозгу [11]. Более того, показано, что экспе
риментальное снижение содержания серотонина в мозгу приводит к 
пробуждению сусликов от спячки [12]. а центральное введение серото
нина замедляет пробуждение [13. 14].

Целью настоящего исследования явилось определение числа цент
ров рецепторного связывания серотонина С1 и С2 рецепторами в мозгу 
сусликов в различные периоды цикла бодрствование зимняя спячка.

Материалы и методы

В опытах использовали взрослых краснощеких сусликов (Citeilus 
erythrogenys major) обоего пола массой 250—350 г. Отловленных жи
вотных содержали в открытом вольере. Лишу (сухой корм и свежую 
траву) и воду они получали без ограничений. В конце сентября с>сли 
ков переносили в специальное помещение, где они впадали в спячку и 
находились в течение всего периода спячки при температуре воздуха

Серотониновые рецепторы определяли у полностью естественно под
готовившихся к спячке сусликов (при температуре тела 36,5zh0,2 ) пе
ред впадением в спячку (сентябрь), во время глубокой спячки (при 
температуре тела 4°). во время пробуждения от спячки (два срока 
при температуре тела 22° и 37°) и летом в активном состоянии жи
вотных (при температуре тела 37°). Период, непосредственно предшест
вовавший впадению сусликов в спячку, характеризовался понижением 
двигательной активности, вялостью, попеременным засыпанием и про
буждением животного, некоторым понижением температуры тела, оста
вавшейся тем не менее еще в пределах нормотермии. Пробуждение сус
ликов вызывали в апреле, перенося животных в помещение с температу
рой воздуха 18—20°. что способствовало их быстрому пробуждению.

Специфическое связывание серотонина рецепторами С1 определяли 
раднолигандным методом [15] в мембранной фракции гомогената фрон
тального отдела коры больших полушарий мозга, полосатого тела, гип
покампа и среднего мозга: связывание рецепторами С2—во фронталь
ной коре, так как в этом отделе мозга С2 рецепторы определяются 
наиболее надежно [3]. Необходимо отметить, что. хотя достаточно рас
пространенный термин «количество (число) рецепторов» менее коррек
тен, чем «число центров рецепторного связывания», ввиду его простоты 
мы используем с известными оговорками [16].

Для определения количества CI и С2 рецепторов у декапитпоо- 
занных животных на льду выделяли соответствующие отделы мозга 
и помещали их в жидкий азот до начала определения. Замороженную 
ткань гомогенизировали в трис-HCI буфере. pH 7.6 и центрифугирова
ли (20 мин. 20000?) для осаждения мембранной фракции [17]. Затем 
осажденные мембраны инкубировали в том же буфере в течение 10 мин 
при 37° для удаления эндогенного серотонина и вновь центрифугирова
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ли 20 мин при 20000g. Конечную гомогенизацию производили в буфере 
•с добавлением NaCI, CaCL, КС1 и MgCL, ингибитора МАО- парги- 
лина и 0,1 %-ной аскорбиновой кислоты, что уменьшает неспецифиче- 
ское связывание метки [18]. В качестве метки использовали [ЛН| серо
тонин (<Amersham», Англия) в концентрации 14 нМ при определении 
С1 рецепторов и [4Н] ег.иперон («'Amer*  han՝.», Англия) в концентрации 
1.4 нМ при определении С2 рецепторе в, а в качестве их заместите
лей—буфотенин (<rServa». ФРГ) и ’кетансерин («Janssen Pharmaceutica», 
Бельгия) в концентрациях 10 мкМ и 10 нМ соответственно. Суспен
зию ткани, содержавшую метку и заместитель, инкубировали при 37 
и быстро отфильтровывали через стекловолокнистые фильтры GF В 
под вакуумом. Осадок на фильтрах трижды промывали 5 мл охлаж
денного трис-НС! буфера в целях удаления несвязанной метки. Затем 
фильтры с осадком мембран ‘высушивали при комнатной температуре. 
Их радиоактивность определяли на жидкостном сцинтилляционном 
счетчике «гОеИа-ЗОО; для этого их помещали во флаконы с толуоловым 
сцинтиллятором. Специфическое связывание метки с рецептором оп
ределяли по разнице между связыванием его в отсутствие и в при
сутствии избытка нерадиоактивного заместителя и выражали в фмоль/мг 
белка. Концентрацию белка в пробе определяли по методу Lowry и 
соавт. [19]. Количество белка в пробе было в пределах 1—4 мг. Ста
тистическую обработку результатов проводили с использованием t— 
критерия Стьюдента.

• Авторы благодарят фирму ejanssen Pharmaceutics» за любезно прмэсгавлея- 
шин кетансерин.

Результаты и обсуждение
В период. непосредственно предшествующий зимней спячке (в 

конце сентября), у сусликов, подготовившихся к ней. но еще поддержи
вавших температуру тела с пределах, характерных для гомойотермных 
животных, было обнаружено повышение количества CI и С2 серотони
новых рецепторов во фронтальной коре больших полушарии и CI рецеп
торов в гиппокампе (см. рис.) по сравнению с активными бодрствую
щими сусликами. Количество же С1 рецепторов в среднем мозгу и 
полосатом теле существенно не изменялось.

Сдвиги количества серотониновых рецепторов перед самым впаде
нием животных в спячку имели место еще в состоянии нормотермии и 
проявлялись не во всех отделах мозга. Обращает на себя внимание то, 
что повышение количества С1 рецепторов отмечено в гиппокампе—един
ственном образовании мозга, в котором ранее было обнаружено повы
шение содержания серотонина также еще перед впадением в зимнюю 
спячку [11]. Следует отметить, что лимбические структуры, особенно 
гиппокамп, на основании электрофизиологических исследовании относят 
к образованиям, которые могут играть триггерную роль в возникнове
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нии спячки и в пробуждении [20]. В то же время необходимо подчерк
нуть, что.поскольку мы не определяли значения К։Р нельзя исключить, 
изменении в сродстве рецепторов к серотонину как причину увеличе
ния его связывания.

нс. Количество серотониисаых СI и С2 рецепторов в разных отделах 
головного мозга крленошехего суслика в активном состоянии, перед впа
дением в зимнюю спячку и при зимней спячке. /—фронтальная кора боло- 
։уих полушарии, 2—средний мозг. 3—гиппокамп. 4—полосатое тело; а— 
бодрствование, б—-перед впадением в зимнюю с.чячху. в—зимняя спячка;
Р<0.05; р<0.01; ։ ’р<0.001: каждая точка представляет собой ре

зультат не менее э опытов. По оси ординат—количество рецепторов п 
фмоль/мг белка

Наступление глубокой зимней спячки сопровождалось дальнейшим 
увеличением количества С1 рецепторов в гиппокампе. Однако и в других 
отделах мозга—во фронтальной коре, среднем мозгу и полосатом теле, 
количество С1 рецепторов в состоянии спячки было существенно выше, 
чем у активных бодрствующих животных. Количество же С2 рецепторов 
в коре больших полушарий у находящихся в глубокой спячке сусликов 
не отличалось от бодрствующих животных и. таким образом, было до
стоверно снижено по сравнению с периодом, предшествовавшим засыпа
нию (см. рис.).

При пробуждении сусликов от зимней спячки число С2 рецепторов 
не изменялось. У спящих сусликов оно равнялось 73.11 гЬ 4,9 фмоль/мг 
белка: при пробуждении животного и повышении температуры его тела 
ло 22 количество С2 рецепторов составляло 69.0зг3.6 фмоль/мг белка. 
Затем при достижении уже нормальной температуры тела 37° эта ве- 
лнчина практически не менялась (68.2±3.3 фмоль/мг белка).

Иную картину наблюдали в случае С1 рецепторов. При пробужде
нии сусликов происходили изменения, противоположные установленным 
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при впадении животных в зимнюю спячку.—понижение числа С1 рецеп
торов. В процессе пробуждения при температуре тела 22° число С1 ре
цепторов в коре больших полушарий и в полосатом теле достоверно сни
жалось. В гиппокампе и среднем мозгу также отмечена тенденция к 
понижению числа С1 рецепторов по мере разогревания животного (таб
лица).

Т аб.игиа
Изменение числа С1 рецептор՜)» я отделах головного 
мозга сусликов при пробуждении (фмоль/мг белка)

Отделы мозга
Температура тела

4 22“ 37

Фронтальная 218.38+6,49 150.08+6,78՛' 171,39+6.07"
кора (15) (8) (Ю)

Гиппокамп 263,51+7.80
(6)

2бо,оо+13.-1։ 
(4)

227,72+19,46
(5)

Средний мозг 212.49±19,86 
(5)

186.97+7.47 
(4)

168,29+15,26 
(5)

Полосатое тело 167.80+19.27
(6)

111.46+11.51*
(4)

166,25+10,02 
(5)

Примечание. *р<0.05. *'р<0,01 по сравнению с данными при 4°. я скобках—ко- 
чичество животных.

Уменьшение числа С1 рецепторов в головном мозгу при выходе 
сусликов из состояния зимней спячки хорошо согласуется с получен
ными нами ранее данными о понижении активности серотониновой си
стемы мозга, усиленном катаболизме серотонина и падении его содержа
ния в мозгу во время пробуждения от спячки [14]. Можно полагать, 
что ослабление эффектов серотонина, проявляющееся в снижении числе 
его С1 рецепторов в ряде отделов мозга, являетсся одним из механиз
мов, обеспечивающих выход животного из состояния зимней спячки. 
Привлекает внимание тот факт, что снижение количества С1 рецепторов 
во время пробуждения наступает очень быстро. Весь период пробужде
ния при перенесении животных в теплое помещение длится около 2 ч 
[11]. до 22° температура тела повышается приблизительно в течение 
1,5 ч. Этого времени оказывается достаточно для уменьшения числа 
рецепторов в коре больших полушарий и в полосатом теле на 25—30%. 
Скорость уменьшения числа рецепторов заставляет предположить, что 
скорее всего при этом происходят именно конформационные изменения, 
в результате которых С1 рецепторы теряют свое высокое сродство к 
серотонину и становятся функционально неактивными.

Таким образом, наступление зимней спячки сопровождается выра
женными изменениями в количестве серотониновых рецепторов головного 
мозга, причем наиболее значительные изменения происходят в числе С1 
рецепторов. Изменение числа С2 рецепторов обнаружено лишь в одной 
фазе цикла бодрствование—зимняя спячка: их количество повышалось 
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непосредственно перед впадением сусликов в спячку, затем снижалось. 
Количество же С • рецепторов менялось на протяжения всех периодов 
этого никла. Увеличение числа CJ рецепторов, отмеченное перед впаде
нием в спячку в гиппокампе и фронтальной коре, во время зимней спяч
ки было обнаружено и в других отделах мозга—полосатом теле и сред
нем мозгу. Пробуждение сопровождалось снижением числа С1 рецепто
ров. Характер обнаруженных нами изменений соответствует представ
лениям о возможной роли серотонина мозга, как фактора, индуцирую
щего состояние зимней спячки [11], и согласуется с предположением 
[2], что ингибирующее влияние серотонина на серотонинзависимые 
формы поведения опосредуются С1 рецепторами. Полученные резуль
таты свидетельствуют, что С1 рецепторы головного мозга являются 
функциональными рецепторами, причем их функции, по-вндимому, отли
чаются от функций С2 рецепторов.

SEROTONIN RECEPTORS OF THE BRAIN DURING 
HIBERNATION

PAK D. F.. KULIKOV Л. V., POPOVA N. K.

institute of Cytology and Genetics, Siberian Division Acad. Sei. 
ot the USSR, Novosibirsk.

Го define the functional role of the serotonin (5-HT) receptors 
the number of the binding sites of 5-HT։ and 5-HT; types in the ac
tive state of ground squirrel and during the hibernation was determi
ned. The number of the 5-HT։ receptors was increased in the frontal 
cortex and in the hippocampus just before the hibernation and was 
considerably higher in the frontal cortex, midbrain, hippocampus and 
striatum of the hibernating animals than in the same areas the active 
ones. The number of the 5-HT] receptors decreased quickly after arou
sal in all structures of the brain studied. The number of the 5-HT- re
ceptors increased before the beginning of hibernation, being on the 
normal level during the hibernation and arousal. It was concluded (hat 
the 5-HT] receptors are involved in the mechanism of natural hiberna
tion and that their role differs from that of the 5-HT. receptors.
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НЕИРОХИГ'ПИЯ
т. 6, Л» 2, 1987

УДК 612.822.1

ВЛИЯНИЕ КАРДИОАКТИВНЫХ НЕЙРОГОРМОНОВ «Г» И «К» 
НА ВЫСВОБОЖДЕНИЕ И ЗАХВАТ [3Н]НОРАДРЕНАЛИНА

В СИН АПТОСОМ АХ ГИПОТАЛАМУСА

АРМЕНЯН А. Р., АРАКЕЛЯН Л. Н„ СРАПИОНЯН Р. М„ 
КАРАПЕТЯН Р. О.. СААКЯН Ф. М„ СААКЯН С. А.. ГАЛОЯН А. А.

’Институт биохимии АН АрмССР. Ереван

Изучено влияние нейрогормонов Г и «К ՝ на К -вызванное высвобождение и 
захват [3Н] норадреналина ((3Н]НА) в гипоталамических сияаптосомах мозга крыс. 
Нейрогормон «Г» (нГ) з концентрации 25 мЕ/мл. добавленный одновременно с К+. 
подавлял К + -вызванное высвобождение [3Н]ЫА, тогда как в концентрации 
50 мЕ/мл—стимулировал этот процесс. Когда нГ в концентрации 50 мЕ/мл добав

ляли к су перфузионной среде до стимуляции сикаптосом. а затем вместе с К + » то 
усиления вызванного высвобождения [3Н]НА больше не наблюдалось. В присутствии 
нГ в концентрациях 5 и 100 мЕ/мл вызванное высвобождение [3Н]НА не изменя
лось. Б концентрациях 20 и 50 мЕ/мл нГ увеличивал специфический захват pH]НА 
синаптоссмами. Нейрогормон К՛ (нК) в концентрации 0.05 Бд’.мл стимулировал 
К+.вызванное высвобождение [3Н]НА. В присутствии нК (0.01—0.1 Бд/мл) захват 
РН]НА еннаптосомамк нс । 
участии нГ и нК в процессе 
таламической области мозга.

изменялся. Полученные результаты говорят о возможном 
! пресинаптической регуляции высвобон:дсния НА в гипо-

Установлено, что в нейросекреторных гранулах магноцеллюлярных 
ядер гипоталамуса ряда животных вырабатываются пептидные нейро
гормоны, оказывающие регулирующее влияние на сердечную деятель
ность. Условно их назвали нейрогормоны «Г», «К» и «С» [1, 2]- 
Выяснено, что эти вещества, поступая из мозга в общую циркуляцию, 
связываются с у-глобулннами сыворотки крови и транспортируются к 
сердцу [3]. Далее из гипоталамуса и нейрогипофиза ряда животных вы 
Делены коронароактивные белки—предшественники и носители н . и \ 
к нС [4]. Изучение субклеточного распределения этих неироспецифи 
ческих белков выявило их локализацию в нейросекреторных гранулах и 
сииаптосомах гипоталамуса и коры .мозга [5]. Из этих нейро
гормонов наиболее подробно изучен нС. который оказался актив
ным регулятором различных метаболических процессов в мозгу и вис- 
Церальных органах [6]. В настоящее время нГ и нК сравнительно мало

■биологическая доза
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изучены. Выявлено, что нГ. подобно нС. ингибирует активность фосфо
диэстеразы (ФДЭ) сАМР в мозгу и увеличивает фосфорилазную ак
тивность в мозгу, скелетной мышце и почках. В отношении нК дока
зано, что он не действует на ФДЭ сАМР [7].

Синаптосомная локализация нейрогормонов предполагает их уча
стие в синаптических процессах, в частности, в регуляции обмена нейро
медиаторов. Исходя из этого, в настоящей работе мы изучали влияние 
нГ и нК на захват и К+ -вызванное высвобождение [3И] НА в гипота
ламических сикаптосомах.

Материалы и методы

Нервные окончания из гипоталамической области мозга крыс, вы
деленные по методу На]оз [8], инкубировали 10 мин в присутствии 
[3Н]НА (5-Ю՜8 М). Затем синаптосомную суспензию переносили в 
суперфузионные камеры на мембранные миллипоровые фильтры (диа
метр пор 0.65 мкм, тип ДА). Высвобождение [3Н]НА из синаптосом 
изучали суперфузионным методом КаЦеп и соавт. [9]. Скорость супер-

с.с-։

и а а и а »

Рис. 7. Влияние 5 мЕ/мл (а) и 25 мЕ/мл (6) нейрогормона «Г» на К + - 
вызванное высвобождение 3Н-норадреналина из гипоталамических сикап- 
тосом. По оси абсцисс—время суперфузии в мин: по осн ординат—сте
пень высвобождения 3Н-норадреналнна. 1—контроль. 2—нейрогормон Г». 
Средние данные 5—8 опытов; стандартное отклонение вс более 

10%; ’р<0.005

фузии составляла I мл/мин. Степень высвобождения [3Н]НА (I) рас
считывали по отношению радиоактивности суперфузионной среды к ос
тавшейся общей радиоактивности синаптосом. При изучении захвата 
инкубированную суспензию (0.77±0.07 мг белка/мл) в присутствии 
[3Н]НА и нейрогормонов переносили на миллипоровые фильтры ;■ 
промывали. Для вычитания неспецифического захвата проводили па
раллельную инкубацию синаптосом при 0°. Радиоактивность синаптосом 
и среды измеряли после добавления 0.5 мл этанола и 10 мл сцинтилля
ционной жидкости Брея на жидкостном сцинтилляционном счетчике 
■ !п1еПесЬп1'чие БЬ-4221» (Франция). Подробности методики исследова
ний описаны в предыдущей работе [10].
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Использовали Крсбс-бикарбонаткый буфер pH 7.2—7.4 со следующим 
составом (мМ): NaCI —113; KCI — 4,75; КН2РО< ֊ 1,2; MgSO.,-1,2; 
NaHCO3 25; CaCL—2,5; глюкоза —11,5. В буфер добавляли ипразид 
(6,10 4 М), аскорбиновую кислоту (1,1410 3 М) для предотвращения 
распада НА. В К՜1-обогащенной среде (40 мМ) изотоничность среды 
достигалась изомолярным замещением NaCI на КС1.

Использовали [3Н]НА (35 К,։/мМ) фирмы e'Amersham-». Белок опре
деляли по методу Lowry и соавт. [11].

Препараты кардиоактивных нейрогормонов выделены из состава 
низкомолекулярных соединений уксуснокислого экстракта обезжиренной 
гипоталамической ткани. Препараты очищали по разработанной схеме, 
включающей ИОХ на ДЭАЭ-ц, гель-фильтрацию через сефадекс G-25, 
распределительную хроматографию на бумаге FN-11 в системе раство
рителей бута иол-уксусная кислота-вода (4:1:5) и повторную гель-филь
трацию через глицинамиднрованный сефадекс [12].

За единицу активности (Е) нГ принимали количество препарата, 
которое ингибирует 1 миллиединицу ФДЭ С АМР гомогената мозга кры
сы за 1 мин. За одну биологическую дозу нК принимали такое коли
чество препарата, которое увеличивает объем крови, оттекающей из ве
нозных сосудов сердца, на 100%.

Результаты и обсуждение

оямянме нГ на К * -вызванное высвобождение и специфический зах
ват [ //]//,4 в гипоталамических синаптосомах. Гипоталамические синап- 
тосомы, инкубированные в присутствии [3Н]НА. промывали буфером и 
ча 12-ой мин суперфузии добавляли К* -обогащенную среду, при кото
ром выход [3Н]НД лз синаптосом усиливался на 93%. Затем к синап- 
тосомам одновременно с К*՜ добавляли нГ в концентрациях 5. 25, 50 
и 100 мЕ/мл. Результаты исследований показали, что нГ в концентра
ции 5 мЕ/мл не изменяет К -вызванное высвобождение [3Н]НА из 
синаптосом, но после стимуляции при промывании синаптосом буфером 
возвращение высвобождения [3Н]НА к его спонтанному уровню проис
ходит медленно (рис. 1, а). Когда к синаптосомам вместе с К+ добав
ляли и! в концентрации 25 мЕ/мл. вызванное высвобождение [3Н]НАиз 
синаптосом значительно подавлялось и составляло 47% (рис. 1. 6).

Дальнейшее увеличение концентрации нГ в 2 раза (50 мЕ/мл) при
вело к обратному эффекту—усилению К' -вызванного высвобождения 
I Н]НА. Примечательно, что при промывании синаптосом буфером 
после стимуляции в присутствии 50 мЕ/мл нГ высвобождение [41] НА 
113 синаптосом вновь усиливалось, достигая уровня максимального уси
ления (рис. 2. а. 2). В следующей серии опытов, когда нГ в концентра
ции 50 мЕ/мл добавляли до стимуляции синаптосом. а затем со сти
муляцией, спонтанное высвобождение [3Н]НА не изменялось, но уси
ления К +-вызванного высвобождения больше не наблюдалось 
'рис. 2. я, 3)
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Большие концентрации нГ (100 мЕ/мл) не вызывали статистически 
достоверных изменений К4՜ -вызванного высвобождения [3Н]НА из 
синаптосом (рис. 2. б).

Рис. 2. Влияние 3') мЕ/мл (а) и 100 мЕ/мл (б) нейрогормона «Г» на 
К +-вызванное высвобожден։։ • 3Н-иорадреналина из гипоталамических ин- 
наптосом. /—контроль. 2—нейрогормон -Г добавлен вместе с К ■ -. 3— 
нейрогормон Г՛ добавлен до и вместе с К " • Средние данные 4—7 опы
тов; стандартное отклонение нс более 10%; Обозначении те же, что и :<а 

рис. I; *лр<0,01

При изучении влияния нГ на специфический захват [3Н]НА гипо
таламическими синаптосомами применяли его в концентрациях 5: 10: 
20: 50 и 100 мЕ/мл. Как видно из таблицы, захват [3Н]НА в присут
ствии нГ увеличивается, однако статистически достоверное увеличение 
наблюдалось при применении 20 и 50 мЕ/мл нГ. что составляло 39 и 
37% соответственно.

Влияние нК на /< -вызванное высвобождение и специфический зах
ват [3Н]НА в гипоталамических синаптосомах. Стимуляцию гипотала
мических синаптосом. предварительно инкубированных с pH] НА, про
водили в присутствии 0.01: 0,025: 0.05: 0,1 Бд/мл нК. Как показали 
исследования, только в концентрации 0.05 Бд/мл нК стимулировал 
К -вызванное высвобождение [3Н]НА из синаптосом (53%), осталь
ные использованные нами дозы нК не вызывали статистически досто
верных изменений этого процесса (рис. 3).

В вышеупомянутых концентрациях нК не изменял процесса специ
фического захвата [3Н]НА гипоталамическими синаптосомами (табли
ца).

Таким образом, полученные нами результаты указывают на то, 
что нК стимулирует, а нГ. в зависимости от концентрации, подавляет 
или усиливает К4՜-вызванное высвобождение [3Н]НА из гипоталами
ческих синаптосом. Однако не известно, каким механизмом осуществля
ется их действие на высвобождение НА.

Как уже отмечали. нК не действует, а нГ ингибирует активность

196



ФДЭ сАМР в мозгу. Но отсутствуют данные об их действии на актив
ность аденилатциклазы, которые помогли бы в интерпретации получен
ных нами данных. Предполагается, что активация пресинаптических 
сс-адренорецепторов влияет на вызванное деполяризацией высвобождение

Таблица
Влияние нейрогормонов «Г» и «К» на захват [3Н]иорадрсналина (пмоль/мг белка) 

гипоталамическими синаптосомамк

Контроль 1,32+0,18 
(4)

Контроль 1.95+0,17 
(5)

1. 
>

‘ 5

10

20

50

100

мЕ/мл 

мЕ/мл 

мЕ/мл

мЕ мл

мЕ/мл

1,64+0,07
(8) 

1,56+0.07
(6) 

1.84+0,07 
р<0,05

(7) 
1,82+0,07 

р<0»05
(8) 

1.31+0.06
(9)

1 |
сй

ро
го

рм
оп

 "К
"

0,01 Бд/хл

0,025 Бд мл

0.05 Бд .мл

0.1 Бд мл

1,91+0.10
(6)

2,08+0,16 
(5)

1,76+0,14 
(7)

1,70+0,06 
(6)

Примечание. В скобках указано число опытов.

НА посредством ингибирования аденилатциклазной системы, а актива
ция 0-адренорецепторов модулирует этот процесс посредством стимуля
ции аденилатциклазной системы [13—15]. Возможно, что в зависимости 
от концентрации нГ может ингибировать или стимулировать активность 
аденилатциклазы и выступать в роли агониста а- или 0-адрснорецеп-

Рлс. 3. Влияние нейрогормона ■К՝> 
(0,05 Б д/мл) на К * -вызванное высвобож
дение 3Н-норадреиалииа из гипоталамиче
ских синаптьсом; /—контроль, 2—нейро
гормон «К՝>. Средние данные 6—8 опытов; 
стандартное отклонение нс более 10%; 

обозначения тс же, что и на рис. I.

торов. Отсутствие стимулирующего действия 50 мЕ/мл нГ при его дли- 
с К по всей вероятности, можнотельном применении (до и вместе

Объяснить увеличением его концентраций в норадренергических оконча
ниях. а большие дозы нГ. как было показано, не оказывают действия 
на К -вызванное высвобождение [3Н]НА (рис. 3).

Наши исследования показали, что нК не влияет, а и Г в концен-
™ г-, ----- РН]НА гипоталамическими трации 20 и эО мЕ/мл увеличивает захват I 1 • оазно- 

синаптосомамн. несмотря на то, что эти концентрации оказыв



направленное действие на вызванное высвобождение [։Н]НА. Получен
ные результаты свидетельствуют об участии исследуемых нейрогормо
нов в пресинаптической регуляции высвобождения НА в. гипоталамусе.

EFFECT OF CARDIOACTIVE NEUROHORMONFS ,G“ AND 
„К* ON THE RELEASE AND UPTAKE OF -H-NORADRENALINE 

IN HYPOTHALAMIC SYNAPTOSOMES

ARMENIAN A. R.. ARAKELIAN L. N., SRAPIONIAN R. M.. KARAPETIAN R. H., 
SAHAKIAN F. M.. SAHAKIAN S. A.. GALOYAN A- A.
Institute of Biochemistry. ArmSSR Acad. Sei., Yerevan

Effect of neurohormones ,,G“ and „К" on the K+-evoked release 
and uptake of 3H-noradrenallne (’H-NA) in rat hypothalamic synapto- 
somes has been studied. In the presence of 25 I.'Umi of neurohormone 
„G“ (added during stimulation) the K~-evoked (40 mM) release of ’H- 
NA from synaptosomes reduced, being enhanced by 50 I./Umi of neuro
hormone _G“. The activatory effect of neurohormone ,0՜ was not ob
served when it is added before and during stimulation of synaptosomes. 
In the presence of 5 and 100 I. Umi of neurohormone _G“ the K‘ -cvo- 
ked release of ’H-NA was not altered. Neurohormone ,,G“ (20 and 
50 I.U ml) enhanced the uptake of ’H-NA by synaptosomes. Neurohor
mone ,,K“ (0.5 biol. dose/ml) increased K+-evoked release of ’H-NA, 
but in 0,01—0,1 biol. dose ml it exerted no effect on the uptake of 
’H-NA. Data obtained indicate that neurohormones may be involved in 
the presynaptic regulation of NA release in hypothalamus.
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О НЕКОТОРЫХ МЕХАНИЗМАХ ДЕЙСТВИЯ 
НЕЙРОПЕПТИДОВ И ИХ АНАЛОГОВ НА ПРОЦЕССЫ 

ОБУЧЕНИЯ И ПАМЯТИ

КРУГЛИКОВ Р. 1!.. ДИШ Т. Н.. КОШТОЯНЦ О. X.. 
МАРКАРОВА М. Ю.. ПУЗЫРЕВА Т. Г.

Институт высшгй нерьной д. г.тсльи. сти я нейрофизиологии АН СССР. Москва

Ня «;?о к* системного нведения нейрспептндов различных семейств изучали холи- 
I с- г. лдрснореактианогть нейронов сенсомоторной коры и проницаемость ГЭБ для 
флуср! .-ценна натрия.

Было выявлено перераспределение доли клеток. реагирующих активирующейся, 
термозяирйея и ареактивной формами реакций на подводимые к ним АХ и норадр-• 
; глнн на фоне применения различных вейропеятидов. что позволяет, в определен
ной мере, полагать, что неодинаковое влияние на процесс обучения и памяти обуслов- 
•.ено особенностями их действия на хемореактнвныс свойства мембран церебральных 
нейронов.

Изучение состояния ГЭБ на фоне действия нейропептидов показало, что защит* 
। .«я функция ГЭБ остается довольно устойчивой под действием нейропептидов. тогда 

д г.-.-и. ги.тсгематичсскис рырь: претерпевают определенное изменение.

Многочисленные факты участия нейропептидов (НП) в процессах 
обучения и памяти выдвигают вопрос о механизмах этого явления. Нап
равления поисков ответов на него вытекают из принципа взаимодействия 
химических субстратов, участвующих в обеспечении интегративной дея
тельности головного мозга. Одно из таких направлений состоит в ис
следовании роли «классических» нейромедиаторов и информационных 
макромолекул—нуклеиновых кислот и белков—в механизмах влияния 
НП на обучение и память. К настоящему времени получены՜ убедитель
ные доказательства зависимости поведенческих эффектов НП от со
стояния моноаминергических систем мозга [1--- >]. Имеются указания
и о влиянии НП на нейромедиаторные системы [4—7]. Поскольку та
кое влияние может играть существенную роль в механизмах участия 
НП в интегративной деятельности мозга, его целенаправленное изуче
ние вызывает большой интерес. Функциональное же состояние нейро
медиаторных систем определяется не только соотношением синтеза, 
секреции и инактивации нейромедиаторов, но и состоянием соответ-
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ствующего рецепторного аппарата. Поэтому целесообразны исследова
ния системных введении различных НП на чувствительность церебраль
ных нейронов к «классическим» нейромедиаторам.

Для понимания центральных эффектов системно сводимых НП 
чрезвычайно существенно учитывать состояние гистогематических барье
ров в целом и ГЭБ в особенности. В соответствии «: этим задача на
стоящей работы состояла в исследовании влияния системного введения 
различных НП на чувствительность нейронов сенсомоторной коры 
крыс к АХ и норадреналину (НА) и на функциональное состояние 
гистогематических барьеров и ГЭБ.

Материалы и методы

Опыты по исследованию НП на хеморсактивные свойства нейронов 
проводили на беспородных белых крысах массой до 250 г. обездвижен
ных а-тубокурарином. К черепу крепили миниатюрный микроманипуля
тор с помощью протакрила. 3-ствольный структурированный микро
электрод погружали на уровень IV—VI слоев коры больших полушарий. 
Стволы электрода заполняли 3 М раствором МаС1 (регистрирующий 
электрод), 2 М раствором АХ (pH 4) и 0.2 М раствором битартрата 
НА. Подведение АХ и НА к нейронам осуществляли током фореза 
при 10—40 нА в течение 30 с: сдерживающий ток нс превышал 4— 
5 нА. Импульсную активность исследуемых нейронов регистрировали в 
течение 1,5 мин перед подведением АХ и НА, во время их подведения 
(30 с) и в течение 2 мин после подведения. Для анализа использовали 
60-секундныс интервалы записи импульсной активности до и после 
микроионофореза нейромедиаторов. Критерием реакций нейронов на 
ионофоретическое подведение АХ и НА служило изменение частоты 
I мпульсации нейронов не менее чем на 20%. Три исследуемых пепти- 
**—Дес-глиниларгининвазопрессин (ДГ-АВП). циклический аналог энке
фалина (ЦАЭ) и представитель экзорфинов—казоморфин—вводили 
подкожно из расчета 10 мкг на крысу, а четвертый—даларгин—5 мкг. 
Определение хеморсактивных свойств нейронов начиналось через 5 мин 
после введения пептида и продолжалось до 3 ч.

Флуоресцеин натрия в ткани мозга и в крови крыс определяли по 
методу Утевской [8]. Животным за 10 мин до декапитации внутрибрю
шинно вводили 25 мг/кг (5 мг в1 мл НгО) флуоресцеина натрия. Ткань 
мозга гомогенизировали с 96° спиртом 15 мин, затем центрифугирова
ли. Критерием проницаемости служило процентное отношение концен
трации красителя в вытяжке из ткани мозга к его концентрации в спир
товом экстракте сыворотки одновременно взятой крови. Анализ экстра
гируемого из мозга и крови красителя проводили в камере для опре
деления флуоресцирующих веществ, предложенной Владимировым и 
Литвиновым, которая позволяет измерить содержание флуоресцирующих 
веществ в биологических жидкостях с точностью до 0.1 мкг.
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Результаты и обсуждение

Было установлено, что влияние НП на нейромедиаторные системы 
головного мозга может осуществляться путем изменения хемореактив
ных свойств мембран церебральных нейронов. Так. при системном вве
дении ряда НП—ДГ-АВП. ЦАЭ. даларгииа и казоморфина наступали 
выраженные изменения хемореактивных свойств мембран церебральных 
нейронов, проявлявшиеся з изменениях соотношений возбуждавшихся, тор
мозившихся и ареактивых нейронов при микроионофоретическом подве
дении АХ и НА.

Таблиуа 1 
Влил;.иг си.-тсмкого в сед синя де՛; глициларгн.чинпазспрессича. циклического аналога 

анхефалина. даларгииа и казоморфина ла чувствительность нейронов 
ггнсомстори.й корь։ к микронсиофсретическсму подведению норадреналина 
(ПА) и ацетилхолина (АХ) (относительно? количество активирующихся, 

ареахтивякх и тормозящихся нейронов, в %)

/7/>:/.’.ччон«с. одесь и в табл. 2 в скобках указано количество опытов ”р < 0.05 
т:с сравнению с контролем.

Ме- р.ахцич нейронов 
>.а подводимый 
нейромедиатор

•Норма 
(!И)

ДГ-АВП ЦАЭ Даларгин Казоморфии
тор (63) (47) (29) (25)

активация 424-5 52+7 57+7 55+9 40+10
АХ отсутствие репки»’.։։ 24+4 21+5 34+7 17+7 52+1С*

торможение. 34 712*1 27+6 9+4’ 28+8 8+6*

НА
активация
отсутствие реакции

41+5
22+4

25+6*
35+6

49±7
34+7

34+9
21+8

20+8*
65+10*

торможс>и:*.՛ 37+5 40+6 17+6' 45+9 15+8*

При анализе полученных данных (табл. 1) обращает на себя вни
мание ряд фактов. Это прежде всего изменение хемореактивных свойств 
мембран церебральных нейронов при системном введении НП. Низкая 
проницаемость ГЭБ для НП [9—12] выдвигает вопрос о природе как 
описанного, так и других центральных эффектов НП. К его обсуждению 
мы вернемся ниже, здесь же важно подчеркнуть, что вызываемые НП 
изменения чувствительности кортикальных нейронов к нейромедиаторам, 
наряду с другими механизмами, могут лежать в основе изменений про
цессов обучения и памяти. Обращает на себя внимание разница в эф
фектах различных НП. Как видно из данных табл. 1. одни НП 
(ДГ-АВП и ЦАЭ) оказывали выраженное влияние как на холино-. 
так >( адреночувствительность кортикальных нейронов, у других НП 
(даларгин) это влияние было выражено значительно слабее. Помимо 
этого, разные НП неодинаково изменяли холнно- и адренореактивные 
свойства нейронов. Так, под влиянием ДГ-АВП имело место увеличе
ние доли клеток, реагировавших на подведение АХ повышением часто
ты импульсации, тогда как при подведении НА наблюдали снижение 
доли возбуждавшихся клеток и увеличение доли ареактнвных нейроноз. 
Возможно, что различия влияния разных НП на обучение и память 
в значительной мере обусловлены неоднозначностью их эффектов нч хе-
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мореактивные свойства церебральных нейронов. Вызываемая НП пе
рестройка рецепторного аппарата нейронов, очевидно, связана с изме
нениями белкового метаболизма. И действительно, как показал:» ранее 
проведенные исследования, под влиянием Ме‘- и Беи-энкефалина ւ: 
ДГ-АВП изменяется синтез белка в ряде церебральных структур. В 
специальной серии экспериментов с использованием методики цнтоин- 
терферометрия обнаружены достоверные изменения содержания белков в 
нейронах двигательной коры и гиппокампа. Направленность сдвигов 
содержания белков в нейронах зависела от времени: увеличение содер
жания белков, через 10 мин после введения ЦАЭ. через 40 мин сменя
лось снижением их содержания [13].

Под влиянием другого НП—ДГ-АВП. который вводили в дозе 
10 мкг на крысу, содержание и синтез РНК в гиппокампе и неокор- 
тексе возрастали. Этот эффект был более выражен при функциональной 
нагрузке (обучение). Одновременно наблюдали количественные изме
нения фракционного состава ядерных белков. обнаруженные с по
мощью электрофореза. Это означает, что под влиянием ДГ-АВП акти
вировался генетический аппарат клеточных элементов мозга [14].

Одной из острейших и пока наименее исследованных проблем в ме
ханизмах центрального действия НП является выраженность их цент
ральных эффектов с очень низкой проницаемостью ГЭБ для НП. По 
некоторым данным [5], через ГЭБ проникают доли процента от коли
чества системно введенных НП. В этих условиях объяснение очевидны՝ 
центральных эффектов оказывается весьма затруднительным. Иногда 
для этого привлекаются достаточно произвольно предположения о на
личии «нейронов-мишеней», о каскадах, усиливающих биохимические 
реакции и т. д. Между тем. в центральных эффектах системно вводи
мых НП существенную роль могут играть два реальных механизма. 
Первый из них состоит в том, что процессы обучения и памяти могут 
регулироваться событиями на периферии. Так. например, изменения со
держания адреналина а крови критически влияют на фиксацию времен
ных связей [13]. Вполне вероятно, что. даже не проникая в мозг. НП 
могут модулировать процессы обучения и памяти за счет перифериче
ских эффектов. Второй вероятный механизм состоит в изменениях про
ницаемости гистогематических барьеров, в том числе ГЭБ. под влия
нием системного введения НП. Не проникая в мозг или проникая з 
него в ничтожных количествах. НГ1 изменяют проницаемость барьера 
и тем самым могут способствовать или препятствовать проникновению 
в мозг и в ткани периферических органов различных веществ, влияю
щих на процессы обучения и памяти. По данным ЕгтЬсЙ и соавт. [16]. 
под влиянием лизин-вазопресснна повышается проницаемость ГЭБ для 
ряда веществ, в том числе оротовой кислоты, что может способствовать 
процессу консолидации памяти. В свете этих данных представляется 
вполне вероятным, что приписываемое вазопрессину благотворное влия
ние на процесс консолидации в действительности обусловлено оротовой 
кислотой, проникающей из крови в мозг.
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На основе изложенных выше соображений мы исследовали влияние 
различных НП и их аналогов на защитную функцию ГЭБ. кото
рую оценивали с помощью нейтрального индикатора — флуорес
цеина натрия. В специальной серии экспериментов перед опре
делением проницаемости ГЭБ проводилась перфузия мозга физиологи
ческим раствором. Данные этой серии экспериментов по направленности 
наблюдавшихся сдвигов носили такой же характер, как и в эксперимен
тах без перфузии мозга. Результаты этих экспериментов приведены в

Тсб.щрз 2
Влияние пептидов на проницаемость ГЭБ для флуоресцеина натрия

Группы животных
Головкой м.о?г Сыворотка крови Соотношение 

мозг кровь 
(в%)содержапне 

краски 
(в мкг мт ткани] 1 м

содержание 
краски 

(в мкг мг ткани]

Контроль (13) 2.21+0.13 100 135.57+8,77 КО 1.63+0,15
ДГ-ПОВП’ (11) 1.85+0.11՛ 53.71’ 116.o-.tIO.64 85.63 !.59тО.П
Контроль (9) 2.2-+0.21 100 2'0.79+51.41 100 1.01+՛1,13
ИОС- 1860 (10) 2.-12+0.09 108.52 16-5.4-1-27 Л7 75,37 1.45+0.25
Контроль (7) 1.95+0 14 ПИ) 159.IH-16.38 ню I 22+0-14
Г.-эндорфин (7) 1.67+0,27 85.64 126,3’֊Ь14.4О 79.29 1,32+0.12
Контроль (9) ■I .11+0.15 юо 96 д8т 7.54 ։оо 1.45+0.10
АКТГ| 7 (1-1) 1.56+0 05 110.6-1 10'*.5։Н֊7.20 110 16 1,1-.+о,п
Контроль (8< 2.27+0.21 100 160.57 +19.4 100 1. 11+0.11
Даларгин (10) 2.24±0,С9 '8.67 1:8.38+12.43 •. 8.0՛։ 1.41+0.14

П римсчанис. Д^С’(9«глиния)-п-фекилала»:к::-б-ор։-И1Ин/газопрс  :ги ..
указано количества о::ъ:тсп.

табл. 2. Опи свидетельствуют о более выраженном влиянии НП на 
периферические гистогематические барьеры, чем на собственно ГЭБ. 
Такой факт сам по себе достаточно примечателен, так как свидетель
ствует о сравнительно высокой устойчивости защитной функции ГЭБ. 
Это дает основание предположить, что известное отрицательное влия
ние некоторых НП на обучение и память в основном обусловлено не 
проникновением в мозг под их влиянием чужеродных или вредных ве
ществ, а участием иных механизмов, в тем числе периферических эф
фектов НП [15]. В пользу этого вывода в определенной мере свиде
тельствуют данные о повышении проницаемости периферически.՝: гисто- 
гематических барьеров, что выражается в снижении концентрации ин
дикатора в крови, обусловленном, очевидно, переходом его из кровяного 
русла в ткани и органы. Как следует из данных, приведенных в таб\. 2, 
под влиянием ряда НП и их аналогов содержание индикатора в крови 
снижалось на 15—25%. Вместе с тем, сопоставление изменений содер
жания индикатора в крови и мозгу (по соотношению мозг/кровь) не 
дает оснований для заключения о существенном снижении проницаемо
сти ГЭБ. Напротив, тенденция к возрастанию этого соотношения при 
воздействии некоторых аналогов НП может указывать даже на опре
деленное снижение защитной функции ГЭБ. Отсюда следует. что в слож-
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ном комплексном эффекте НП определенное место могут занимать вы
зываемые НП изменения защитной (а возможно, и регуляторной) функ
ции ГЭБ и периферических гнстогематических барьеров. Одним из ча
стичных подтверждений справедливости этого положения могут служить 
данные о влиянии даларгина на обучение, память и защитную функ
цию ГЭБ. В специальной серии экспериментов было обнаруже
но, что ннтраперитониальное введение крысам 10 мкг даларги
на перед выработкой рефлекса двустороннего избегания прак
тически не влияло на его выработку и сохранение. Б то же время под 
влиянием этого аналога НП защитная функция ГЭБ изменялась лишь 
незначительно. По-видимому, такое совпадение не случайно, а является 
выражением функционирования одного из важных механизмов биологи
ческого действия НП.

Приведенные данные, наряду с литературными. свидетельствуют 
о необходимости первоочередного целенаправленного исследования роли 
гнстогематических барьеров в механизмах центрального действия НП. 
Раскрытие этой роли будет способствовать выяснению одного из важ
нейших нейрохимических аспектов, лежащих з основе обучения и памяти.

EFFECT OF NEUROPEPTIDES AND THEIR ANALOGS ON THE 
CHEMOREACT1VE PROPERTIES OF CORTICAL NEURONS 

AND ON THE HISTOHEMATIC BARRIERS

KRUGLIKOV R. |_. DiSH T. N.. KOSHTOYANTS O. Kh.. MARKAROVA M. Yu . 
PUZYREVA T. G.

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, USSR 
Acad. Med. Sci.. Moscow.

On the background of systemic injection of neuropeptides of dif
ferent families» cholino- and adrenoreactivity of the sensomotor neurons 
and permeability of the blood-brain barrier (BBB) to Na-fluorescein 
have been studied. Redistribution was revealed of the part reacting by 
activating, inhibitory and areactive form of reaction to applied acetyl
choline (ACh) and noradrenaline (NA) against the background of diffe
rent neuropeptides, this allows, to a certain extent, , to consider, that 
different effects of various neuropeptides on the process of learning 
and memory «are determined by their different actions on chcmoreactive 
properties of cerebral neurons’ membranes.

Study of the effect of neuropeptides on BBB showed՛ that protec
tive function of BBB remained rather stable, while other histo-hematic 
barriers underwent a certain change. Data obtained allow to conclude 
that negative effect of the administered neuropeptides on learning and 
memo-y is basically determined not by the penetration in the brain of 
a number of bi< logically active substances under the influence of these 
neuropeptides, but by other mechanisms, including peripheral effects 
of neuropeptides.
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НЕИРЕ1Х1ХГ11ХЛ
т. 6, №• 2, 1987

УДК 577.311.042.54-577.152.311.042.2

О ПРИРОДНЫХ ИНГИБИТОРАХ И АКТИВАТОРАХ 
ФОСФОДИЭСТЕРАЗ ЦИКЛИЧЕСКИХ НУКЛЕОТИДОВ 
ИЗ ГИПОТАЛАМУСА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

САРИБЕКЯН Г. А.. КИРАКОСОВА А. С.. ГАЛФАЯН В. Т.. ГАЛОЯН А. А.

Институт биохимии АН АрмССР. Ереван

Из гипоталамуса крупного рогатого скота выделен фактор, оказывающий ингиби
рующее влияние на Са2 + -кальмодулинчувствитсльную и Со2 '-кальмодулиннсчувстви- 
тсльиую формы фосфодиэстераз (ФДЭ) циклических нуклеотидов.

Ингибитор является низкомолекулярным тсрмостабнльпым пептидом.
Приведены также данные по выделению кальмодулина (КМ) из гипоталамуса 

крупного рогатого скота с описанием его электрофоретической подвижности, величины 
М, и способности активировать ФДЭ циклических нуклеотидов

Гормоны, циклические нуклеотиды и ионы кальция являются тремя 
наиболее важными мессенджерами в клеточной регуляции млекопитаю
щих [1].

Роль системы циклических нуклеотидов в механизме регуляции 
клеточных функций общеизвестна. Ферментом, осуществляющим распад 
внутриклеточного мессенджера—сАМР, является ФДЭ циклических нук
леотидов. Существуют множественные формы ФДЭ в различных тканях 
[2, 3]. Ранее нами описаны такие множественные формы ФДЭ в ги
поталамусе [4, 5].

Внутриклеточные регуляторы белковой природы занимают особое 
место в этой регуляции. К ним относится в первую очередь КМ—муль- 
тифункциональкый Са։ ' -зависимый модуляторный белок [6, 7]. КМ 
обнаружен в большинстве тканей млекопитающих, включая различные 
отделы мозга [8. 9].

Учитывая важную роль КМ в регуляции активности ФДЭ и це
лого ряда других ферментов, в данной работе приводится выделение 
этого белка из гипоталамуса крупного рогатого скота и более подробное 
описание некоторых его свойств.

Важная роль в регуляции активности ФДЭ принадлежит также 
внутриклеточным белковым ингибиторам этого фермента. В настоящее 
время выделены и изучены как высокомолекулярные ингибиторы иэ 
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мозга, сердца и сетчатки глаза [10. 11], так и небольшие пептиды из 
гипоталамуса и мозга [12. 13].

Идентификация и исследование свойств таких низкомолекулярных 
соединений из НС. способных регулировать активность ФДЭ, изучены 
недостаточно полно и представляют значительный интерес, в особенно
сти в связи с той ролью, которая придается в настоящее время ФДЭ 
в поддержании внутриклеточного уровня циклических нуклеотидов.

Ранее нами было установлено наличие в гипоталамусе крупного ро
гатого скота фактора, ингибирующего активность ФДЭ мозга [14. 15]. 
В настоящей работе приводятся данные, характеризующие природу и 
некоторые свойства этого ингибитора.

Материалы и методы

Гипоталамус и цельный мозг крупного рогатого скота получали 
сразу после забоя животных и хранили при —20".

ФДЭ, лишенная КМ. была получена по методу Watterson и 
соавт. [16]. Активность ФДЭ циклических нуклеотидов определяли по 
количеству гндролизованного [8-3Н]сАМР в процессе его инкубации с 
ферментом [17].

Реакционная смесь в объеме 10 мкл содержала следующие компо
ненты в мМ: трис-HCl буфер (pH 7.5)—100, MgCfe—3. CaCI?—1.5. 
сАМР—0,5, 5'-АМР —2. а также [3Н]сАМР—0,2 мкКи и соответ
ствующее количество фермента и КМ. В ряде опытов СаС-Ь отсутствовал.

Реакцию начинали добавлением ФДЭ. Инкубацию вели при 30" в 
течение 20 мин. Реакцию останавливали кипячением проб в водяной 
бане в течение 3 мин. затем их охлаждали до комнатной температуры, 
центрифугировали при 3000g 15 мин. Для разделения продуктов реак
ции 3 мкл супернатанта подвергали тонкослойной хроматографии на 
пластинах «Silufol UV.254» в системе н-бутанол—ацетон—аммиак (8:2:1). 
Пятна на хроматограмме идентифицировали с помощью свидетелей в 
ультрафиолете, фиксировали специальным клеем. приготовленным на 
основе ацетилцеллюлозы. Соответствующие участки вырезали и поме
щали в сцинтилляционные кюветы с толуольным сцинтиллятором, содер
жащим 4 г РРО и 200 мкг РОРОР на 1 л толуола. Радиоактивность 
подсчитывали в жидкостном сцинтилляционном спектрометре марки 
«Intertechnique SL-ЗО» (Франция).

Электрофорез в ПААГ (7%) проводили по методу Davis [18] в 
щелочном буфере, pH 8,9 в течение 3 ч при силе тока 3 мА на трубку. 
Гели окрашивали 1%-ным раствором амидо-черного 10 В в 7%-ной 
уксусной кислоте в течение 20 мии и отмывали до обесцвечивания фона. 
Определение оптической плотности проводили на фотометре «Uvicord» 
(«LKB», Швеция), при 280 нм. Белок определяли по методу Lowry, 
используя в качестве стандарта бычий сывороточный альбумин [19].

КМ из гипоталамуса и цельного мозга крупного рогатого скота по
лучали методом Burges и соавт. [20]. Все стадии очистки проводили
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при ч и включали~~фракционированис (T^FlTJJS0«. ЙОХ и гель-филь- 
грацию. КМ-содержащие фракции идентифицировали электрофорезом в 
ПААГ по способности активировать КМ-чувствительную форму ФДЭ.

В работе были использованы следующие реактивы: ДЭАЭ-сефадекс 
А-50 и сефадекс G-25 (-г Pharmacia-», Швеция), этилендиаминтетраук- 
сусная кислота и 3',5'-сАМР (<rSigma.J> США), трис («rKochlight* Ан
глия), реактивы для электрофореза ПААГ («rReana’.», Венгрия), [8-'Н]- 
сАМР (rNew England Nuclear-», США), склуфоловые пластины UV-254 
(<rKavalierJ>, ЧССР), остальные реактивы отечественного производства.

Результаты и обсуждение

КМ, выделенный из гипоталамуса крупного рогатого скота, был под
вергнут гель-фильтрации после предварительного фракционирования 
(КтНц)25О4, кислотного осаждения и ИОХ (ряс. 1). Фракции (91—98). 
содержащие КМ и активировавшие ФДЭ. объединяли, подвергали диа
лизу против бидистнллирозанной воды и лиофилизировали. Аналогичным 
образом получали КМ из цельного мозга.

Оба КМ—из гипоталамуса и цельного мозга—примерно одинаково 
активируют ФДЭ. лишенную КМ (рис. 2).

Рис. 1. Хроматография кальмодулина гипоталамуса на колонке с сефадек
сом С-100 (2X90 см), уравновешенной 10 мМ трис-11С1 буфером, 7,5. 
содержащим 1 мМ ЭДТА. 1 мМ 2-мсркаптоэтанол, 0.1 МаС1. Фрак
ции в объеме 5 мл элюировали тем же буфером. Скорость элюции 
10 мл/ч. По оси ординат—фракции, содержащие кальмодулин и акти 

пирующие ФДЭ, лишенную кальмодулина
Рис. 2. Активность ФДЭ в присутствии различных препаратов кальмо
дулина: 7—контроль. 2—кальмодулин из гипоталамуса, 3—кальмодулин из 

цельного мозга. 4—коммерческий препарат кальмодулина

Следует отметить, что для определения активирующего- эффекта՛ 
КМ необходимо использовать свежсвыделениые препараты ФДЭ. По 
мере хранения препаратов фермента их чувствительность к активации. 
КМ-ом терялась, хотя ферментативная активность самого препарата 
даже увеличивалась. По-виднмому, это объясняется протеолизом фер
мента; так, известно, что обработка трипсином повышает активность- 
ФДЭ.
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При сопоставлении свойств КМ из гипоталамуса с КМ цельного- 
мозга видно, что оба обладают сходной электрофоретической подвиж
ностью в ПА АГ (рис. 3).

Величину М, гипоталамического КМ определяли двумя методами: 
по миграции в ПААГ при сопоставлении с белковыми стандартами 
известной величины М г : коммерческим препаратом КМ мозга и гель
фильтрацией на колонке с сефадексом 0-100 (2X60 см), используя 
маркерные белки (альбумин быка—67 кД. ингибитор трипсина из сои— 
21.5 кД и цитохром С—12.4 кД). Величина М. гипоталамического КМ 
оказалась равной 20 кД (рис. 4).

Рис. 3. Электрофорез кальмодулин?, гипоталамуса крупного рогатого скип 
в ПААГ: о—-кальмодулин цельного мозга; б—кальмодулин гипоталамуса; 

ч—исходный экстракт гипоталамуса
Рис. 4. Определение величины Мг кальмодулина гипоталамуса крупного 
рогатого скота гель-фильтрацией на сефадексе 0-100. Стрелкой обозначен 
кальмодулин гипоталамуса; маркерные белки: /—цитохром С (12.4 кД), 
2—ингибитор трипсина из сои (21,5 кД), 3—бычий сывороточный аль
бумин (67 кД). По оси абсцисс-—объем удержания, мл: по осн ординат—-Мг

Таким образом, можно полагать, что белок, выделенный из гипота
ламуса быка, является КМ: во-первых, по его электрофоретической под
вижности на ПААГ, сопоставимой с таковой КМ мозга, выделенного 
нами, и коммерческим препаратом, во-вторых, по величине ЛАГ и, 
в-третьих, по способности активировать ФДЭ, лишенную КМ.

Представленные данные согласуются с приведенными в литературе, 
полученными при выделении КМ из других источников, что указывает 
на консервативность его структуры [21]. В целом, наличие КМ в раз
личных отделах мозга и, в частности, в гипоталамусе свидетельствует о
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•его важном роли в промессах нейроэндокринной регуляции функций 
организма.

Для выделения ингибитора ФДЭ ткань гипоталамуса была промыта 
в 0,9%-ном NaCl при 4°, разрезана на кусочки и гомогенизирована 
5 мин в 1 М HCI (7 мл/г сырого веса ткани). Гомогенат экстрагирова
ли в 5 объемах хлороформ-метанола (2:1) в течение ночи при —10. 
экстракт центрифугировали при 600 g 30 мин при 4Э и отделяли 
верхнюю фазу, которую упаривали до небольшого объема на ротацион
ном испарителе при комнатной температуре.

Осветленный центрифугированием экстракт фильтре за ՝ и чезез 
Diallo мембрану РМ 10 и подвергали хроматографии на колонке 
(2X90 см) с сефадексом G-25, уравновешенной 0.9%-ным NaCI. Элюи
ровали фракции тем же раствором и испытывали на ФДЭ активность.

Рис. 5. Хроматография ингибитора из ги:։зтала.му:з (а), цельного мс■■ ■» 
крыс (6) и крупного рогатого скота (в) ’֊а колонке с сефадексом С-25 
(2X90 см), уравновешенной 0,9%-ным ХаС!. Фракции были элюированы 
тем же раствором при скорости тока 33 мл/ч. Объем каждой фракции 
11 мл. Испытывалось действие аликвот (3 мкл) каждон фракции на ак
тивность ФДЭ. лишенной кальмодулина: пеглэжеинс при 280 нм:

- - - — ингибирование ФДЭ в %

На рис. 5, а представлен профиль элюции белка гипоталамуса с 
сефадекса С-25. При хроматографии гипоталамического экстракта выяв
ляется два белковых пика, имеющих поглощение при 280 нм. Один 
из них обладал. выраженной ингибирующей активностью на ФДЭ. Од
новременно проводили выделение ингибирующего фактора из цельного 
мозга крыс и крупного рогатого скота (рис. 5, б. в). В этих случаях 
ингибирующая активность совпадала со вторым пиком для мозга крыс 
и с обоими белковыми пиками для мозга крупного рогатого скота.

Фракции, обладающие ингибирующей активностью, были объеди
нены. обессолены и сконцентрированы методом ультрафильтрации на 
приборе формы «Апнсоп» (США) с мембраной СМ-05.

Сравнение действия ингибиторов из трех различных источников 
показало, что они примерно с одинаковой эффективностью снижают ак
тивность ФДЭ из мозга крупного рогатого скота.

Необходимо отметить, что выделенный фактор оказывал ингиби
рующее влияние не только на Са7 -кальмодулинчувствительную форму 
фермента, но и Са2 * -кальмодулиинечувствительную (рис. 6).
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Поскольку ингибитор ие задерживался мембраной РМ 10. его ве
личина Мг не превышает 10 кД. Для более точного определения вели
чины Мг гипоталамического фактора последний подвергался гель-филь
трации на колонке с сефадексом 0-25. откалиброванной стандартами 
известного молекулярного веса. Из рис. 7 видно, что величина Мг этого 
фактора 1.3 кД.

Рис. 6. ИОХ двух форм ФДЭ ха колонке с ДЭАЭ-сефалсксом А-50 
(2X30 см): /—поглсшсние при 280 нм; 2—базальная активность ФДЭ; 
3—активность ФДЭ в присутствии 5 мкг гипоталамического ингибитора. 
I—Са2 '* -кальмоду.чинчувстпительная ФДЭ: II—Са2 г-кальмЬдулиннечув- 

ствнтельная ФДЭ
Рис. 7. Определение величины Мг гипоталамического ингибитора гель 
фильтрацией на колонке (2X90 см) с сефадексом 6-25. уравновешенной 
0.05 М трис-НС1 буфером (0.1 М №аС1), pH 7,5. Стрелкой обозначен ин
гибиторный ф?.ктср; маркерные пептиды: /—лейцил-энкефалин (0,63 кД). 
2—ангиотензин (!.!8 кД). 3—АКТГ (4 кД). Остальны? обозначения те 

же. что к на рис. 4

Для выяснения природы гипоталамического фактора проводили его 
гидролиз трипсином. После инкубации с 200 мкг/мл трипсина в тече
ние 17 ч при 30 реакцию останавливали добавлением ингибитора 
трипсина из бобов сои. В результате такой обработки ингибиторная 
активность фактора полностью снималась, что свидетельствует о его 
белковой природе.

Гипоталамический пептид был стабилен к кипячению в течение 
10 мин. Повторное замораживание и оттаивание не изменяло его ак
тивности.

Таким образом, в гипоталамусе крупного рогатого скота выявлено 
наличие термсстабильного ингибиторного фактора и произведена его 
частичная очистка. Фактор является протеином, так как теряет актив
ность под действием трипсина: его Мг 1,3 кД. Ингибитор эффектив
но снижает активность С<Р -кальмодулинчувствительной и Са- -каль
модулин нечувствительного ферментов.

Рансе рядом авторов бы՝ о показано, что Д'я активации ФДЭ мозга 
требуются значительно более высокие концентрации КМ. чем. например.
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s сердце. Оказалось, что это обусловлено наличием термолабильно
го ингибиторного белка с Мг 11 кД [10]. В дальнейшем подобный ин
гибиторный белок был получен в гомогенном состоянии из мозга, и его 
величина Мг оказалась равной 80 кД [22].

В мозгу обнаружен также и термостабильный белок, ингибирующий 
активность ФДЭ лишь в присутствии КМ [23]. Значительный интерес 
представляет термостабильный ингибиторный белок с Мг 38 кД из- 
сетчатки глаза млекопитающих [11]. Liu. Wang [2-1] также показали 
наличие термостабильного белка в сетчатке быка, который ингибирует 
базальную активность ФДЭ (без КМ).

Наряду с высокомолекулярными белковыми ингибиторами ФДЭ 
из гипоталамуса крупного рогатого скота выделен нейрогормон глико
пептидной природы, регулирующий коронарный кровоток и оказываю
щий влияние на Са2 -кальмодулинчувствительную форму ФДЭ [12].

В 1982 г. был выделен низкомолекулярный ингибитор ФДЭ пеп
тидной * природы из мозга крыс и крупного рогатого скота [13], отличный 
от перечисленных выше белковых ингибиторов и таких пептидов, как 
АКТГ, холецистокинин, эндорфины, энкефалины, соматостатин и ряд 
других. Описанный авторами пептид ингибировал ФДЭ сАМР в го
могенате мозга.

Из приведенных нами экспериментальных данных можно заключить, 
что подобный пептид обнаруживается и в гипоталамусе и обладает спо
собностью ингибировать активность как Са2 +-кальмодулинчувствитель
ной, так и Са2 4 -кальмодулиниечувствительной ФДЭ. Необходимы 
дальнейшие исследования свойств и механизма регуляиии активности 
ФДЭ этим ингибитором.

ENDOGENOUS INHIBITORS AND ACTIVATORS OF CYCLIC 
NUCLEOTIDE PDE FROM CATTLE HYPOTHALAMUS

SAR1BEKYAN G. A., K1RAKOSOVA A. 3. GALFAYAN V. T., 
GALOYAN A- A.

Institute of Biochemistry, ArmSSR Acad. Sei.. Yerevan

A low thermostabile peptide has been purified from cattle 
hypothalamus that turned to inhibit both CaJ , cahnodulin-dependent 
and independent forms of cyclic nucleotide PDF..

Data on the isolation and characteristics of calmodulin.from cattle 
hypothalamus are also presented.
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т. 6, № 2, 1987

УДК 616. >27—005.8:616.831.009.8.02:577.17-1.5

ТРАНСПОРТ Са=’ В С11НАПТОСОМАХ МОЗГА 
КРЫС С НЕКРОЗОМ МИОКАРДА

ДАВЫДОВ В. В.. СКУРЫГИН В. П.. ЯКУШЕВ В. С. 
Запорожский государственный .медицинский институт

Развитие экспериментального инфаркта миокарда сопровождается возникновением 
изменений в функционировании системы АТР-завиенмого транспорта Са2 + в сияап- 
тосомах коры больших полушарий головного мозга. Конкретный их характер зависит 
от особенностей воспроизведения некроза миокарда. Важную роль -в возникновении 
описанных изменений может играть изменение фосфолипидной организации сикапто- 
сомных мембран.

Известно, что при экспериментальном инфаркте миокарда происхо
дит угнетение ряда высших функций головного мозга [1]. Поскольку 
формирование этого сдвига может быть связано с изменением функцио
нирования синаптосом, в настоящей работе изучали некоторые особенно
сти состояния энергозависимого транспорта Са2+ в них. Интерес к подобной 
постановке вопроса был связан с тем. что системы транспорта Са24՜ 
синаптосомных мембран играют большую роль в электрофизиологи
ческих явлениях в нервных окончаниях [2]. Так как инфаркт миокарда 
часто развивается в условиях психоэмоционального возбуждения [3], 
одновременно исследовали животных, некроз миокарда у которых моде
лировали после предварительного эмоционального стресса.

Материалы и методы
В работе использовали крыс-самцов линии W'fs/ar, массой 160— 

200 г. Всех животных делили на 4 группы: 1—интактные; 2—крысы, 
у которых воспроизводили эмоциональный стресс [4J: 3—крысы, у 
которых моделировали ишемический некроз миокарда [5]: 4—крысы, у 
которых некроз миокарда воспроизводили через 24 ч после стресса.

Эффективность воспроизведения ишемического некроза миокарда 
контролировали с помощью электрокардиографического и патоморфоло- 
гических методов исследования.

Из полушарий головного .мозга крыс методом дифференциального 
ультрацентрифугирования выделяли фракции синаптосом [6], в кото
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рых определяли активность Са2 ‘ -зависимо։։ АТРазы [2]. скорость 
АТР-зависимого накопления Са2* в присутствии 10՜ ‘ М адреналина 
и без него [2]. а также суммарное содержание фосфолипидов после их 
предварительной экстракции [7]. Полученные данные подвергали стати
стической обработке.

Результаты и обсуждение

Обнаружено, что на 2-е сутки развития ишемического некроза мио
карда в синаптосомах коры больших полушарий головного мозга крыс 
не происходило изменения скорости АТР-зависимого накопления Са2 * 
(табл. 1). При этом неизменной оставалась и активность Са2 * -зави
симой АТРазы синаптосом.

Таблица 1
Активность Са2 -зависимой АТРазы синаптосом и скорость накопления ими 

'։5Са при различных вариантах воспроизведения некроза миокарда 
_______у крыс после стресса

Показатель, 
единицы измерения Интактные Эмоциональ

ный стресс
Некроз миокарда 

(традиционный 
вариант)

Некроз мио
карда после 

стресса

Скорость накопления 
«Са

/ НМЛ С \

528+130 

(6>

925+145

(5)

604+103

(5)

1116+143՛

(6)
х 103 мг белка«с /
Активность Са:^-лави- 

симой АТРазы
(мкг Р{ 'мг белка с)

0,017+0,005

(4)

0,011+0.004

(3)

0.016+0.002

(7)

0.021+0,006

(6)

Примечание. Здесь и в табл. 2 *р<0.05 по сравнению с 
В скобках указано количество крыс, использованных в опыте.

интактными животными.

Таким образом, проведенные исследования не выявили изменений 
со стороны функционирования системы активного транспорта Са2“ в 
синаптосомах мозга при развитии ишемического некроза в сердце. Од
нако это не дает основания утверждать, что данная понотранспортная 
система в мозгу при инфаркте миокарда функционирует так же. как и у 
интактных животных. По-видимому, у крыс данной группы она может 
изменяться под влиянием каких-либо регуляторных факторов.

Известно, что активность транспортных АТРаз синаптосом нахо
дится под контролем катехоламинов, и в частности, адреналина [8]. 
Учитывая это. в специальных экспериментах изучали некоторые особен
ности адренергической регуляции скорости поглощения ’* Са синапто- 
сомами интактных крыс и крыс с некрозом миокарда.

Проведенные исследования показали (рисунок), что инкубация синап
тосом интактных животных с адреналином сопровождалась снижением на
копления радиоактивного кальция йа 18% по сравнению с синаптосомами. 
которые инкубировались без него. При инкубации с адреналином си- 
наптосо.м. выделенных из мозга крыс с некрозом миокарда, скорость 
накопления ими '15Сл снижалась уже на 42% по сравнению с синапто- 
~пмами, которые инкубировали в отсутствие данного медиатора.
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Изучение некоторых особенностей функционирования системы ак
тивного транспорта Са2 + в синаптосомах мозга у крыс с некрозом՝ 
миокарда, воспроизведенным после стресса, выявило некоторые особен
ности. Было обнаружено, что развитие некроза миокарда после эмоцио
нального стресса сопровождалось увеличением АТР-за виси.мой аккумуля
ции 45Са синаптосомами на 111% по сравнению с интактными живот-

Рис. Изменение скорости накопления •*5Са синаптосо
мами мозга крыс с различными вариантами воспроиз
ведения некроза миокарда и после стресса г.эг влия
нием 10 ~3 М адреналина. Скорость накопления кальция 
в инкубационных средах, не содержащих адреналина, 
принята за 100%. /—интактные: 2—сииаптосомы крыс, 
перенесших стресс; 3—сииаптосомы животных с некро
зом миокарда; 4—сииаптосомы крыс с некрозом мио

карда. воспроизведенным после стресса

ными и на 84% по сравнению с крысами, у которых некроз миокарда 
воспроизводили в традиционном варианте. При этом одновременно выяв
лялась выраженная тенденция к увеличению активности Са2* -зависи
мой АТРазы на 22 и 31% соответственно по сравнению с интактными- 
животными, а также с крысами с некрозом миокарда, воспроизведен
ным в традиционном варианте. Обращает на себя внимание и тот факт, 
что отмеченные сдвиги нс сопровождались изменением чувствительно
сти энергозависимого транспорта Са2 в синаптосомах к действию- 
адреналина (рисунок).

При исследовании аналогичных показателей у контрольной группы 
крыс (2 суток после эмоционального стресса) было обнаружено, что 
скорость аккумуляции радиоактивного Са2 и активность Са2 ’ -зави
симой АТРазы у них достоверно не изменялась по сравнению с нормой. 
Но при этом У них все же выявлялась тенденция к увеличению ско
рости накопления Са2 на 110% по сравнению с исходной. У живот
ных этой группы не было обнаружено и изменения чувствительности 
процесса АТР-зависимого транспорта Са2“՜ к адреналину.

Таким образом, развитие инфаркта миокарда сопровождается из
менениями в функционировании системы АТР-зависимого транспорта 
Са2 " в синаптосомах коры больших полушарий головного мозга. Кон
кретный их характер зависит от особенностей воспроизведения экспери
ментального инфаркта миокарда: при традиционном варианте особую 
роль приобретает изменение регуляции активного транспорта Са2*՜ 
адреналином, а при его воспроизведении после стресса—активация этого 
процесса.

Возможные причины изменения функциональной активности системы 
энергозависимого транспорта Са2+ в синаптосомах коры головного мозга, 
вероятно, связаны с изменением липидной организации синаптосом- 
иых* мембран [10]. В связи с этим нами было проведено изучение спот-
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вариантами воспроизведения некроза миокарда.
Обнаружено, что на 2-е сутки после воспроизведения некроза мио

карда происходило уменьшение величины соотношения фосфолипиды/бе- 
лок на 30% по сравнению с интактными крысами. При этом величина 
данного показателя у крыс с некрозом миокарда, воспроизведенным 
после стресса, достоверно не отличалась от интактных животных и в то 
же время была на 32% выше, чем у крыс с обычным вариантом его 
воспроизведения.

Таблица 2
Соотношение фосфолипиды/белок а синаптосомах коры 

полушарий голодного .мозга крыс с различными вариантами 
воскрокззедекия некроза миокарда и после стресса

Интактные Эмоциональный 
стресс

Некроз миокарда 
(традиционный 

вариант)
Некроз миокарда 

после стресса

0.27+0.02 
(6)

0.32+0.01
(4)

0.22+0.02’ 
(6)

0.29+0.01 
(4)

Таким образом, развитие некроза миокарда в острой стадии соп
ровождается увеличением чувствительности системы активного транспор
та синаптосом головного мозга к адреналину. Учитывая, что при 
инфаркте миокарда происходит увеличение концентрации адреналина в 
мозгу [9]. можно полагать, что при этом создаются условия для нару
шения транспорта Са- в нервных окончаниях. Обнаруженные сдвиги 
в системе транспорта Са2՜ могут предопределять развитие функцио
нальных расстройств со стороны ЦНС при некрозе миокарда, способ
ствуя угнетению ее высших функций.

При формировании же некроза миокарда после стресса происходит 
активация ATP-зависимого транспорта Са5+ в синаптосомах. В свою 
очередь, это обусловлено предшествующим стрессом и. по-видимому. 
имеет компенсаторное значение.

Формирование сдвигов со стороны систем активного транспорта 
Са2*՜, возникающих в острой стадии развития некроза миокарда, соп
ровождается одновременно изменением соотношения фосфол ипиды/белок 
в синаптосомах и. вероятно, может быть обусловлено изменением кон
центрации отдельных фосфолипидов в них. Изучению этого вопроса 
будут посвящены наши дальнейшие исследования.

TRANSPORT OF Са=+ IN THE BRAIN SYNAPTOSOMES 
OF RATS WITH MYOCARDIAL INFARCTION
DAVYDOV V. V.. SKURYGIN V. P.. YXKUSHEV V. S.

State Media] School, Zaporo7.l»yc

Myocardial infarction is accompanied by alterations in ATP-dc- 
pendent transport of calcium in synaptosomes of brain big՜ hemisphere- 
res. The character of these alterations depends on the model of inio- 
■cardial necrosis. Shifts in the phospholipid composition of synaptosomal 
•membranes may ba involved in the genesis of alterations observed.
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Поступила 4. VIII 1986-

НОВЫЕ ЖУРНАЛЫ

Обзоры по электронной микроскопии. Субклеточное и биомолскулярное 
строение. Нол ре Д՝ J. R. Harris, R. W. Horne, Pergamon Journals. 
Biomolecular Structure. Ed. by J. R. Harris, R. U^. Horne, Perga
mon Journals.

C 1988 г. намечается издание нового журнала «Обзоры по элек
тронной .микроскопии» (по 2 выпуска в год). В журнале будут публи
коваться критические актуальные обзоры новых достижений в области 
трансмиссионной и сканирующей трансмиссионной микроскопии субкле
точных органелл, фракций мембран, макромолекул и макромолекуляр
ных ансамблей из клеток животных, растений, грибов и бактерий. В 
поле зрения редакции будут работы по внеклеточным белкам и опор
ным структурам, а также по вирусным частицам и их компонентам. 
Журнал приветствует поступление материалов, содержащих анализ и ре
конструкцию двух- и трехмерной картины изучаемых образований, а 
также такие работы, в которых биофизические, биохимические, имму
нологические и другие сведения о структуре и функции сочетаются с 
данными электронной микроскопии. Высокое качество принимаемых к 
публикации рукописей будет обеспечено представительным составом ред
коллегии. включающей видных специалистов в области электронной 
микроскопии, в числе которых IF. Chill, J. Frank, J. S. Hanker 
(США), M. V. Hermut, D. M. Shotton (Англия), В- Delain (Фран
ция), Af. Kessel (Израиль), T. Koller (Швейцария) и др.
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НЕИРОХИМИЛ

г. 6, № 2. 1987

УДК 612.822.1:547.952.

ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ РЕАКТИВНОСТЬ АНТИТЕЛ К 
ГАЛАКТОЦЕРЕБРОЗИДАМ МИЕЛИНА С РАЗЛИЧНЫМИ 

ПО ЛИПИДНОМУ СОСТАВУ АНТИГЕНАМИ

ТАРАНОВА Н. П.. ЛУЧАКОВА О. С.

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

Проведено исследование иммунологической реактивности сывороток, полученных- 
при иммунизации кроликов галактоцсрсброзидамн (ГалЦ). которые являются специ 
фическими антигенами миелина и клеточной поверхности миелинобраэующих клеток. 
При помощи реакции связывания комплемента с использованием двух различных по 
составу антигенов, содержащих варьирующее количество хроматсграфичсски чистых 
ГалЦ и вспомогательных липидов, показано, что протнво-ГалЦ антитела выявляются 
п широком диапазоне концентраций ГалЦ и вспомогательных липидов. Аутоантитела 
к ГалЦ обнаружены также в сыворотке крови больных с различными поражениями 
НС. и при немощи кривых иззфиксацни продемонстрировано, что эти антитела иден
тичны Протнво-ГалЦ антителам, полученным при иммунизации кроликов, и обладают, 
одинаковом с ними иммунологической реактивностью.

Гликолипиды цереброзиды, построенные из аминоспирта сфингози
на, длиннопепочечнон жирной кислоты и моносахарида галактозы, яв
ляются специфическими структурными компонентами миелиновых оболо
чек и плазматических мембран миелинформирующих клеток нервной 
ткани [I—3]. ГалЦ обладают выраженными антигенными свойствами, 
но из-за низкой величины Мг являются неполными антигенами, и для 
получения противо-ГалЦ антител животных иммунизируют смесью 
ГалЦ с белком-носителем и полным адыовантом Фрейнда [2—6]. ГалЦ 
обладают более сильной иммуногенностью по сравнению с другими гли
колипидными антигенами нервной ткани—ганглиозидами, сульфоцеребро- 
экдами, моногалактозил диглицеридом [7].

Противо-ГалЦ антитела, получаемые в эксперименте, высокоспец н- 
фичны. так как направлены против единственной в молекуле ГалЦ ан
тигенной детерминанты (р-Э-галактоза) и не дают перекрестных реакций 
с гомогенатами и экстрактами никаких других органов и тканей, кроме 
нервной ткани и миелина [8]. Исследованиями на культуре нервной 
ткани показано, что эти антитела играют важную роль в развитии де
миелинизации и задержке миелиногенеза [9—12]. Аналогичным дейст-
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зием обладает также сыворотка кров» некоторых больных с аутоиммун
ными демиелинизирующими заболеваниями НС [13. 14]. В связи с 
тем. что эти заболевания занимают значительное место среди тяжелых 
поражений НС, становится очевидной необходимость изучения иммуно
логической реактивности антител к ГалЦ и их роли в механизмах, уча
ствующих в повреждении миелиновой оболочки.

Присутствие антител в организме обычно выявляют при помощи 
различных иммунологических реакций со специфическим антигеном, под
бирая оптимальное соотношение антител и антигена. Выявление антител 
к липидным антигенам встречает дополнительные трудности в связи с 
тем. что они могут вступать во взаимодействие с антигеном только в 
присутствии «вспомогательных липидов»—холестерина и лецитина или 
других фосфолипидов, без которых эти антитела вообще не удается об
наружить [7]. Мы исследовали иммунореактивность антител к ГалЦ в 
зависимости от содержания ГалЦ и состава и соотношения вспомога
тельных липидов в суспензии антигена. Кроме того, сравнительный 
анализ иммунологической реактивности противо-ГалЦ антител живот
ных и человека может дать дополнительную информацию о степени их 
идентичности и специфичности. В связи с этим проведено также срав
нительное исследование иммунологической реактивности антител к ГалЦ. 
полученных в эксперименте на животных и обнаруженных в сыворотке 
крови больных с поражениями НС.

Материалы и методы

Опыты ставили на взрослых кроликах-самцах массой 2,4—2.8 кг, 
которых однократно иммунизировали путем введения эмульсии, содер
жащей 3 мг хроматографически чистых ГалЦ. 1.5 мг яичного альбумина, 
1,0 мл 0,15 М фосфатного буфера, pH 7.4 и 1.0 мл полного адъюванта 
Фрейнда с содержанием микобактерий 2.5 мг/мл. Эмульсию вводил:! 
по 0,4 мл в подушечки задних лап, по 0,25 мл в подушечки передних 
лап, 0,3 мл внутрикожно в область спины и 0.4 мл подкожно в область 
шеи животного. Кровь брали до иммунизации и на 25—30-й день после 
иммунизации. Кроме того, использовали сыворотку 11 здоровых взрос
лых доноров и 40 неврологических больных, находившихся на лечении 
в различных стационарах Ленинграда. Для отбора больных использо
вали диагнозы, указанные в историях болезни.

Иммунореактивность обнаруженных противо-ГалЦ антител исследо
вали в реакции связывания комплемента (РСК) [15] с использова
нием метода построения кривых изофиксации, предложенного Rapport, 
Graf [16]. РСК проводили в полистироловых панелях с визуальным 
учетом результатов реакции по 80—100%-ному гемолизу эритроцитов. 
Для проведения реакции применяли веронал-мединаловый буфер, pH 7,35 
(0,1 М), бараньи эритроциты в растворе Олсвера, которые перед опы
том, по меньшей мере три раза, отмывали буфером, центрифугируя по 
15 мин при 500?. и затем 0,8 мл осадка разводили в 100 мл того же
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буфера для приготовления 0.8%-ной суспензии. В реакции использовали 
«Сухую гемолитическую сыворотку» производства НИИ вакцин и сы
вороток им. И. И. Мечникова М3 СССР (Москва), имевшую титр 
1:1200, и «Комплемент сухой» (морских свинок) производства НИИ 
вакцин и сывороток М3 СССР (Пермь). Эти препараты разводили 
перед опытом согласно инструкциям.

В качестве антигенов в РСК использовали различные по липидно
му составу суспензии, приготовленные по методу Niedieck [17], но от
личающиеся по содержанию ГалЦ и вспомогательных липидов. Антиген!: 
суспензия ГалЦ — холестерин — лецитин в весовом соотношении 
0.18:0,62:0,60 мг/мл- Антиген II: суспензия ГалЦ—холестерин—фосфо
липиды мозга в соотношении 0.18:0,25:0,14 мг/мл. Из исходных сус
пензий антигенов I и II готовили серии 2-кратных разведений от 
1:2 до 1:256, с уменьшающимся содержанием ГалЦ от 90 до 0,7 мкг/мл 
суспензии антигена. Соответственно уменьшалось и содержание вспомо
гательных липидов в суспензии.

Для приготовления липидных суспензий антигенов I и II исполь
зовали очищенные ГалЦ, полученные хроматографией хлороформ-мета- 
нолового экстракта мозга быка в системе растворителей хлороформ—ме
танол—NH<OH (80:20:0,4) на силикагеле марки «\Voelni» (ФРГ). В 
этой системе липиды экстракта разделяются на 2 фракции фосфолипи
дов, 1, реже 2 фракции сульфоцереброзидов, 3 фракции ГалЦ, фракцию 
холестерина и фракцию жирных кислот, которая движется с фронтом 
растворителя [18]. Обе фракции фосфолипидов после элюции разделяли 
повторным хроматографированием в смеси растворителей хлороформ— 
метанол—уксусная кислота—НеО—петролейный эфир (50:25:7:3:15). 
Оказалось, что стартовая фракция фосфолипидов содержала в основном 
холинфосфатид (лецитин) с примесью сфингомиелина и в дальнейшем 
была использована нами как источник лецитина. Содержане ГалЦ в 
элюатах с хроматограмм определяли колориметрически модифицирован
ным՛ методом Radin [19], содержание фосфолипидов — по методу Bart
lett [20]. В работе использован холестериц фирмы "Serva» (ФРГ).

Результаты и обсуждение
Определяли титры антител к ГалЦ в сыворотке крови в парал

лельных опытах одновременно с антигенами I и П- В преиммунной сы
воротке кроликов прот.чво-ГалЦ антитела отсутствовали. Результаты, 
полученные при исследовании иммунных сывороток, свидетельствуют о 
том. что в реакции с антигеном I (табл. 1) антитела к ГалЦ выявля
ются в широком диапазоне концентраций ГалЦ. однако для выявления 
максимальной реактивности антител требуется концентрация не менее 
11,2 мкг ГалЦ/мл при исследовании сывороток как с высокими, так и 
с низкими титрами антител.

Эта закономерность полностью подтвердилась в параллельных ис
следованиях. выполненных с антигеном II. Более того, выявлено близ
кое совпадение уровней титров противо-ГалЦ антител при определении 
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их с антигеном I и антигеном II (табл. 1). При повышении концентра* 
ции ГалЦ до 45 мкг мл (соответственно в антигене I повышается содер
жание лецитина до 150 мкг/мл и содержание холестерина до 155 мкг/мл, 
а в антигене II содержание фосфолипидов—до 35 мкг-.^л, и содержание 
холестерина—до 63 мкг/мл) сохраняется максимальный уровень титров 
как в реакции с антигеном I. так и в реакции с антигеном II. Это поз
воляет сделать вывод, что при концентрациях ГалЦ свыше 11,2 мкг/мл 
.яротиво-ГалЦ антитела проявляют максимальную иммунологическую 
реактивность в РСК. несмотря на варьирующий липидный состав анти- 

Таб.-шца /
Титры крстиао-галактсксрсброзидяых антител, выявленные п реакции свя

зывания комплемента в сыворотке кроликов, иммупизир-занных галакто- 
цереброзидами (ГалЦ) при различных концентрациях в суспензии антигена

Содержание 
ГалЦ в сус

пензии антиге
на (мкг мл)

Кролик 1 Кролик 2 Кролик 3

антиген антиген антиген

1 II I и I 11

180
90
45
22,5
11.2
5.6
2.8
1,4
0.7

1 : 16 
1:16
1 : 16
1:8
1 :8
1:1”
1:1

1 : 16 
1:32
1 : 32
1 :32
1 :8
1:4
1:2
1 :2

1 :256 
1 :256 
1 :255 
1 : 256 
1:128 
1:4
1:4

1:256 
1:512
1 : 512
1 : 512 
1:512
1 : 256 
1 : 16
1:3

1 : 128 
1:128
1 : 128
1:64
1 :61

нет л 
0

1 :256 
1:256
1 :256 
1 =64
1 :64 

«иных
0

Примечание. Зде.՝։» и а табл. 2 учет результатов невозможен из-за высоких ан- 
тиксмплсментарных свойств суспензии антигена кри ‘данной концентрации липидов: 
‘ 'цельная, неразведанная сыворотка.

гена в широком диапазоне концентраций ГалЦ и вспомогательных липи
дов в суспензии антигена, что обеспечивает надежность выявления прс- 
тиво-ГалЦ антител. Наглядно демонстрируют сходство иммунологиче
ской реактивности противо-ГалЦ антител с антигенами I и П кривые 
изофиксации, полученные в РСК с противо-ГалЦ сыворотками (рис. 1). 
Это сходство проявхяется к?к при высокой, так и при низкой концен
трации антител в сыворотке в реакциях с различными разведениями 
антигенов I и II. Кроме того, анализ кривых позволяет несколько рас
ширить диапазон оптимальных концентраций ГалЦ до 6.0—50.0 мкг 
ГалЦ/мл суспензии антигена. При концентрации ГалЦ ниже, чем 
6,0 мкг/мл антитела к ГалЦ выявляются не полностью (титры зани
жены), а при концентрации ГалЦ свыше 50 мкг/мл, фосфолипидов— 
свыше 39 мкг/мл. а холестерина—свыше 69 мкг/мл резко возрастают 
антикомплементарные свойства суспензии антигена, что делает невоз
можным полное определение противо-ГалЦ антител в РСК. По-вндимому, 
при концентрации липидов в суспензии, превышающей указанные цифры, 
происходит инактивация комплемента за счет сорбции его компонентов 
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на липидных мицеллах [21]. о чем свидетельствует отсутствие гемолиза 
эритроцитов при взаимодействии с антиэритроцитзрной сывороткой, 
если концентрация липидоз в суспензии антигена превышает названные 
пределы.

Рис. 1. Кривые изсфикс.чнии. полученные для протино-ГллЦ сыворотки 
кролика с антигенами I (I) и II (2)

Рис. 2. Кривые иэофнксании. полученные для сыворотки больного со 
спинномозговой травмой в РСК с антигенами I (1) и II (2)

Рис. 3. Кривые изофиксацки, полученные для противо-ГалЦ сыворотки 
кролика Г/? «< сыворотки больного рассеянным склерозом (2) в РСК 

с антигеном I

Таким образом, полученные результаты позволяют рекомендовать 
для оптимального выявления противо-ГалЦ антител использование ли
пидных суспензий антигена с содержанием ГалЦ от 6,0 до 50,0 мкг/мл, 
фосфолипидов—от 18.0 до 39 мкг/мл и холестерина—от 18,6 до 69 мкг/мл.

Собственные ГалЦ мозга не вызывают антителообразования в здо
ровом организме. Однако иммуногенные свойства собственных ГалЦ 
все же реализуются при некоторых патологических состояниях, приводя 
К образованию циркулирующих противо-ГалЦ антител. Так, противо- 
ГалЦ антитела обнаружены нами в сыворотке крови у 5 детей с ин
фекционными энцефаломиелитами в титрах от 1:32 до 1:512. у 6 из 
35 больных рассеянным склерозом в титрах от 1:8 до 1:32 и у боль
ного с травмой спинного мозга в титре 1:512. Исследование иммуно
логической реактивности этих аутоантител установило, что в сыво
ротке больных противо-ГалЦ антитела тоже выявляются в широком 
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диапазоне концентраций антигенов I и II (табл. 2) л проявляют мак
симальную иммунореактивность при концентрации ГалЦ не менее 
11.2 мкг/мл. уровень которой сохраняется при 4-кратном повышении кон
центрации ГалЦ. Это подтверждается кривыми изофиксации, получен
ными с сыворотками этих больных в РСК с антигенами I и II (рис. 2). 
Эти кривые имеют полное сходство с кривыми, представленными на 
рис. 1. Таким образом. противо-ГалЦ аутоантитела, обнаруженные в 
сыворотке больных, тоже проявляют сходную иммунологическую реак
тивность в РСК с различными по составу антигенами. несмотря на 
различную концентрацию антител в исследуемых сыворотках.

Таблица 2
Титры противо-га.\актоцсрс5розиднь։х антител в

реакции связывания комплемента в сыворотке больных людей при 
различных концентрациях галактоцсрсброзидов (ГалЦ) в суспензии антигена

Содержание 
ГалЦ в суспен
зии антигена 

(мкг/мл)

Травма спинного 
мозга

Энцефаломиелит Рассеянный 
склероз

антиген антиген антиген

1 11 И

180
90
45
22,5
11,2
5.6
2.8
1.4

0,7

1 ։ 512
1 : 512
1 ■■ 512
1 = 128 
1:16 
1:2

0

1 : 128
1 =512
1 : 512
1 : 512
1 : 256
1 = 16
1:4

нет 
данных

нет
1 : 32 
1:32 
1:32
1 :4
нет

данных 
1 :2

данных 
1:32
1 : 32
1 :32 
1:2 
1:1**

нет 
данных

1 : 256
1 : 256
1 : 128 
1:128
1:4 
1:4

1:1

1 =128
1 :256
1 : 256
1 : 256
1 : 128 
1:128
1:1

1 :2

Сравнение кривых изофиксации, полученных при параллельном ис
следовании противо-ГалЦ сыворотки кролика и сыворотки крови боль
ного рассеянным склерозом (содержащих одинаковую концентрацию 
противо-ГалЦ антител) с одним и тем же антигеном I показало полное 
слияние кривых как в зоне избытка антител, так и в зоне избытка ан
тигена (рис. 3). Это свидетельствует об идентичности и одинаковой 
специфичности противо-ГалЦ антител, содержащихся в этих сыворот
ках. и об их одинаковой реактивности при взаимодействии с ГалЦ в 
реакции антиген—антитело. Такое же сходство иммунологической реак* 
тивности противо-1 алЦ антител отмечено нами при исследовании сыво
роток больных острым энцефаломиелитом, рассеянным склерозом и трав
мой спинного мозга. Тот факт, что противо-ГалЦ антитела, полученные 
при иммунизации животных ГалЦ. и аутоантитела, обнаруженные в сы
воротке больных, имеют одинаковую иммунологическую реактивность 
при взаимодействии с варьирующими по составу суспензиями антигена, 
свидетельствует об идентичности и одинаковой специфичности этих ан
тител.
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Таким образом, проведенные исследования Позволяют заключить, 
что в ряде патологических состояний в организме человека создаются 
условия, при которых ГалЦ, низкомолекулярные соединения, локализо
ванные в мембранах олигодендроглиальных структур, изолированных в 
норме от иммунной системы, реализуют свои иммуногенные свойства 
к индуцируют՜ образование циркулирующих антител. Какую роль иг
рают противо-ГалЦ аутоантитела, обнаруженные у больных, пока не 
ясно. Однако не исключено. что высокая иммунореактивность этих 
аутоантител может играть важную роль в патогенезе аутоиммунных 
демиелинизирующих заболеваний, поскольку ГалЦ локализованы в на
тивных мембранах миелина и олигодендроцитов таким образом, что ан
тигенная детерминанта доступна для взаимодействия с антителами [7, 
17. 22] и может сказаться вовлеченной в иммунологические реакции, 
развивающиеся ։<։ в самой нервной ткани и приводящие к ее раз
рушению.

IMMUNOLOGICAL REACTIVITY OF ANTIBODIES TO MYELIN 
GALACTOCEREBROSIDES WITH ANTIGEN 5USPENS1ONS 

VARYING IN LIPID COMPOSITION

TARANOVA N. P.. LUCHAKOVA O. S.

I. P. Pavlov Institute of Physidlogy. USSR Academy of Sciences, Leningrad

The immunological reactivity of antibodies against the specific 
■glicolipid antigen of myelin and myelin-producing cells, galactocere
broside (GalC), was studied in complement fixation test (CFT). Two 
different antigen suspensions varying in lipid composition and content 
were used in CFT. It was shown that the antibody to GalC may be 
detected in the serum of GalC-immunized rabbits in CFT using a wide 
range of variations of lipids content and composition in antigen suspen
sions. The antibodies against GalC were also found in the serum of 
patients with some diseases of the nervous system. The isofixation cur
ves with the used antigen suspensions have provided evidence for the 
identity and similar immunoreactivity of the anti-GalC antibodies de
tected in the patients serum and of the anti-GalC antibodies in the 
serum of GalC-immunized rabbits.
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НЕИРОХИМИЛ
т. 6, № 2, 1987

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 577.3.08

ВЛИЯНИЕ КАРДИОТРОПНЫХ НЕЙРОГОРМОНОВ 
ГИПОТАЛАМУСА НА Са։* -ТОКИ В

НЕЙРОНАЛЬНОЙ МЕМБРАНЕ

АКОПЯН А. Р: СРАЛИОНЯН Р. М.. КАРАПЕТЯН Р. О.. ГАЛОЯН А. А.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Из гипоталамической области мозга крупного рогатого скота вы
делены кардиоактивные нейрогормоны, условно обозначенные л<К», 
«С» и «Г» [К 2]- Ранее было установлено регулирующее влияние этих 
соединений на сердечную деятельность и коронарное кровообращение 
[3]. Кроме того, выявлено их участие в регуляции гликолитических 
процессов [4, 5]. внутриклеточного уровня циклических нуклеотидов, 
посредством ингибирования фосфодиэстеразы сАМР [6], а также в 
высвобождении нейромедиаторов из синаптических окончаний [7].

Многообразие указанных и других внутриклеточных процессов, в 
регулирование которых вовлечен Са2 + [8], предполагает множествен
ность способов контроля за поступлением Са2 + в клетку. Одним из 
основных путей поступления Са2*՜ внутрь нервной клетки является его 
перенос по потенциалзависимым ионным каналам при генерации потен
циала действия. В свете изложенного представлялось интересным ис
следовать влияние нейрогормонов «С» и «Г» на потенциалзависимые 
Са2 -токи в нейрональной мембране.

В работе использовали изолированные нейроны виноградной улит
ки, поскольку можно провести четкое разделение и измерение токов в 
Условиях фиксации мембранного потенциала, а также, используя метод 
внутриклеточного диализа, проверить некоторые гипотезы о внутрикле
точных механизмах действия нейромедиаторов и нейрогормонов [9]. Для 
регистрации Са2+ -тока применяли метод фиксации мембранного по
тенциала в условиях внутриклеточного диализа нейронов на пластико
вых присасывающих пипетках [10]. Состав внешнего физиологического 
раствора, pH—7.5 для определения Са2+-тока (в мМ): СаС!2—20, 
трис-НС!—96. М?С!2—2. Внутриклеточный раствор содержал трис- 
НС1—130 мМ, pH 7.3, смену производили через каждые 20 мин. Все 
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опыты проводили при комнатной температуре. Кривые ‘регистрировали 
с частотой дискретизации 20 кГц.

При наружной аппликации нейрогормон «Г» (0.01—0.1 мЕ/мл) 
вызывал значительное ингибирование амплитуды потенциалзависимого 
Са2+-тока (рисунок, а) без существенного влияния на проводимость 
мембраны в покое. Эффект развивался через 5—10 мин после введе
ния нейрогормона в наружный раствор и достигал максимального зна
чения (почти полное ингибирование) примерно через 20—30 мин В 
результате отмывки нейрогормона спад амплитуды Са- '՜ -тока в боль
шинстве случаев прекращался, но восстановление амплитуды при этом

Рис. в-—влияние иейрогермоиа <Т- (0,01 мЕ/мл) на электровозбудимый 
Са2*-ток: / контроль, 2—через 20 .мня после введения нейрогормона в 
раствор; поддерживаемый потенциал—60 мВ, тестирующий потенциал— 
70 мВ; калибровка; 20 ИД. 6—вольт-амперная характеристика
Са2г-тока в корм? <ф) и а присутствии 0.01 мЕ/мл нейрогормона «Г» у 
(О): в•временной ход изменения максимальной амплитуды Са<+-тока 
после введения нейрогормона «Г- я отсутствие (О) ։* присутствии (ф) 
10 мМ ЭГТА зо внутриклеточном растворе. Поддерживаемый потенциал— *

60 мВ; тестирующий потенциал—70 мВ; 1„ и 1 ф — обзначекы пиковые 
амплитуды Са2 + -тока з контроле и в присутствии нейрогормона соот

ветственно

не наблюдалось в последующие 20—30 мни после начала отмывки 
Уместно отметить, что снижение амплитуды не сопровождалось замет
ным изменением вольт-амперной характеристики Са2*-тока (рисунок, б). 
Аналогичный эффект на Са2*-ток был получен при введении нейрогор
мона «С» (0.02—0,1 мЕ/мл) в наружный раствор (рисунки не приво
дятся).

Для выяснения механизма действия указанных нейрогормонов на 
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Са 1 -ток провели следующий эксперимент, пользуясь возможностями 
метода внутриклеточного диализа нейрона. Введением внутрь клетки 
10 мМ ЭГТА мы увеличили буферную емкость для Са2+. Оказалось, 
что в присутствии ЭГТА ингибиторный эффект нейрогормонов на 
Са2*-ток резко снижается (рисунок, в). На основании полученных 
данных можно предложить следующий механизм действия нейрогормо
нов «С» и «Г» на Са2* -ток: проникая через плазматическую мембрану 
внутрь клетки, нейрогормоны вызывают высвобождение Са2 + из внут
риклеточных резервуаров (например, из саркоплазматического ретикулу
ма). Повышение таким путем внутриклеточного уровня Са2 * приводит 
к инактивации Са2*-канала по известному механизму [11].

Это допущение подтверждается ранее полученным фактом [12] об 
ингибирующем воздействии нейрогормона «С» на процесс желатиниро
вания белков саркоплазматического ретикулума скелетной мышцы кро
лика, обусловленный, по-видимому. увеличением внутриклеточного Са2 *.

Таким образом, в результате действия нейрогормонов «С» и «Г» 
поступление Са2* снаружи внутрь клетки через электровозбудимые 
каналы прекращается, но повышается внутриклеточный уровень за счет 
Са2* -содержащих клеточных органелл. Это дает основание предпола
гать. что некоторые биологические эффекты нейрогормонов могут быть 
обусловлены их способностью влиять на внутриклеточный уровень 
Са2 *, который, как известно, тесно связан с множественными клеточ
ными процессами.

Представляется интересным выяснение последовательности включе
ния циклических нуклеотидов, фосфорилирования мембранных белков, 
обмена полифосфоннозитндов в механизмах регуляции уровня внутри
клеточного Са2* под влиянием нейрогормонов «С» и «Г».

effect of cardiotropic neurohormones from 
HYPOTHALAMUS ON THE Ca2֊ CURRENTS in 

NEURONAL membrane

AKOPYAN A. R., SRAPIONYAN R. M„ KARAPETYAN R. O., 
GAI.OYAN A. A.

Institute of Biochemistry. ArmSSR Acad. Sei., Yerevan

Neurohormones -C“ and ,G“ inhibit potential dependent Ca 
currents in the neuronal membrane of helix pomatia. Data obtained 
Point to a possible mechanism of action of these cardiotropic neurohor
mones, i. e. penetration through the plasmatic membrane inside the 
cell, release of calcium from intracellular stores with subsequent inac
tivation of Ca2* channel by a classic route.
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Избирательная гибель нейронов. 126-й симпозиум фонда Ciba (англ.). 
J. Willey and Sons Ltd., 288 с.. 1987.

Selective Neuronal death. Ciba Foundation Symposium 126 (Ed. 
by G. Bock and M. O'Connor). J. Willey and Sons Itd., Baffins La
ne, England, 288 p., 1987.

В сборнике содержатся материалы симпозиума по избирательной 
гибели нейронов (Лондон, 15—17 апреля 1986 г.). Авторами описы
ваются причины и последовательность событий, приводящих к гибели 
нейронов в ограниченных участках головного мозга, при таких патоло
гиях, как болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера, поражение мо
торных нейронов (амиотропный латеральный склероз) и т. п. Среди 
затронутых вопросов—недавние достижения, объясняющие механизмы 
действия таких агентов, как тропные факторы, экзототоксины и яды, 
вызывающие гибель нейронов, примеры гибели нейронов в ходе нор
мального развития и участие в этих процессах эндокринных механиз
мов. Указанные вопросы рассматриваются в качестве возможных при
чин возникновения специфических болезней человека. Обращено внима
ние на тропные факторы, контролирующие выживание трансплантантов 
нервной ткани, что открывает новые перспективы в трансплантологии. 
Материалы этого междисциплинарного симпозиума суммируют инфор
мацию по указанным выше дегенеративным заболеваниям мозга и пред
лагают новые подходы для исследователей. Книга представляет интерес 
для нейробиологов, невропатологов, психиатров, гериатров, специалистов 
в области клеточной и молекулярной биологии.
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ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДНЫХ ФАКТОРОВ МОЗГА НА 
ВКЛЮЧЕНИЕ ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ В ДНК И БЕЛОК 

КУЛЬТИВИРУЕМОЙ НЕРВНОЙ ТКАНИ

•ВИТВИЦКИЙ В. Н.. ВИКТОРОВ И. В.. ШАШКОВА Н. А.

/ Институт общей гснстмхк АН СССР. ’НИИ мозга ВНЦ
психического здоровья АМН СССР, Москва

В настоящее время можно считать твердо установленным фактом, 
что регуляция пролиферативных процессов в клетках животных проис
ходит путем сложного взаимодействия систем .активации и ингибиро
вания деления клеток [1. 2]. В ряде работ описана большая группа ак
тиваторов и ингибиторов пролиферации, так называемых положительных 
и отрицательных ростовых факторов [3—5]. Например, стимулирование 
роста и деление клеток можно вызвать различными ионами, глюкозой 
и другими сахарами, некоторыми липидами, биогенными аминами, про
стагландинами, некоторыми гормонами и большой группой пептидных 
ростовых факторов, полученных из самых разных тканей и клеток 
(фибробластов, тромбоцитов, хряща, мышц, эпителия, мезодермы, эн
докринных клеток, нейронов и глиальных клеток) [4. 51. Все эти ве
щества имеют слабую тканевую специфичность и не обладают видовой 
специфичностью. Например, фактор роста нервной ткани [6—8], сти
мулирующий развитие симпатических нейронов и впервые обнаружен
ный в опухолевых клетках, синтезируется в наибольших количествах в 
слюнной, подчелюстной и предстательной железах животных и содер
жится лишь в очень небольших количествах в головном мозгу. Остает
ся открытым вопрос о специфических тканевых регуляторах роста и 
Пролиферации клеток нервной ткани, который в настоящее время приоб
ретает все большее значение в связи с интенсивным развитием моле
кулярных и молекулярно-генетических исследований патологических про
цессов НС и разработкой проблемы трансплантации и регенерации 
*Кани и клеток мозга.

В связи с тем, что биохимически идентифицированные факторы 
Роста и пролиферации клеток мозга изучены наиболее слабо, нами была 
предпринята попытка выделения и индивидуального исследования от
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дельных веществ—регуляторов пролиферации, при этом мы исходили 
из известных фактов, что экстракты, выделенные из разных отделов 
мозга на стадиях активной клеточной пролиферации. способны стиму
лировать деление клеток этой же ткани в условиях клеточных или тка
невых культур [9. 10]. С другой стороны, экстракты из тех структур 
мозга, для которых на данном этапе развития клеточная пролиферация 
не характерна, могут ингибировать пролиферацию [11. 12].

В наших предыдущих исследованиях [13—15] разработана проце
дура фракционирования экстрактов мозга, получены в чистом виде и 
частично охарактеризованы три группы активаторов и ингибиторов про
лиферации клеток мозга.

Настоящая работа посвящена сравнительному изучению влияния 
выделенных нами активаторов пролиферации низкомолекулярного кис
лого пептида р! = 3,6 и нейтрального белка р!=6.8 [15] на клетки 
мозга в реагрегированных культурах.

Фракционирование экстрактов коры мозга 15—17-дневных эмбрио
нов крыс или мозжечка 8—10-дневных крыс, то есть участок мозга, для 
которых на данной стадии развития характерны активные пролифе
ративные процессы, и получение кислого пептида р! 3.6 и нейтрального 
белка р! 6,8 включало процедуры ультрацентрифугирования, высали
вания при возрастающих концентрациях сульфата аммония, гель-филь
трации и ИЭФ [13—15].

Первый этап очистки экстрактов представлял собой осаждение 
фракций, активирующих пролиферацию, с использованием возрастающих 
концентраций сульфата аммония (основная масса этих белков осаж
дается при концентрации соли от 60 до 100% насыщения). Затем белки, 
стимулирующие включение [3Н] тимидина в ДНК клеток нервной ткани, 
очищали от солей на колонке с сефадексом G-25 и подвергали ИЭФ на ко- 
/оике по модифицированному методу Weller и соавт. [16]. Отдельные 
фракции, снятые с колонки, подвергали диализу для очистки от амфе- 
линов и сахарозы и добавляли к определенному количеству клеток нерв
ной ткани, находящихся в среде Эрла, содержащей [3Н] тимидин.

Глно-нейрональные агрегаты получали при культивировании в 
суспензии диссоциированных клеток головного мозга 16—19-дневным. 
эмбрионов мышей линии С57В1 [17]. Питательная среда для культи
вирования состояла из 30% смеси равных объемов плацентарной чело
веческой и эмбриональной телячьей сыворотки, 50% минимальной средь: 
Игла. 20% сбалансированного солевого раствора Симмса и содержала 
600 мг% глюкозы. 0.2 ед/мл инсулина, 2 мМ глутамина. В эксперимен
тальных сериях культур в среду вводили кислый (р! 3.6) или нейтраль
ный ( р! 6,8) пептиды в концентрациях 10. 30. 40 мкг/мл. Питательная 
среда в контрольных сериях содержала сывороточный альбумин в тех 
же концентрациях. Для определения скорости биосинтеза белка и ДНК 
в питательную среду добавляли [иС].меченый гидролизат белка 
(10 мкКи/мл с У. А. 40 Ки/мМ) и [3Н]тимидкн (50 муКи мл с У. А.
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59 Ки/мМ). Взвесь клеток в среде, содержащей все вышеуказанные ком
поненты (по 3 мл), помещали во флаконы из-под антибиотиков и куль
тивировали в портативной роллерной установке по методике, разрабо
танной в нашей лаборатории [17]. Через 24. 48, 72. 96 ч культуры отби
рали для дальнейших исследований и при необходимости сохраняли до 
обработки при —16—20 .

Для определения включения метки в белки и нуклеиновые кислоты 
глио-иейрональные агрегаты* отделяли от среды центрифугированием 
(800 об/мин. 5 мин), отмывали от невключившихся меченых предше
ственников в физиологическом растворе с последующим осаждением 
центрифугированием (3 раза) и лизировали в 1%-ном растворе ДДС-Na 
с последующим прогреванием (100е. 5 мин). В полученных лизатах спек- 
трофотометрнчески определяли концентрацию белка и ДНК, растворяли 
их в определенном объеме тритон-толуольного сцинтиллятора для гомо
генного счета и просчитывали на МС и на 3Н в счетчике «Interteciinique 
SL-4000» (Франция).

Как показали проведенные нами исследования [13—15], фракциони
рование экстрактов из участков мозга, в которых на данной стадии раз
вития организма идет активная пролиферация клеток, дает возможность 
полечить различные группы веществ, способных стимулировать пролифе
рацию клеток переживающих срезов мозга крыс и включение [3Н] тими
дина в репликативном синтезе ДНК. Первая группа была идентифи
цирована нами [14] как кислый низкомолекулярный пептид (р! 3.6). 
способный заметно усиливать синтез ДНК при добавлении его в си
стему vitro в концентрации 1 мкг/мл. Вторая группа идентифициро
вана как нейтральный (Р1 6.8) белок [15].

Выделенные нами пептидные факторы тестировали в культурах ре- 
агрегнрованных клеток эмбрионального мозга мышей. Проведенные ис
следования показали, что в процессе развития глио-нейрональных агре
гатов в течение первых 4-х суток (96 ч) происходит интенсивное вклю
чение [3Н]тимидина в ДНК и [иС]аминокислот в белки культиви
руемых клеток. В Дальнейшем скорость включения метки постепенно 
снижалась, что. по-видимому. связано с процессами дегенерации части 
культивируемых клеток в результате истощения питательной среды. До
бавление в среду инертного белка—сывороточного альбумина (СА) в 
концентрации до 100 мкг/мл не меняло общей картины включения ме
ченых предшественников (кривые со знаком «Ч-» на рис. 1. 2).

Далее нами были проведены опыты по исследованию включения 
меченых предшественников в ДНК и белки культивируемых клеток 
мозга в присутствии описанных ранее пептидного и белкового активато
ров пролиферации.

Типичная кривая, полученная в одном из таких опытов, приведена 
на рис.1. В качестве контроля использовали обычную суспензионную 
культуру глио-нейр.ональных агрегатов, в питательную среду которой 
добавляли СА в концентрации 100 мкг/мл. В питательную среду экспе
риментальных культур добавляли эквивалентное количество р! 3,6 пеп-
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тида—активатора пролиферации. Как следует из результатов. приве
денных на рис. 1. наличие в культуральной среде пептида р! 3.6 зна
чительно увеличивало включение [3Н] тимидина в культивируемые 
клетки (рис. 1. а), однако присутствие этого фактора не сказывалось 
на скорости включения [14С] аминокислот в белки исследованных кле
ток (рис. 1. б).

Рис. I. Включение рН]тимидикэ-мг ДЫК (а) и [։4С] меченых амино* 
кислот/мг белка (б) культивируемых клеток при добавлении в среду 
р! 3,6 пептида в концентрации 100 мкг мл (ф). или эквивалентного ко

личества бычьего сывороточного альбумина (X)

Рис. 2. Включение [3Н]тимидина/мг ДНК культивируемых клеток (а), и 
включение [։■’С]меченых аминокислот/мг белка (б) при добавлении в среду 
р! 6,8 белка в концентрации 100 5 кг/мл (©). или соответствующего ко

личества бычьего сывороточного альбумина (X)

Совершенно иначе ведет себя исследованный нами белковый фактор 
р! 6,8 при добавлении его в тон же концентрации в среду для культи
вирования глио-нейрональных агрегатов. Как видно из рис. 2. белок 
р! 6,8 практически не влияет на включение [3Н]тимидина в ДНК, но 
заметно повышает включение [!,С] аминокислот в белки культивируе
мых клеток мозга.

Вряд ли можно сомневаться в наличии в развивающейся нервной 
ткани отдельных клеточных популяции, для которых характерно преоб
ладание синтетических процессов на уровне ДНК или белка. Известно, 
что на разных стадиях клеточного цикла в развивающихся клетках 
последовательно включаются отдельные этапы процессов внутриклеточ
ного синтеза. Например, 8-фаза характеризуется главным образом уси- 
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аеннем синтеза ДНК и, по данным некоторых авторов, синтез белка на 
этой фазе значительно замедляется, тогда как на стадиях, связанных с 
«клеточным покоем», согласно литературным данным, значительно возра
стает синтез белка [18]. С другой стороны, в несинхронизированных 
культивируемых клетках, с которыми мы имели дело в наших опытах, 
усиление одного из синтетических процессов, по-видимому, не может не 
сказываться на скорости вступления клетки в следующую фазу мито
тического никла и должно привести к интенсификации других процессов 
синтеза. Остается неясным, почему в данном исследовании нам не 
удалось обнаружить прямой связи усиления синтеза ДНК с соответ
ствующим повышением синтеза белковых компонентов клеток. Воз
можно, наличие избытка стимуляторов определенного синтеза при от
носительно коротком времени эксперимента обуславливает резкое преоб
ладание одного из синтетических процессов над другими. Однако для 
более точного ответа на этот вопрос необходимы дополнительные ис
следования.

Использованные в настоящей работе методы биохимического анали
за процессов синтеза ДНК и белка не позволяют с достаточной досто
верностью ответить на вопрос о том, какие клетки, входящие в состав 
развивающихся глио-нейрональных агрегатов, служат мишенями изу
чаемых факторов. Предварительные данные, полученные методом ком
пьютерной морфометрии на полутонких срезах глио-нейрональных агре
гатов с использованием анализатора изображений типа ТАС [19]. по
казали, что в присутствии фактора р! 3.6 увеличивается количество 
клеток, характеристики которых позволяют отнести их к нейроглиальным. 
В то же время, влияние фактора р! 6,8 сопровождается ускоренным по 
сравнению с контролем увеличением размеров тел клеток, составляю
щих глио-нейрональные агрегаты. В дальнейшем предполагается более 
детально изучить действие описанных факторов на разные виды глиаль
ных клеток и нейроны, используя гистоавторадиографические методы, а 
также тестировать действие этих факторов в системе in vivo при вве
дении их в ликвор желудочков мозга млекопитающих.

EFFECT OF PEPTIDE FACTORS FROM BRAIN ON THE 
INCLUSION OF PRECURSORS INTO DNA AND PROTEIN 

IN NERVOUS TISSUE CULTURE

•VlTVITSKY v. N._ \ ICTORCV I. V., SHASHKOVA N. A.

Institute of General Genetics Acad. Sei. USSR, Moscow. 'Brain Research 
Institute .of the All-Union Center of Mental Health Acad. Med.]

Sei. USSR. Moscow

The acid (pl 3.6) lew molecular weight peptide and neutral (pl 6,8) 
protein were obtained iron։ the developing cerebellum of the rat's 
brain. The data obtained show that the peptide enhances signifi
cantly the incorporation of ֊1H-thymidin into DNA of cultured cells of 
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the embryonic brain and doesn't influence the protein synthesis. The 
protein increases the rate of HC-amino acids incorporation into new
ly synthesized proteins and doesn't influence the synthesis of DNA 
of the cultured brain cells. The data obtained in the morphological 
studies on reaggregated cultures of the embryonic brain cells suggests 
that the acid peptide (pl 3,6) increases the mitotic activity of glial cells.
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СОДЕРЖАНИЕ ПОЛИАМИНОВ И СПЕЦИФИЧЕСКИХ 
КОМПОНЕНТОВ В РАЗЛИЧНЫХ ОТДЕЛАХ ГОЛОВНОГО 

МОЗГА КРЫС ПРИ СТРЕССОРНЫХ ВОЗДЕЙСТВИЯХ.
I. ИММОБИЛИЗАЦИОННЫЙ СТРЕСС

ТИГРАНЯН Р. А.. ДЕМИН Н. Н.. КОВАЛЕВ В. Ю.

Институт но стандартизации и контролю лекарственных средств М3 СССР. Мо'.кза: 
‘'Институт физиологии им. И. П. Павлова А11 СССР. Ленинград

Сдвиги функционального состояния головного мозга, в частности в 
экстремальных условиях, сопровождаются изменениями в системе био
синтеза белков и нуклеиновых кислот [1—3]. Эти изменения должны 
быть обусловлены сдвигами в системах регуляции процессов синтеза 
этих макромолекул, что может отражаться и на содержании в мозгу 
таких низкомолекулярных нейромодуляторов. как полиамины и ряд 
специфических компонентов мозга.

В связи с этим нами было проведено изучение содержания полиамн- 
нов и специфических компонентов в головном мозгу при адаптации к 
действию экстремальных факторов различной природы. К полиаминам 
относятся путресцин, спермидин и спермин. Спермин и спермидин яв
ляются производными путресцина—1.4-диямннобутана [4]. Полиамины 
участвуют в механизмах, определяющих интенсивность биосинтеза бел
ков. стимулируя его на уровне транскрипции ДНК [4]. Гомокарнозин, 
путреанин и 1-пистатирннн з основном содержатся в головном мозгу, 
вследствие чего получили название его специфических компонентов. 
Гомокарнозин я путреанин происходят из полиаминов при их окисле
нии, причем синтез гомокарнозина осуществляется через стадию обра
зования ГАМК [6. 7]. Предшественники синтеза 1-цистатионии—метио
нин и Б-аденозилметионин являются общими с полиамннямн [8]. Пока
зано. что процессы метаболизма специфических компонентов и полиа
минов в мозгу непосредственно связаны друг с другом [6 8] и играют 
важную роль в других биохимических превращениях, происходящих в 
ЦНС [4. 9. 10}.

В настоящем сообщении представлены данные о содержания поли
аминов и специфических компонентов в различных отделах голозного 
мозга крыс при воздействии яммобилизационного стресса.
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Работу проводили на крысах-самцах линии Wistar массой 200— 
250 г. В качестве модели стрессорного воздействия использовали им
мобилизацию (ИММ), которую проводили по модифицированному ме
тоду Selye [11]; этот способ ограничения подвижности основан на 
фиксации животных с помощью специальных раздвижных металличе
ских столиков. Продолжительность ИММ составляла 5, 15, 30, 60 и 
180 мин. Исследовали продолговатый мозг, мозжечок, гипоталамиче
скую область и большие полушария мозга; в этих отделах, выделенных 
по специальной схеме [12], определяли концентрацию- полиаминов [13], 
гомокарнозина [14], путреанина [15] и 1-цистатионина [16]. Получен
ные данные обрабатывали методом вариационной статистики с исполь
зованием t-теста Стьюдента.

Результаты проведенных исследований к виде средних данных^ 
представлены в графической форме на рис. 1 и 2.

В продолговатом мозгу уже на 5-й мин ИММ было отмечено зна
чительное снижение концентрации путресцина (на 30%) и спермидина 
(на 35%) при одновременном повышении содержания гомокарнозина и 
1-цистатионина (на 25 и 17% соответственно). На 15-й мин происхо
дило более выраженное снижение количества путресцина (на 39%) и 
особенно спермидина (на 59%). содержание гомокарнозина и путреани
на уменьшалось по сравнению с контролем более чем в 2 раза, а кон
центрация 1-цистатионина—почти в 2 раза. При 30-минутной ИММ 
выявилось лишь столь же низкое содержание спермидина (на 54%* 
ниже контроля) при нормализации остальных показателей, а при 60-ми- 
нутной—увеличение (выше нормы) концентрации путресцина (на 46%), 
спермина (на 27%), путреанина (на 32%) и 1-цистатионина (на 16%) 
на фоне продолжавшегося, но несколько меньшего снижения содержания 
спермидина (на 25%); 3-часовое воздействие ИММ приводило к умень
шению концентрации путресцина (на 33% ниже нормы) и спермидина 
(на 50%) на фоне резкого повышения содержания спермина (в 2,1 ра
за) и путреанина (на 84%).

В мозжечке 5-минутная ИММ сопровождалась повышением содер
жания путреанина (на 21%) и 1-цистатионина (на 20%); на 15-й мин 
было отмечено выраженное повышение концентрации путресцина (в 
2 раза), спермина (в 2,3 раза) и гомокарнозина (на 30%), а также 
дополнительное увеличение количества путреанина (до 36% выше нор
мы) и 1-цистатионина (до 66%) при одновременном снижении содер
жания спермидина (на 22%), а на 30-й мин—снижение (ниже контроля) 
количества гомокарнозина (на 18%) и еще большее повышение (в 
2.4 раза) содержания спермина при нормализации количества путрес
цина, спермидина, путреанина и 1-цистатионина. На 60-й мин ИММ 
имело место повышение концентрации путресцина (на 55%)» сперми
дина (на 20%) и особенно спермина (в 2,9 раза) при одновременном 
дополнительном снижении содержания гомокарнозина (до 24% ниже нор
мы), а на 180-й мин—еще более значительное повышение концентрации, 
путресцина (почти в 2 раза) и резкое возрастание концентрации спер- 
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мндина (в 3,2 раза) и спермина (в 6 раз), в то время как количество 
путреаннна снижалось (до 36% ниже нормы).

В гипоталамической области уже на 5-й мин МММ происходило 
существенное уменьшение концентрации всех исследованных полиами
нов—путресцина, спермидина и спермина (на 44. 66 и 41% соответ—

Рис. 1. Содергканис полиаминов (нмоль/г ткани) в различных՜ отделах го
ловного .мозга крыс при иммобилизации: а—продолговатый .мозг, б—моз
жечок, в—гипоталамическая область, г—большие ц© душ ария: К—конт
роль, /, 2, 3. 4 и 5—соответственно 5-, 15-, 30-, 60-, и 180-я мин 
иммобилизации. Крестиками отмечены достоверные отличия по сравне

нию с контролем

ственно) при одновременном повышении содержания гомокарнозина, 
путреаннна и 1-цистатионина (на 22, 37 и 28% соответственно); на 15-и 
мин имело место еще более резкое уменьшение концентрации путрес
цина (в 5,3 раза по сравнению с нормой), спермидина (в 4,2 раза) и 
спермина (в 4,4 раза) наряду с продолжавшимся увеличением содер
жания го.мокариозииа (до 81%), I-цистатионина (до 59%) и особенно 
путреаннна (в 2,5 раза). На 30-и мин ИММ снижение (против нормы) 
концентрации путресцина несколько сокращалось (до 3.2 раза), спер
мидина (до 2,3 раза) и спермина (до 3,1 раза) при сохранении по- 
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вышеккого (ниже нормы), хотя и сокращенного содержания путреацина 
(в 2,2 раза) и 1-цистатиэнина (до 23%). На бО-й мин ИММ все еще 
сохранялось понижение концентрации путресцина, спермидина и сперми
на (на 38, 15 и 42% соответственно) на фоне повышенного содержания 
путреанина (на 19% выше нормы) и 1-цистатионина (на 23%). а

Рис. 2. Содержание специфических компонент(ямоль/г ткани) я раз- 
личных отделах головного мозга крыс при иммобилизации. Обозначения 

те же. что и на рис. I

3-часовая ИММ вновь приводила к значительному снижению концен
трации полиаминов—путресцина до 66%. спермидина до 58% и спер
мина до 48%—при одновременном повышении содержания гомокарно
зина (до 53%). путреанина (до 86%) и 1-цистатионина (до 29%).

В больших полушариях мозга 5-минутное воздействие ИММ сопро
вождалось повышением концентрации путресцина (на 26%). путреани
на (на 34%) и особенно гомокарнозина (в 2,9 раза) при одновремен
ном снижении содержания спермидина (на 29%). На 15-й мин ИММ 
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было отмечено еще более значительное снижение концентрации путрес
цина (до 58%) и спермидина (до 39%) наряду с повышением содер
жания спермина (на 20%), дальнейшим увеличением количества путрса- 
нина (до 2,1 раза ниже нормы) и 1-цнстатионина (в 2,2 раза) при не
котором снижении количества гомокарнозина (до 2.2 раза выше конт
роля). На 30-й мин происходило повышение концентрации путресцина 
(до 15% ниже нормы), спермидина (до 19%) и спермина (до 2,2 раза 
выше нормы) при снижении количества гомокарнознна (до 22% ниже 
нормы), путреанина (до 28% выше нормы) и 1-цистатионина (до 93% 
выше нормы). На 60-й мин сохранялось снижение концентрации путрес
цина (на 13%) и спермидина (на 15%) при увеличении концентрации 
путреа'дина (на 28%), ’-цистатионина (в 2 раза) и спермина (в 
2,5 раза). На 180-й мин ИММ наблюдали сохранение низкой концентра
ции путресцина (на 17% ниже нормы) и спермидина (на 42% ниже 
нормы) при некотором падении количества спермина (до 39% выше 
нормы) и 1-цистатионина (до 95%) с увеличением концентрации пут
реанина (до 2.1 раза по сравнению с контролем).

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что 
ИММ оказывала выраженное воздействие на метаболизм в ЦНС под
опытных крыс, на что указывают значительные неоднозначные изме
нения концентрации полиаминов и специфических компонентов, причем 
неодинаковые в различных отделах головного мозга.

Обращает на себя внимание статистически достоверное снижение 
концентрации исследованных полиаминов на всех избранных нами сро
ках иммобилизационвого стресса в гипоталамической области (рис. 1). 
что коррелирует с соответствующим повышением количества биоактив
ных метаболитов полнамииов [6. 7]—путреанина и 1-циста.тионина, а 
также и гомокарнозина (рис. 2). Следует отметить, что в данной струк
туре головного мозга сосредоточены нейросекреторные ядра,входящие 
в гипоталамо-гипофизарно-адреналовую систему, и другие важные ней- 
рорегуляторные центры, принимающие активное участие в организации 
состояния стресса. Описанные нами сдвиги в содержании полиаминов и 
специфических компонентов могут указывать как на увеличение катабо
лизма полиаминов в условиях ИММ, так и на адаптационный характер 
накопления исследованных специфических компонентов головного мозга 
в гипоталамусе. Максимальное снижение содержания полиаминов в ги
поталамической области был'о констатировано на 15-й мин ИММ. Это 
согласуется с имеющимися данными [17] о значительном падении также 
и количества норадреналина в пп. уепйотесйаПз и зиргаорНсив гипо
таламуса на 15— 20-и мин ИММ.

Вызывает интерес также противоположное явление при ИММ— 
тенденция к накоплению полиаминов на более поздних сроках экспери
мента, особенно спермина (более всего в .мозжечке). При этом количе
ство специфических компонентов в больших полушариях также повы
шалось. Видимо, это свидетельствует о значительной интенсификации 
метаболизма г/олиаминов как их катаболизма, так и биосинтеза—в оп
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ределенных отделах мозга при ИММ. В то же время высокое содер
жание спермина при ИММ во всех исследованных отделах мозга (за 
исключением гипоталамической области) также может указывать на 
важное значение этого полиамина в процессах биосинтеза белков, в 
связи с чем в LJHC и поддерживается высокий уровень содержания 
спермина и при резко выраженном стрессорном состоянии.

Накопление 1-иистатионина в различных отделах мозга при ИММ 
подтверждает предположение о том, что в условиях стресса 1-цисгатио- 
нии может выступать как медиатор торможения [18].

POLYAMINE AND SPECIFIC COMPONENT CONTENT IN THE 
VARIOUS PARTS OF RAT BRAIN UNDER STRESSOR 

INFLUENCES. I. IMMOBILIZATION

TIGRANYAN R. A.. ‘DOEM1N N. N„ KOVALEV V. Yu.
Institute for Standardization and Control of Drugs, Ministry of Health 

of the USSR, Moscow
*1. P. Pavlov Institute of Physiology, USSR Acad. Sci , Leningrad

Influence 'of the immobilization various duration on the polya
mine (putrescine, spermidine, spermine) and the brain specific com
ponent (homocarnosine, putreanine. ^cystathionine) content in me
dulla oblongata, cerebellum, hypothalamic area and large hemispheres 
of rats has been studied. It has been shown that the immobilization 
stress led to consideiable changes in the concentration of the compo
unds mentioned in all brain parts investigated. The most pronounced 
changes were revealed on the 15th min of the immobilization. In most 
cases the drop in polyamine content correlated with the increase of the 
content in the specific components.
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Г. Хиллмэн. Клеточная структура нервной системы млекопитающих 
(Harold Hillman. Cellular Structure of the Mammalian Nervous Su- 
stem ), Великобритания, Lancaster, MTP Press Lim., Kluwer Aca
demic Pub!., 1985. 320 c.

Harold Hillman—профессор физиологии и заведующий лаборато
рией прикладной нейробиологии Суррейского университета (г. Гилд
форд, Англия). В монографии подытожены результаты 23-летних ис
следований автора и его сотрудников; многие из этих работ ранее не 
были опубликованы. Книга содержит историю развития представлений 
о клеточной стр>кт>ре ЦНС, критический анализ методов изучения ней
ронов и различных глиоцитов с помощью световой и электронной мик
роскопии. окрашивания, культуры ткани, фракционирования, а также 
физиологических методов. Автор пришел к выводу, что в ЦНС как по 
объему, так и по физиологическим, биохимическим и фармакологическим 
свойствам доминирует синцитиальная структура. В связи с получен
ными данными он радикально пересмотрел модели мембран по Dav- 
son-Danielli и Singer-Nicholson, модель миелинизации по Geren, пред
ставления о мембранном транспорте, морфологии и физиологии си
напсов, аксональном транспорте. ГЭБ и другие основные нейробиологн- 
ческие положения, которые непосредственно важны и для функциональ
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т. 6, № 2, (987

УДК 612.822.1:612.57

НЕЙРОМЕДИАТОРНЫЕ АМИНОКИСЛОТЫ И ПЕПТИДЫ И 
МЕТАБОЛИЗМ БЕЛКОВ ПРИ ГИПОТЕРМИИ

И ЗИМНЕЙ СПЯЧКЕ

ЭМИРБЕКОВ Э. 3.

Дагестанский государственный университет им. В. И. Ленина. Махачкала

Метод общего охлаждения организма с целью снижения интен
сивности метаболизма находит применение в экспериментальной биоло
гии [1] и в медицинской практике [2]. Однако при искусственной 
гипотермии теплокровных животных равномерного замедления всех био
химических реакций не происходит. При этом в результате дискоорди- 
нации ферментативных процессов развивается ряд патологических про
цессов в разных органах и тканях, и прежде всего в головном мозгу 
[1. 3]. При естественном снижении температуры тела, при гнпобнозе у 
зимоспящих животных во время зимней спячки даже при более низких 
температурах тела, чем при искусственной гипотермии, происходит пла
номерная перестройка метаболизма и сохраняется регулирующая дея
тельность ЦНС [4]. Для выяснения механизмов резистентности орга
низма к низкой температуре и прогнозирования возможных осложнений 
первостепенное значение имеет изучение специфических и неспецнфиче- 
ских реакций Головного мозга на искусственную гипотермию и разви
вающихся в нем явлений, средн которых центральное место принадле
жит регуляторным процессам. В адаптационно-компенсаторных нейрохи
мических механизмах при этом доминирующая . роль принадлежит си
наптическим нейромедиаторным системам.

Целью настоящей работы явилось изучение динамики содержания 
в мозгу таких нейромедиаторных аминокислот, как глутамат, аспартат, 
ГАМК, таурин и дипептидов—цистатионина и гомокарнозина, а также 
физико-химических характеристик белков различных фракций при гипо
термии и зимней спячке.

Опыты проводили иа белых крысах и кавказских малых сусликах 
(Citellus pygmaeus Pallas), отловленных в низменной части Дагеста
на в июне-июле 1984—85 гг. Гипотермию у крыс вызывали в спе
циальных камерах с циркулирующей холодной водой 4—5°. Ректаль-
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ную температуру снижали в камере до 19—20° в течение 55—60 мин. 
В отдельной серии опытов состояние гипотермии с температурой 19_ 20’
поддерживали 2 ч. Для вызывания зимней спячки сусликов в ноябре 
их помещали в индивидуальные клетки, создавая условия, близкие к 
естественным для этого сезона, и переносили в темную комнату с тем
пературой 5—6°. Животные впадали в зимнюю спячку с температурой 
тела 8—9°. Исследования проводили на сусликах, которых забивали в 
1-й день, через 1 неделю. 2. 3 месяца после начала спячки. Контроль
ных и подопытных животных декапитировали, голову целиком замора
живали в жидком воздухе и на холоду доставали большие полушария 
мозга. В безбелковом экстракте мозга количественное содержание ис
следуемых компонентов определяли на автоматическом анализаторе ами
нокислот ААА-881 (ЧССР). Содержание гомокарнозина определяли 
методом электрофореза на бумаге, как описано Ен Рюлом и Эмирбе- 
ковым [5].

Гш.шуз 7 
Ссдержатп нейромедиаторных аминокислот (мкмоль/г 

свежей ткани) и дипептидоз (нмоль/г свежей ткани) в
•больших полушариях головного .мозга крыс при 
гипотермии с температурой 19—20° (п=7—10)

Примечание. Здесь и в табл. 2 \о<0,05—достоверны.՛ различия по .равнеиию с 
контролем.

Компоненты Контроль 
(нормотермия)

55 -60-минут
ная гипотермия

2-часовая 
гипотермия

Глутамат 
Аспартат 
ГАМК 
Та^ри . 
Цистатионин 
Г омокар'.ю.’и’

9,14+0.39
3.21+0.25
2.54+0.17
4.21+0,20

142+1 !
22.40+0.63

10,67+0.44՜ 
2,23+0,35՜ 
1.82+0.14՞ 
5,10Ч+,21- 

130+17 
19.3+0.5՜

7,23+0,64՜
3,28+0,14
2,97+0,16
5,48+0.21՜
124+19՜

13,40+0,45՜

Проведенные эксперименты показали (табл. 1), что принудитель
ное охлаждение крыс до температуры тела 19—20’ приводит к значи
тельному изменению содержания исследуемых нейромедиаторных ами
нокислот и непропептидов. Так, количество глутаминовой кислоты в 
больших полушариях мозга при 55—60-минутной гипотермии увеличи
валось на 16.7%. а при 2-чаеовой снижалось на 20.9% по 
с таковым у контрольных крыс. В тс же время, сниженнное 

сравнению 
(на 30.5%)

содержание аспарагиновой кислоты при 55—60-минутной гипотермии 
после дальнейшего ее продолжения до 2 ч увеличивалось ՝ контроль 
ного уровня. По-разному влияет снижение температуры тела крыс и 
на содержание тормозных нейромедиаторных аминокислот- I АМК и 
таурина. При кратковременной гипотермии с 19—20 содержлни՝ ГАМК 
в больших полушариях мозга снижалось на 28.3/о. при длительной 
же—повышалось почти до уровня контроля. Содержание в мозгу таури
на увеличивалось как при кратковременной (на 21.1%), так и продол
жительней гипотермии (на 30.2%), Состояние «холодового наркоза»
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Топ тиа £
Содержанпс нейромедиаторных аминокислот и днпептидов я больших полушариях 
головного мозга сусликов (СНеПиз руятаеиз РаПах) при зимней спячке (п —6—8)

Длительность спячки
Аминокислоты, мкмоль г спежсн ткани Дипептиды, нмоль г 

свежен ткани

глутамат аспартат ГАМК таурин цистатионин гомокарпознн

Контроль (бодрствование пе
ред впадением в спячку) 9,95+0,45 2,40+0,15 2,17+0,12 2,78+0,21 152+24 48.0+1,0

1 день 8,34+0,39* 1,41+0,12* 2,83+0,12" 4,53+0.30* 218+15* 51,1+0.7"
7 дней 8,54+0,41" 1,00+0,09' 2,90+0,14" 4.98+0.27* 222+26" 56.0+1.6*

30 дней 8,42+0,40" 1.15+0,10* 2,87+0.13* 4,70+0,36* 221+27* 56.0+1,5"
90 дней 7,25+0,36" 1,10+0,08" 2,91+0,16" 4,30+0,28" 173+16* —

Бодрствование после выхода 
из спячки сразу 8,79+0,37" 1,20+0,09" 2,71+0,17* 3,93+0.17" 164+22 47.8+0,8

Через 3 дня 9.05+0,41 2,00+0,01 2,47+0.18 3,43+0,21" 145+14 49,3+0.9



крыс, вызванное гипотермией (19—20’). сопровождалось снижением 
•количества тормозных нейромедиаторных дипептидов—цистатионина и 
гомокарнозина в зависимости от длительности действия низкой темпе
ратуры.

Анализ полученных данных показывает, что при глубокой гипо
термии у крыс величина соотношения суммы нейромедиаторных воз
буждающих (глутамат 4-аспартат) и тормозных (ГАМК-"-таурин) ами
нокислот изменялась от 1.9 (при кратковременной гипотермии) до 1,2.

Как видно из табл. 2. низкая температура тела при зимней спячке 
сопровождалась не такими сдвигами содержания исследуемых нейроме
диаторных аминокислот и дипептидов, как при ее снижении путем при- 
нудительного охлаждения гомонотермного организма.

Так, при наступлении зимней спячки у сусликов содержание глу
тамата и аспартата в больших полушариях мозга снижалось соответст
венно на 16,2 и 41.2% и в течение 3 .месяцев оставалось пониженным. 
При этом происходило устойчивое повышение количества как ГАМК; 
так и таурина. В отличие от искусственной гипотермии, в динамике 
зимней спячки соотношение глутамат-Ьаспартат/ГАМК+таурин почти 
не изменялось и равнялось во все периоды спячки ~ 1.2. Коррелятивное 
изменение содержания нейромедиаторов у гетеротермов во время зим
ней спячки, в отличие от такового при гипотермии гомойтермов, ви
димо, объясняется тем. что принудительное охлаждение организма 
приводит к нарушению соотношения метаболического и медиаторного 
пулов исследованных аминокислот и дипептидов. Полученные резуль
таты свидетельствуют о том, что при зимней спячке достоверно активна 
температурная регуляция синаптической, метаболической и модулятор
ной функции нейроактивных компонентов мозга.

Наши исследования [1] показали, что как при глубокой (19—20°) 
гипотермии, так и при зимней спячке происходит снижение метаболиз
ма белков. На примере глутаминазы мозга было показано, что при ги
потермии модифицируются сами молекулы белков-ферментов, а при зим
ней спячке их активность регулируется под влиянием низкомолекуляр
ных модуляторов.

При этих состояниях мы измеряли также пептидгидролазную ак
тивность белков мозга, степень их амидированности, субклеточное пе
рераспределение и электрофоретическую подвижность. Обнаружено, что 
при глубокой гипотермии вследствие нарушения структуры мембран 
лизосом усиливался выход пептидгидролаз и соответственно повы
шался распад клеточных белков. Во время же зимней спячки, в отличие 
от принудительного охлаждения организма, в мозгу распадались в пер
вую очередь «дефектные» молекулы белков. Ферментативное дезамиди
рование белков (за счет глутаминового остатка) в мозгу в динамике 
зимней спячки сусликов подвергалось определенной регуляции, а при 
гипотермии нарушалось.
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NEUROTRANSMITTER AMINO ACIDS AND PEPTIDES AND 
PROTEIN METABOLISM DURING HYPOTHERMIA 

AND HIBERNATION

EMIRBEKOV E. Z.

V. I. Lenin Daghestan State University, Makhachkala, USSR

Hypotermia (19—20 cC) led to a decrease in aspartic acid and՜ 
GABA and increase in glutamate and taurine content in the big cere
bral hemispheres. When hypothermia continues lor 2h the amount of 
aspartate and GABA rose to control level, glutamate content, on the- 
contrary, reduced, and that of taurine remained increased. Deep hypo
thermia was accompanied by reduction of inhibitory neurotransmitter 
dipeptides, cistathionine and homocarnosine. Low body temperature du
ring hibernation of Caucasian small ground squirrels led to the shifts- 
in neurotransmitter amino acids and dipeptides content studied diffe
rent from those observed at forced cooling of hoinothermal organism֊ 
Unlike artificial hypothermia in the dynamics of hibernation the ratio of 
glutamate-|-aspartate/GABA-|-taurine almost did not change and equa
led 1,2 at all periods of hibernation. Proteolysis and desamidation of' 
proteins in brain during hibernation was subjected to certain regula
tion that failed during hypothermia.
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ВЛИЯНИЕ НЕЙРОСПЕЦИФИЧЕСКОГО БЕЛКА S-100 НА 
АТРа-зную АКТИВНОСТЬ МОЗГА

/
СИМОНЯН А. А.. -БОДЬЕ Ж.. “ХАГЛИД К. Г.

I-Ькгигуг биохимии АН АрмССР, Ереван
’Лаборатория физики Института фармацевтических наук. Страсбург. Франция 

••Институт нейробиологии Гетеборгского университета. Швеция

Благодаря фундаментальным исследованиям, проведенным в лабо
ратории Н. Hyden, была обнаружена функциональная взаимосвязь 
между белком S-100. окислительным фосфорилированием и процессом 
трансмембранного переноса ряда ионов и аминокислот [1]. Было выс
казано предположение о возможном взаимодействии белка S-I00 и 
Са*+, Mg2՜ -АТРазы, которое нашло экспериментальное [Подтвержде
ние [2].

Далее было оонаружено, что нейроспецифический белок S-100 по
вышает фосфорилирование определенной группы белков [3] и стиму
лирует активность АТРазы во фракции мембран ядер [4, 5] головного 
■мозга.

Первоначально предполагалось, что белок S-100 является гомо
генным, однако позднее выяснилось, что он состоит из двух компонен
тов, относящихся к Са2 4 -зависимым (S-ЮОа) и Zn2 +-зависимым 
(S-1OOb) белкам [6 7]. Определение величины М г в присутствии 
ДДС-Na показало, что белок S-100I) состоит из двух идентичных 
Р-субъединиц. а белок S-ЮОа из субъединиц а и р с Мг 10,5 кД 
каждая [6]. Таким образом, оба белка содержат р-субъединицу в ка
честве общего структурного компонента, хотя не исключены аминокис
лотные различия в структуре р-субъединицы из белков S-ЮОз и S-100b. 
Первичная структура ^-субъединицы гомологична таковой р-субъедини
цы. но характеризуется 'наличием единичного триптофана и цистеина 
[6]. Добавление Са՜ изменяет конформацию белка S-100 [4. 5]. при 
этом происходит образование дисульфидных мостиков 'между двумя из 
трех молекул цистеина, входящих в его состав [8].

С целью изучения роли иейроспецифических белков S-ЮОа и 
S-ЮОЬ в энергетическом метаболизме нервной ткани в данной работе 
было исследовано их влияние на АТРазную активность в различных
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субклеточных фракциях (митохондрии, синаптосомы, миелин) мозга мон
гольской песчанки.

Опыты проводили на самцах монгольских песчанок массой 100— 
120 г. Методы Гомогенизации ткани мозга, выделения субклеточных 
фракций приведены в предыдущей работе [9]. Об активности АТРазы 
судили по нарастанию Р։ в следующей инкубационной среде: Са2 +— 
0.1—0,5 мМ, АТР—1,2 .мг в пробу и субклеточные фракции, соответ
ствующие 0.5—1.0 мг белка: объем смеси—1.0 мл. Время инкубации— 
30 мин при 37°. Р| определяли спектрофотометрическим методом 
Lowry, Lopez [10]. Полученные данные пересчитывали на мг белка, 
который определяли по Lowry и соавт. [11].

Белок S-100 был выделен и очищен из ткани мозга быка методом 
Moore [12] и Nika и соавт. [13, 14]. Белок S-ЮОа получен по Isobe и 
соавт. [15] и Deinum и соавт. [16] с некоторыми модификациями Ван- 
dier и соавт. [17]. Белок S-i00b получен Zn-зависимой аффинной хро
матографией no Baudier и соавт. [18]. Чистоту антигенных препа
ратов контролировали электрофорезом в 20%-ном ПААГ с мочеви
ной и ДДС-Na [17].

Таблииа I
Влияние белков 5-100* и 5- ЮОЬ на АТРазную активность (ДР в мхатомах/мг белка)՛ 

в субклеточных фракциях мозга монгольской песчанки

Условия 
опыта

Мозг Печень

мнто- % акти- 
хондрии нации

синапто- % акти- 
сомы нации

% акти-
М11?л"" »аВии митохондрии

Контроль

Белок
S-100a

Белок 
S-ЮОЬ

25.9+2.1
(8)

52,4+4.6 102.5
(16)

р< 0,001
72,1+7,6 178,4

(16)
р<0,001

39,5+2.8
(8)

43.1+2,3 9.1
(12)

46.0+2,4 16,6
(12)

29,1+4.2
(9)

64,1+6,9 120.4
(18) 
р<0,001

60,3+3,4 107,2
(181
р<0.001

13,8+1,0- 
(8)

13.7+0,5 
(16)

14,4+0,5 
(16)

Примечание. Белок 5-100а или белок 5-100!> добавляли в количестве 1.4-10 6 М 
(10 рг/мл) на 0.5—1.0 мг белка. Здесь и в табл. 2 в скобках указано количество 
опытов.

Полученные результаты (табл. 1) показывают, что под влиянием 
белка Б-100а активность АТРазы в митохондриях мозга повышается более 
чем в 2 раза. В присутствии такого же количества белка Б-ЮОЬ актив
ность фермента составляет 178.4% по сравнению с контролем. Активи
рующее влияние белков 5-100л и 5-100Ь в синаптосомнои фракции 
АТРазы значительно менее выражено и составляет всего 9,1 и 16,6% 
соответственно. Заметный эффект активирования белком 5-100 отме
чался в отношении АТРазы миелиновой фракции мозга. В опытах с 
белком 5-100а активирование составляло 120,4%: более чем вдвое по
вышалась активность фермента в присутствии добавленного белка Б-ЮОЬ.

Представляло интерес сравнительное изучение влияния нейроспеци- 
фического белка 5-100 на активность АТРазы в изолированных мит՜՜ 
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хондриях печени монгольской песчанки. Данные, приведенные в табл. 1, 
показывают, что добавление белков 5-100а или 8-100Ь не вызывает 
сдвигов в активности фермента в митохондриях печени и не оказывает 
влияния на активность АТРаэы митохондриальной фракции печени 
также при совместном добавлении с Са2 + или Ип2 * (табл. 2). Это 
дает основание полагать, что активирование АТРазы в субклеточных 
образованиях мозга белками 5-100а и 5-100Ь является специфическим 
процессом, присущим только нервным клеткам.

Интересные результаты получены при использовании белков 5-100а 
и 5-1001։ в качестве активатора АТРазы в отдельных фракциях мозга 
с Са2 и 2п2 + соответственно. Как показывают результаты этих ис
следований (табл. 2). при совместном добавленип Са2 + и белка 5-100а 
активность АТРазы в митохондриях мозга монгольской песчанки повы
шается на 32,5% по сравнению с пробами, содержащими только Са2 +- 
В этих же условиях активирование фермента в присутствии 2п2 + и 
белка 5-ЮОЬ составляет 12.8 и 11.9% (при концентрации цинка 0.5 и 
0.1 мМ соответственно).

В еннаптосомной фракции мозга по существу не отмечается активи
рования АТРазы при совместном добавлении соответствующих ионов 
и белка 5-100;։ и 5-ЮОЬ.

Совместное добавление белка 5-100а и 5-ЮОЬ и Са24 или 2п2'՜ 
достоверно повышает активность АТРазы в миелиновой фракции моз
га. Так, активирование фермента в присутствии Са21՜ и 5-Ю0а состав
ляет 29,0"» по сравнению с Са24՝. Активирование фермента белком 
5-ЮОЬ в присутствии 2п։‘ обратно пропорционально концентрации 
добавленного цинка: при добавлении 0,5 мМ 2п2+ оно составляет 35"о, 
а в присутствии 0,1 мМ достигает 85“о.

7*аи.шцо 2'
Влияние белков 5-Ю0а и 5-ЮОЬ и двухвалентных катионов ка АТРазиую 

активность (ДР в мкатомах/мг белка) в субклеточных фракциях мозга 
монгольской песчанки

Условия опыта

Мозг Печень

митохон
дриимитохон

дрии
% акти

вации синаптосомы миелин % акти
вации

Са=+ 0,5 мМ

Са3՜!- 0.5 мМ 
5-100»

7.П-+ 0.5 мМ

Хп2+ 0.5 мМ 
5-1001։

2п=+ 0,1 мМ

2п21 0,1 мМ
5-ЮОЬ

76.2+9.5
(16) 

101.0д:7.9
(16) 

рс0.05 
142.7+7,7

(16)
161.0+8.3

(16)

119.7+7.5
(16) 

131.0+9,7
(16) 

р<0,4

32,5

12.8

11.9

51,7+2.5 
(12)

53,3+2.7 
(12)

52.5+1.7 
(л)

55.8+1.9 
(8)

54.4+2,7 
(8)

58.3+2.8
(8)

107,0+12.2 
(18՜)

138.1+8.6
(18) 

р <0.0.5 
95 1+5,3

(18) 
128.4+13,2

(18) 
р=0,025 

73.4+7,5
(16) 

135,8+23,3
(16) 

р<(1.01

2°.0

35,0

85,0

23.3+0.6 
(16)

23,9+0,9 
(16)

19.7+0.6 
(16)

19.5+1,0 
(16)

17.4+0,5
(16)

13.4+0,6 
(16)

251



Таким образом, полученные результаты позволяют заключить, что 
под влиянием белка 5-100 заметно активируется катаболизм макроэр
гов головного мозга. Этот процесс интенсивно протекает в изолирован
ных митохондриях и миелиновой фракции и гораздо менее заметно—з 
синаптосомах мозга.

Авторы выражают признательность д-ру А. Хамбергеру за советы 
и содействие при выполнении работы.

EFFECT OF S-100 PROTEIN ON THE ATPase ACTIVITY 
IN BRAIN

SIMONIAN A. A. ’BAUDJER J. •‘HAGLID K. G.

Institute of Biochemistry, ArmSSR Acad. Sc։.. Yerevan
•Institute of Neurobiology. University of Goteborg, Sweden 

••Laboratorie de Physics, ERA, UER des Sciences Pharmaccutiques, 
Strasbourg, France

The effect of the purified components of S-100 protein—S-lOOa 
and S-lOOb—on the ATPase activity was examined in mitochondria, 
rnyeline and synaptosomes of the mongolian gerbils brain. S-lOOa pro
tein significantly activates the Ca՜’4՜-dependent ATPase in mitochondria 
and rnyeline; the same is the effect of S-100 on the activity’ of Zn4՜’’- 
dependent ATPase. Data obtained are discussed in view of the possible 
involvement of S-100 protein in nervous tissue bioenergetics.
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Антидепрессанты а функция рецепторов. 123-й симпозиум фонда Ciba 
(пер. с англ.). J- Willey and Sons, 302 с., 1986.

Antidepressants and Receptor Function. Ciba Foundation Sympo
sium 123 (Ed. by R. Portera and G. Bock). J. Willey and Sons Ltd., 
Baffins Lane, England, 302 p., 1986.

В книге представлены труды симпозиума по антидепрессантам и 
функции рецепторов (Лондон. 19—21 ноября 1985 г.). Описываются 
различные методы исследования связей между системами моноаминов, 
депрессией и применяемыми для ее лечения антидепрессантами. Об
суждаются новые данные о рецепторах и участках, по которым осуще
ствляется захват моноаминов в мозгу и периферических тканях. Особое 
внимание уделено а- и p-адренорецепторам, участкам связывания 
РН]импрамнна и сеРотониновым рецепторам. Приводятся данные мо
ниторинга аминометаболитов в спинномозговой жидкости и результатов 
изучения нейроэндокринных, физиологических и поведенческих реакций 
в ответ на введение Фармакологических агентов, что служит источником 
информации о моноаминергических функциях у больных, страдающих 
депрессией, и У подопытных животных в ходе и после лечения антиде
прессантами или электроконвульсивным шоком. Рассмотрено значение 
генетических факторов в степени доступности рецепторов при лечении 
депрессивных состоянии. для чего использованы подходящие модели за
болеваний на подопытных животных, например, обусловленное стрессом 
подавление поведенческих реакций у крыс или воздействие социальных 
стрессоров на макаку-резус. Книга предназначена для нейрофармаколо
гов, психофармакологов и специалистов, изучающих поведенческие реак
ции.

253



НЕИРОХИМ/М
т. 6, № 2, 1987

УДК 612.822.1

ВЛИЯНИЕ ПИРАМЕМА НА МЕТАБОЛИЗМ ЯДЕРНЫХ 
БЕЛКОВ НЕЙРОНОВ И ГЛИОЦИТОВ НЕКОТОРЫХ 

СТРУКТУР ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫСЫ В НОРМЕ И ПРИ 
ЛИШЕНИИ ПАРАДОКСАЛЬНОЙ ФАЗЫ СНА

КЛЕНИКОВА В. А.. ГЛУЩЕНКО Т. С., ТЕНЧЕВА Ц.

Институт физиологии им. И. П. Пазлоза АН СССР. Ленинград

В последнее время в клинической и экспериментальной практике 
находят применение структурные аналоги и производные ГАМК раз
личного строения. Один из таких аналогов—ноотропный препарат пи- 
рамем (международное название пирацетам), относящийся по послед
ней классификации психотропных средств к атипичным психостимулято
рам, влияет на функции ЦНС. действуя на разные звенья синаптической 
передачи нервного возбуждения, способствуя повышению устойчивости 
условных рефлексов, облегчению обучения и запоминания, удлиняя пе
риод бодрствования и уменьшая потребность в сие [1, 2]. В то же 
время известно, что избирательное лишение парадоксальной фазы сна 
(ПФС). по электрофизиологическим данным, приводит к увеличению 
возбудимости нейронов [3]. вызывает амнезирующий эффект на долго
временную память, на сохранение полученной информации [4].

По экспериментальным данным, пластические репаративные процессы 
в нейронах и нейроглии в течение сна тесно связаны прежде всего с 
метаболизмом РНК и белков [3]. Нарушение же цикла бодрствова
ние—сон у крыс, в частности лишение их ПФС. приводило к сдвигам 
метаболизма РНК и белков в нейронах и глиоцитах стволовой части 
мозга [3, 5]. Было показано, что клеточные структуры дорзального ядра 
шва (ДЯШ) имеют прямое отношение к организации сна [5]. При 
этом следует отметить, что с помощью анализа вызванной нейронной 
активности были выявлены связи этого ядра с зоной САз гиппокам
па [6].

В системе (Я vitro пирамем повышал скорость включения меченых 
предшественников в РНК и белки в клеточные структуры коры боль
ших полушарий [7]. Ранее было показано, что этот препарат при ораль
ном введении увеличивает синтез ядерных РНК и белков в головном 
мозгу крыс in vitro [10].
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В связи с вышеизложенным представляло интерес выяснить влия
ние пирамема на метаболизм белков разных отделов головного мозга 
на клеточном уровне в норме и в условиях лишения ПФС. Объектами 
исследования были ДЯШ, синее пятно (СП) и зона САз гиппокампа.

Опыты были поставлены на взрослых крысах-самцах линии Wistar 
массой 180—200 г. Пирамем вводили по ранее апробированной схеме 
[7]. Исследовали 4 группы животных: 1) крысы, лишенные ПФС в 
течение 24 ч по методу YOlivet; 2) крысы, которым орально вводили 
пирамем, растворенный в дистиллированной воде в дозе 100 мг/кг три 
раза в течение 24 ч: 3) контрольная группа крыс, которым вводили 
физиологический раствор в том же объеме, что и пирамем. и содер
жали в клетках в стандартных условиях: 4) крысы, получавшие пирамем 
по той же схеме, что и вторая группа, на фоне лишения ПФС в течение 
24 ч. Для определения интенсивности белкового синтеза всем крысам 
за 1 ч до окончания эксперимента внутрибрюшинно вводили DL-’H-фенил- 
аланин (У. А. 31.3 Ки/мМоль. В/О «Изотоп») в дозе 10 мКи/r. Го
ловной мозг после быстрой декапитации фиксировали в охлажденной 
жидкости Карнуа и подвергали общепринятой гистологической обработке 
[15]. Каждая группа состояла из 4—5 животных. Методами количест
венной цитофотометрии и авторадиографии в параллельных срезах ис
следованных отделов головного мозга определяли содержание суммарных 
белков и интенсивность включения метки в них в расчете на одно ядро 
нейрона и глиоцита. Детали использованных методов описаны ранее 
[10. 15]. Средние арифметические величины находили по данным фото
метрии или подсчета зерен серебра от 60—100 клеток по 20—25 клеток 
от каждого животного. Весь цифровой материал обрабатывали стати
стически по непараметрическому критерию Розенбаума Q [11].

Полученные результаты представлены на рисунке. Введение пираме
ма по сравнению с контрольной группой животных приводило к активи
рованию включения меченой аминокислоты в ядерные белки нейронов 
ДЯШ, но в глиоцитах ДЯШ достоверных изменений не обнаружено. 
В другом ядре ствола мозга—СП, так же как в зоне САз гиппокампа, 
при введении пирамема в условиях наших экспериментов по сравнению 
с контролем достоверных изменений в интенсивности включения метки не 
выявлено. Количество белков увеличивалось в ядрах нейронов и глио
цитов ДЯШ и в глиоцитах СП.

24-часовое избирательное лишение ПФС по сравнению с контролем 
активировало белковый метаболизм мозга, что подтверждается данными 
по скорости включения метки в белки и по содержанию суммарных 
белков в ядрах нейроноз и глиоцитов ДЯШ [9]. В зоне СА3 гиппо
кампа отмечали повышение интенсивности включения меченой аминокис
лоты только в ядерные белки нейронов без каких-либо достоверных сдви
гов в глиоцитах и клеточных структурах СП. Содержание суммарных 
белков в ядрах нейроноз и глиоцитов зоны САз гиппокампа и СП при 
этом не изменялось.
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По сравнению с животными, находящимися в состоянии относитель
ного физиологического покоя, введение пирамсма крысам, подвергавшим
ся 24-часовому избирательному лишению ПФС. сопровождалось более 
значительным увеличением скорости включения меченой аминокислоты 
в ядерныс белки нейронов ДЯШ без изменений в глиоцитах, при этом 
и содержание суммарных белков увеличивалось в нейронах ДЯШ. Анало-

Рис. Влияние пирамсма из содержание (I) и интенсивность включения 
РН]фснилаланнна (II) в ядериые белки нейронов (в) и глиоцитов (•*.) 
гиппокампа (а), синего пятна (6) и дорзального ядра шва (в) на фоне 
24 ч лишения парадоксальной фазы сна. По о;и ординат—изменения 
в % по отношению к контролю, принятому за 100%; /—контроль, 2—пи- 

рамем. 3—лишение ПОС, 4—нирамсмЧ-лишснне ПФС

гичное повышение интенсивности включения меченой аминокислоты отме
чено в ядрах нейронов зоны САз гиппокампа, но оно наблюдалось на 
фоне незначительного, но достоверного снижения содержания суммарных 
белков в ядрах нейронов и глиоцитов. В СП выявлено достоверное сни
жение содержания суммарных белков в ядрах нейронов без каких-либо 
изменений в глиоцитах: сдвиги интенсивности включения меченой ами
нокислоты отсутствовали. Выявленное снижение содержания суммарных 
ядерных белков в нейронах и глиоцитах гиппокампа и нейронах СП 
позволяет предполагать более высокую скорость распада белков по 
сравнению со скоростью их синтеза.
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Таким образом, по полученным данным, в неодинаковых по своей 
морфофункциональной организации нейронах выявлен метаболический 
ответ на разные фазы сна и на нейрофармакологическое воздействие, 
что согласуется с данными литературы [3, 12].

Высокая реактивность ядра, его белковый синтез обеспечивает ос
новное течение метаболических процессов всей клетки [13].

Причины функционально обусловленных изменений содержания нук
леиновых кислот и белкоз в нейронах неоднократо обсуждались [14]. 
Колебания уровня содержания макромолекул могут быть связаны с из
менениями скорости их синтеза и распада, транспортом внутри клетки.

По данным Демина и соавт. [3, 14]. при нарушениях сна происхо
дит биохимическая модификация мембранных структур в ткани разных 
отделов головного мозга.

Таким образом, у контрольных животных пирамем при использо
ванной схеме введения активировал белковый метаболизм ДЯШ. Объ
яснить такое избирательное действие пирамема на данную структуру 
пока трудно, требуются дальнейшие экспериментальные исследования в 
динамике.

Изменения белкового метаболизма при 24-часовом избирательном 
лишении ПФС подтверждают данные, полученные ранее, и свидетель
ствуют о прямом участии ДЯШ в организации цикла бодрствование—сон 
и метаболической связи этого ядра с зоной САз гиппокампа [5, 15].

Введение пирамема на фоне 24-часового лишения ПФС приводило 
к более значительному активированию белкового метаболизма в ДЯШ 
и гиппокампе по сравнению с действием препарата на контрольных жи
вотных. Это указывает на различные метаболические эффекты пирамема 
на белковый метаболизм в разных структурах мозга и в различных фи
зиологических условиях—нормы и депривации сна. Возможно, что уже 
в таких дозах пирамем переводит всю НС на более высокий уровень 
функционирования [1]. способствуя восстановлению метаболизма всего 
мозга, измененного нарушением нормального цикла бодрствование—сон.

EFFECTS OF PYRAMEM ON METABOLISM OF NUCLEAR 
PROTEINS OF THE NEURONS AND GLYOCYTES IN SOME

BRAIN STRUCTURES OF NORMAL AND REM-SLEEP 
DEPRIVATED RATS

KLENIKOVA V. A., GLUSHCHENKO T. S., TENCHEVA Z.

I. P. Pavlov Institute Physiology USSR Acad. Sei.. Leningrad

By means of autoradiography and double wave-length cytophoto- 
inetry it was revealed that pyramem activated protein metabolism only 
in n. raphe dorsalis (NRD)-neurons. The incorporation of labelled phe
nylalanine in the proteins and the content of the total protein were 
increased in the neuronal and glial nuclei of NRD in the case of 24 h 
.sleep deprivation in comparison with the control rats. Administration 
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of pyramem to 24 h REM-sleep deprivated rats led tc more effective in
corporation of the label into nuclear proteins of NR D'neurons without 
changes in the glial cells, content of the total protein was increased in. 
NRD-neurons. The same increase of intensivity of incorporation of the 
label takes place in the hippocampal neurons nuclei. Factors that me
diate the effect of pyramem on the neuronal membranes are discussed..
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СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ И УРОВЕНЬ 
МАЛОНОВОГО ДИАЛЬДЕГИДА В МОЗГУ КРЫС

«СПОСОБНОЙ» И «НЕСПОСОБНОЙ» ЛИНИЙ ТРАЙОНА: 
СВЯЗЬ С УСТОЙЧИВОСТЬЮ К СТРЕССУ

ГУЛЯЕВА Н. В.. ХОНИЧЕВА Н. М.. ОБИДИН А. Б.

Институт высшей нервной деятельно: тх и нейрофизиологии АН СССР, Москва

Крысы линий Трайона. селектированные по признаку высокой 
(„maze-brig hi") и низкой („maze-dull") обучаемости в Т-образном 
лабиринте [1], характеризуются соответственно слабым и сильным ти
пом НС. а также низкой и высокой устойчивостью в стрессовых ситуа
циях. возникающих в период формирования иерархических отношений 
[2]. Изменения содержания глюкозы в крови животных при стрессе, 
вызванном введением адреналина, свидетельствуют о лучших мобили
зационных способностях организма в этих условиях у крыс линии 
dull по сравнению с крысами линии bright [3]. Таким образом, дли
тельный отбор крыс на высокую и низкую способность к обучению в 
лабиринте привел к появлению у них наследственно закрепленных фи
зиологических и поведенческих различий, в частности в реакции крыс 
этих линий на стрессовые ситуации. В связи с этим крыс линии Трайона 
можно рассматривать как модель наследственной устойчивости (dull) и 
неустойчивости (bright) к стрессу.

Одним из важнейших звеньев повреждающего действия стресса 
на уровне мозга является активация свободнорадикального окисления, 
в частности перекисного окисления липидов [4]. Существенную роль в 
регуляции уровня перекисного окисления в настоящее время отводят 
ферменту антнрадикальнои защиты организма супероксидднсмутазе 
(СОД), (К. Ф. 1.15.1.1). осуществляющей дисмутацию супероксидного 
анион-радикала [5]. В настоящей работе исследован уровень перекисного 
окисления липидов и СОД-активность в мозгу крыс линии Трайона. 
Полученные данные сопоставлены с показателями поведения этих жи
вотных в стрессовых ситуациях.

В работе использовали 14 крыс-самцов линии dull и 12 крыс-самцов 
линии bright. В качестве контроля дополнительно исследовали 15 белых 
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беспородных крыс-самцов в возрасте 3-х месяцев. После исследования 
поведения животных декапнтирозали, извлекали и быстро охлаждали 
мозг, гомогенизировали кору больших полушарий и в супернатанте оп
ределяли уровень малонового днальдегида в реакции с тиобарбитуровой 
кислотой [6]. а также СОД-активность по торможению реакции ауто
окисления адреналина [7] и в системе ,\’А0Н-феназин-.м-сульфат с 
нитросиним тетразолиевым [8] (во всех случаях при исследовании 
СОД-активности по обеим методикам были получены сходные резуль
таты).

Д » И 20 2! 30

Рис. Содержание малонового днальдегида и СОД-активность в мозг՜ 
крыс ։/«// (О) » (©) По оси абсцисс—содержание .малонооог
днальдегида (имоль/г сырого веса мозга), по оси ординат—СОД-актив 

кость (ед/г сырого веса мозга)

При исследовании поведения крыс по методике «эмоционально, 
резонанса» [9] у крыс линии bright преобладала реакция предпочтения 
закрытого пространства (тип неизбегания сигналов болевого раздраже
ния партнера), а у крыс dull преобладал тип беспокойного поведения. 
В тесте «открытое поле» у крыс bright наблюдали низкую двигательную 
активность и значительную дефекацию, а у крыс dull высокую двига
тельную активность при низком уровне дефекации. Таким образом, в 
стрессовых ситуациях крысы bright характеризуются более низкой по
веденческой стрессоустойчнвостыо. что соответствует данным литерату
ры [2, 3].

СОД-активность В мозгу крыс bright была в 1.5 раза выше, а уро
вень малонового днальдегида в 2 раза выше (различия достоверны при 
р<0,001), чем у крыс dull (у последних значения изученных парамет
ров совпадали с таковыми для белых беспородных крыс). Обнаружена 
корреляция (г=0,74) СОД-активности и уровня малонового диальде
гида в мозгу крыс bright и dull (см. о-сенок).
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Полученные данные свидетельствуют о том. что неустойчивость к 
стрессу у крыс bright сопровождается повышенным уровнем малонового 
диальдегида в мозгу. Известно, что уровень материала, реагирующего 
с тиобарбитуровой кислотой, свидетельствует не о содержании «предоб- 
разованного» малонового диальдегида в ткани, то есть не отражает его 
уровень in vivo [10]. но может быть интерпретирован как интегративный 
показатель, отражающий способность липидов подвергаться перекисному 
окислению (в частности, при индукции свободнорадикального окисления 
в условиях инкубации образца с тиобарбитуровой кислотой при нагре
вании в кислой среде). Повышенная чувствительность липидов мозга 
крыс bright к перекисному окислению может быть обусловлена дефици
том эндогенных антиоксидантов и/или аномальным составом мембран
ных фосфолипидов (повышением доли легкоокисляемых липидов).

Выявленная нами корреляция уровня малонового диальдегида и 
СОД-активности позволяет выдвинуть предположение о тесной связи 
этих показателей. В работах Симоняна и соавт. [11—13] убедительно 
продемонстрирована ферментативная генерация супероксида медьсодер
жащей СОД в восстановленном состоянии, то есть возможность «обра
щения» действия СОД. Особого внимания заслуживает тот факт, что 
генерация супероксидного аниои-радикала происходит з присутствии вы
соких концентраций перекисей [12]. Высказывается также предположе
ние о том, что супероксид-анион не восстанавливает медь в активном 
центре СОД. но образует стабильный комплекс с медью, обладающий 
свойствами сильного окислителя [14]. В этом случае СОД работает как 
окислительный фермент, использующий супероксид в качестве кофактора 
и способный оказывать селективное повреждающее действие на компо
ненты живой клетки. Данные работ [11—14] позволяют предположить, 
что в определенных (главным образом, патологических) состояниях дей
ствие СОД в организме может иметь не «антиоксидантную», а «проок- 
сидаитную» направленность. Возможно, что именно этот феномен лежит 
в основе наблюдаемого у крыс bright высокого содержания малонового 
диальдегида в мозгу при повышенной СОД-активности.

SUPEROXIDE DISMUTASE ACTIVITY AND LEVEL OF 
MALONDIALDEHYDE IN THE BRAIN OF „MAZE-BRIGHT" AND 

.MAZE-DULL” TRYON STRAINS OF RATS: RELATIONSHIP
WITH THE RESISTENCE TO STRESS

GULYAEVA N. V.. KHOHITSHEVA N. M.. OBIDIN A. B. 

institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology. USSR 
Acad. Sei., Moscow

Differences in behavioral patterns of able („maze-bright") and 
disable (,,maze-dull“) Tryon strains of rats have been demonstrated 
indicating higher resistance of dull rats to stress situations. Levels of 
superoxide dismutase activ*tv and of thiobarbituric acid-reactive mate
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rial were much higher in brains of <rbright* rats. A positive correlation 
existed between superoxide dismutase activity and-malondialdehyde 
content. A possible „prooxidant- role of superoxide dismutase in cer
tain pathological condition is discussed.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ДОДЕЦИЛСУЛЬФАТА НАТРИЯ ДЛЯ 
СОЛЮБИЛИЗАЦИИ ПЕРЕЖИВАЮЩИХ СРЕЗОВ МОЗГА

БУ ДАНЦЕВ А. Ю.

Институт биологической физики АН СССР. Пущино

Солюбилизация персжипаюших срезов мозга в 0,5%-ном растворе ДДС-Ха (4 ч, 
- 0—60е) дает возможность в параллельных аликвотах одновременно определять белок 
ио L«Avry. уровень радиоактивности с диоксановым сцинтиллятором и осуществлять 
-лектрофоретическое разделение белков в ПААГ.

Для изучения различных физико-химических процессов в нервных 
клетках (высвобождение и захват нейротрансмиттеров, фармакологиче
ские исследования синаптической передачи, метаболические процессы в 
нервных клетках и т. д.) широко используется метод переживающих 
срезов мозга. Подавляющее большинство работ с применением этого 
метода выполнено с различными физиологически активнь^ми соединени
ями, меченными изотопами. Один из важных этапов работы с пережи
вающими срезами заключается в экстракции из срезов изучаемых сое
динений. Для этой цели используются специальные экстрагирующие 
растворы или солюбилизация срезов. В последнем случае проводится, 
например, кипячение в щелочах [1] или растворение срезов в фирмен
ных солюбилизаторах [2 6].

В настоящей работе описан способ солюбилизации переживающих 
срезов ткани в ДДС-Na. позволяющий в отличие от известных мето
дов в параллельных аликвотах солюбилизата срезов определять белок по 
Lowry [7], проводить счет радиоактивности с диоксановым сцинтилля
тором и электрофоретическое исследование тканевых белков в ПААГ.

Материалы и .методы

Изготовление срезов. В опытах использовали крыс-самцов линия 
«Wistar», массой 150—200 г. Срезы размером 5X5 мм и толщиной 
350 мкм изготавливали на микротоме МНТ-84 [8]. затем из них спе
циальным пробойником в области головки хвостатого ядра вырезали 
цилиндры диаметром 2 мм (масса одного среза около 1.5 мг). Все ма- 
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нипуляции со срезами проводил։։ в среде следующего состава (в мМ): 
NaCI —120: КС I—3.0: №аН2РО։ —1.2: MgSO. —1.2: СаС1г—2.6: 
NaHCO3—25: глюкоза—10. Среду предварительно насыщали смесью 
СОг:Оз в соотношении 5%: 95% до pH 7.4 [9]. Поел*՝ преинкубации 
в указанном растворе (15 мин) срезы помещали в эту же среду, содер
жащую в конечном объеме (0.5 мл) следующую смесь: ГАМК 
(10 5 M)-f-[3Н] ГАМК (10 к М). Преинкубацию и инкубацию (15 мин) 
проводили при 37°. После инкубации срезы промывали холодным 
(4 ) 0,9%-ным NaCI, переносили в сосуды, содержащие 2 мл 
0.5%-ного раствора ДДС-Na на бидистнллированной воде и помещали 
в термостат (-t-50°) на 4—6 ч. После охлаждения раствора солюбили
зированных срезов отбирались аликвоты на счет радиоактивности, для 
определения белка по Lowry и электрофорез.

Экстракцию [2И\1 АМК из срезов проводили согласно методу 
Balcom и соавт. [10j с небольшими модификациям։!. Срезы (масса 
ткани 10мг) после преинкубации и инкубации с [3Н]ГАМК. как ука
зано выше, гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе с тефлоно
вым пестиком в 1 мл 80%-ного этанола, охлажденного в течение 
1—1,5 мин, центрифугировали при 3000ff. 4°. 10 мин. Супернатант 
(SO сливали, осадок ресуспендировали в 1 мл 75%-ного этанола, охлаж
денного также до температуры льда, и повторно центрифугировали. Су
пернатант (S2) сливали. Аликвоты из S| и So объемом 0.5 мл добавляли 
к 5 мл смеси Брея. Контрольные срезы солюбилизировали после зах
вата [3Н]ГАМК в 0.5 %-ном ДДС-Na.

Счет радиоактивности. 0.5 мл солюбилизата срезов в 0,5%-ном 
ДДС-Na переносили в сцинтилляционный пузырек с 5 мл диоксанового 
сцинтиллятора (раствор Брея).

В одной серии опытов по 0.025 мл водного раствора pH] ГАМК 
(3-10՜8—6-Ю՜’2 ммоль. 15—0.003 мкКи) помещали в сцинтилля
ционные пузырьки, добавляли по 0.5 мл 0,5%-ного раствора ДДС-Na 
на бидистнллированной воде или диметилсульфоксиде. В ряде опытов 
к указанному водному раствору [3Н]ГАМК в 0.5 %-ном растворе 
ДДС-Na добавляли разные количества бычьего сывороточного альбуми
на (30, 100, 300 мкг) до измерения радиоактивности. Во всех случаях 
в сцинтилляционные пузырьки добавляли раствор Брея (соотношение 
по объему с исследуемыми растворам»! 10:1), счет радиоактивности 
проводили на жидкостном счетчике «Intertechnique SL-ЗО» (Франция).

Определение белка проводили по методу Lowry и соавт. [7]. 
Стандартные растворы бычьего сывороточного альбумина (БСА) го
товили на бидистнллированной воде или 0,5%-ном растворе ДДС-Na.

Электрофорез в ПА АГ. Подготовку солюбилизата срезов мозга 
проводили в двух вариантах: а) после гомогенизации в стеклянном го
могенизаторе срезы мозга (общая масса—10 мт) солюбилизировали в 
ДДС-Na в присутствии меркаптоэтанола с кипячением при 100° в те
чение 3 мин согласно методу Laemmli [11]: б) ср^зы мозга б^з гомо
генизации солюбилизировали в 1 мл 0.5%-ного ДДС-Na в течение 
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4—6 ч при 50’. Пробы солюбилиэата объемом 30—60 мкл (20_ 50 мкг
белка) наносили в концентрирующий гель длиной 20 мм и проводили 
электрофорез в ПААГ как описано Laemmli [11]. Электрофореграммы 
депситометрировали на микроденситометре «Jouce-Loebl» Mark !HS 
(Англия).

Реактивы: ДДС-Na («Serva», ФРГ), БСА («’Sigma.», США) 
['Н| ГАМК («Amersham», Англия), ГАМК («Serve», ФРГ), РРО, 
РОРОР, нафталин, диоксан для сцинтилляторов («Реахим», СССР), 
реактивы для ПААГ («Reanal», Венгрия), Кумасси R-250 («Serva», 
ФРГ).

Результаты и обсуждение

Влияние ДДС-Na на счет радиоактивности. Величина счета радио
активности линейно зависела от концентрации [3Н]ГАМК в присут
ствии 0.5%-ного раствора ДДС-Na в пределах 102—10’ имп/мин 
(рис. 1). Присутствие в растворе [3Н]ГАМК в 0,5%-ном ДДС-Na 30, 
100 или 300 мкг БСА существенно не влияло на абсолютные значения 
величины счета радиоактивности и соответственно на линейность зави
симости счета от концентрации [3Н]ГАМК. В специальной серии изме
рений фонового счета раствора Брея с добавлением 0,5%-ного ДДС-Na 
или раствора солюбилизированных срезов в 0,5%-ном водном растворе 
ДДС-Na (10:1 по объему) показано, что хемилюминесценция отсут
ствует. Увеличение концентрации ДДС-Na от 1 до 4% значительно уси
ливало тушение сцинтилляции и соответственно уменьшало величину 
счета радиоактивности (на 20—25%). Раствор ДДС-Na в диметилсуль- 
фоксиде значительно уменьшал величину счета радиоактивности (на 
50%).

Нам не известны данные об использовании ДДС-Na для солюби
лизации переживающих срезов ткани и влиянии ДДС-Na на счет ра
диоактивности в солюбилизатах с использованием раствора Брея, хотя 
описана солюбилизация синаптосом в 1%-ном ДДС-Na (10 мин. при 60°) 
после захвата синаптосомами [’’’С] глутамата и [|4С] аспартата и после
дующего счета радиоактивности [12]. Добавление неионного детерген
та_ тритона Х-100 в толуольный сцинтиллятор, наряду с улучшением
ряда параметров сцинтилляционной смеси («Тритозол»), приводило к 
небольшому снижению эффективности счета радиоактивности [13].

Анализ счета радиоактивности при экстракции [՝Н]ГАМК из сре
зов этанолом, когда, согласно Balconi и соавт. [10]. происходит 
100%-ная экстракция с солюбилизацией срезов в ДДС-Na. показал 
хорошо сравниваемые результаты (экстракция этанолом. Sj-bSe (cpm): 
16236+745: солюбилизация в ДДС-Na 14369+871. п=7. разница не 
достоверна по критерию Стьюдента). Таким образом, солюбилизация 
срезов в 0,5%-ном растворе ДДС-Na является эффективным способом 
экстракции радиоактивных соединении из срезов, в частности свобод
ных аминокислот.
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Влияние ДДС-Nu на измерение белка по методу Lowry. Зависи
мость сптичеокой плотности растворов белка, обработанных по методу 
Lowry в присутствии и в отсутствие ДДС-Na, является линейной в 
пределах 20—100 мкг белка. Абсолютная величина оптической плотно-

7

Рис. 7. Зависимость счета радкоак- 
тияности (ерп։) ог коицентраини 
ГАМК: 7 -[3Н]ГАМК4-0,5%-ный 
ДДС-Ка: 2—(3Н ] ГАМК+0.5%-кып 
ДДС-Ка + 30 мкл БСА. 3—конт
роль—водный раствор [3Н]ГАМК. 
Величина ошибки средней составляет 

около 1% (п = 5)

Рис. 2. Зависимость оптической плот
ности (Д750) при определении белка 
(БСА) методом Lowry в присутст
вии 0.5%-ного ДДС-Na (О) и в 
контроле (ф). Величина ошибки 
средней составляет около 1% (и =5)

сти продукта реакции белка с реактивом Фолина в присутствии 0.5%-кого
ДДС-Na выше, чем в стандартном методе Lowry (рис. 2).

В работе Lees, Paxman [14] описана модификация метода Lowry 
с использованием растворения белков в 5%-ном растворе ДДС-Na на 
0,5 и. NaOH и показано, что линейность определения белка сохраняет
ся в пределах 40—80 мкг. Отмечено, что при этом можно определять 
не только белки, но и протеолипиды [15].

В ряде работ проводилось изучение влияния разных детергентов 
на определение белков по методу Lowry. Например, в работе Wang, 
Smith [16] показано, что для определения белка по методу Lowry в 
присутствии тритона Х-100, необходимо введение 10%-ного раствора 
ДДС-Na, который предотвращает выпадение осадка в процессе опреде
ления белка. Линейность определения белка (бычий сывороточный аль
бумин) сохранялась в пределах 40—120 мкг. Аналогичные данные при
ведены в работе Dulley, Grieve [17]. Обзор модификаций метода 
Lowry, в частности с использованием ДДС-Na, дан в работе Peter
son [18].

При измерении белка с красителем амидо-черным в разбавленных 
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растворах (для определения в растворах низкой концентрации бел
ка—0,75 мкг/мл) ДДС-1\'а в концентрациях от 0,2 до 1% также не 
влиял на определение белка [19].

Электрофорез в ПА АГ солюбилизированных в ДДС-Ха срезов 
■ткани мозга. На рис. 3 приведены денситограммы белков солюбилизи
рованных срезов ткани, разделенных электрофорезом в ПААГ. Коли-

Рис. 3. Денситограммы белков псрс- 
;кивмо1ци.\ срезов после электрофоре
за в ПААГ: а—солюбилизация о 
ДДС-.Х'а по методу Ьастп:Н; б— 
солюбилизация срезсз в 0.5%-ном 

ДДС-Ха

■ ■ -:. и
чество белковых полос при солюбилизации только в 0,5%-ном растворе 
ДДС-Na (рис. 3, б) меньше, чем в случае дополнительного использова
ния меркаптоэтанола и кипячения при 100°. Это объясняется тем. что 
ДДС-Na приводит к диссоциации не всех белков [20]. и поэтому до
полнительная обработка сульфгидрильными препаратами и кипячение 
приводят к более полному выявлению белков в ПААГ. В связи с этим 
целесообразно в аликвоту раствора солюбилизированных срезов вносить 
реактивы, способные к более полной диссоциации бел кое например, как 
в методе Laemmli [И] или методе Weber и соавт. [21].

Таким образом, растворение переживающих срезов в 0,5%-ном 
растворе ДДС-Na имеет несомненное преимущество по сравнению с 
другими солюбилизаторами в том, что позволяет одновременно, в па
раллельных аликвотах определять белок по Lowry, проводить изотопный 
анализ и электрофорез белков в ПААГ.

SOLUBILIZATION OF BRAIN SLICES WITH SODIUM 
DODECYLSULPHATE

BUDANTSEV A. Yu.
Institute of Biological Physics, USSR Acad. Sei , Poustchino, 

Moscow Region

Solubilization of brain slices with sodium dodecylsulphate (0.5%, 
4h, 50—60՜) makes it possible to assay simultaneously the parallel ali
quots for protein content (Lowry et al.), count of radiactivity and elec
trophoresis in PAG.
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ОБЗОРЫ

УДК 612.82.012:612.67

НЕЙРОПЕПТИДЫ ПРИ СТАРЕНИИ

БУРЧИНСКИЙ С. Г.. ФРОЛЬКИС м. в.

НИМ геронтологии АМН СССР. Ки.’З

Обобщены и проакалнзирсолны современные представления об особсяностя:; ней- 
роиептидной регуляции при старении. Рассмотрены различные аспекты влияния ней- 
ропептидсв на медиаторные системы мозга. Обсуждены возможные механизмы ։։х 
модулирующего действия на отдельные звенья центральной нейрогуморальной регуля
ции в старости и роль в развитии возрастной патологии.

В настоящем обзоре рассматриваются исключительно важные для 
нейробиологии вопросы анализа путей и механизмов действия нейро- 
пептидов как медиаторов и модуляторов функций ЦНС при старении. 
Подобно тому, как открытие нейропептидов ознаменовало новый этап 
в познании центральных механизмов нейрогуморальной регуляции, 
выяснение роли этих веществ в процессах старения мозга и развития 
возрастной патологии может стать важным звеном в поиске путей и 
средств направленной коррекции функций ЦНС в старости.

Возрастная динамика содержания нейропептидов 
в различных отделах ЦНС

Наиболее изученными медиаторными пептидами в ЦНС в настоя
щее время можно считать эндогенные опиаты—энкефалины и эндор
фины. Met- и Leu-энкефалины представляют собой пентапептиды, а 
выделенный позже р-эндорфин—полипептид, включающий в себя моле
кулу Mel-энксфалина. Распределение опиатных пептидов в ЦНС имеет 
определенные закономерности. 1 ак. областями мозга, наиболее богаты
ми энкефалинами, являются базальные ганглии и отделы лимбической 
системы и в меньшей степени гипоталамус, гипофиз и кора [1]. причем 
во всех названных областях Mot-энкефалин содержится в больших коли
чествах, чем Leu-энкефалин. Основное содержание Р-эндорфина прихо
дится на гипофиз (среднюю долю) и гипоталамус [2]. Все эти данные 
указывают на участие эндогенных опиатов, помимо регуляции болевой 
чувствительности, также в контроле эмоциональных, поведенческих и 
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гормональных реакций. В дальнейшем группу опиоидных пептидов по
полнили другие типы эндорфинов (а-, у-). динорфин. неоэндорфин и 
др. (из-за отсутствия данных об их возрастной динамике они не рас
сматриваются в настоящем обзоре).

Если принять во внимание то огромное количество фактического 
материала, который накоплен исследователями о содержании и функ
циях опиоидных пептидов в мозгу, возрастной аспект этой проблемы 
представлен более чем скромно. Но уже первые полученные данные 
весьма важны для изучения старения ЦНС. Большинство из имеющихся 
на сегодняшний день работ по этому вопросу посвящено сравнитель
ному изучению содержания энкефалинов и эндорфинов в гипоталамусе 
и гипофизе. Общим итогом этих исследований является установление 
факта разнонаправлснности изменений концентраций этих пептидов в 
данных регионах ЦНС. Содержание энкефалинов [3. 4] и 0-эндорфина 
[5, 6] в гипоталамусе при старении снижается. Имеющиеся данные о 
неизменности [7] и повышении [8] содержания МеЬэнкефалина в ги
поталамусе с возрастом получены при изучении целого гипоталамуса. 
В то же время анализ возрастной динамики содержания этого пептида 
в различных гипоталамических ядрах показал гетерогенность изменений 
концентраций МеЬэнкефалина [3], то есть ее снижение только в не
которых из них и неизменность в других ядрах. Подобное исследование 
для Р-эндорфина показало снижение его содержания во всех ядрах ги
поталамуса, кроме срединного возвышения [5].

В то же время в гипофизе содержание Ме(-энкефалина [4] и р-эн- 
дорфина [6, 7] значительно повышается в старости, что связывают с 
увеличением их биосинтеза [7]. Разнонаправленные изменения концен
трации этих пептидов в системе гипоталамус—гипофиз свидетельствуют 
о наличии различных механизмов пептидной регуляции в се разных ча
стях, а также позволяют рассматривать гетерогенность возрастных из
менений этих пептидов и возникновение дисбаланса между ними как 
важный Фактор снижения в старости гормональной реаки ни на стресс 
[6].

Отмечено также снижение содержания р-эндорфина [4] в стриату
ме, снижение содержания МеЬэнкефалина в коре и шейном и грудном 
отделах спиннсго мозга [9] и отсутствие изменений концентраций 
МеЬэнкефалина в коре, стволе мозга и гиппокампе [4].

Значительно менее изучена возрастная динамика других нейропеп» 
тидов в ЦНС. Среди них привлекают внимание работы, посвященные 
такому пептиду, как субстанция Р. Первоначально ее функции сводили 
к участию в проведении болевой чувствительности, однако уже сейчас 
ясно, что этот нейропептид участвует в обеспечении различных функ
ций в ЦНС и периферической НС, вегетативных реакциях и т. д. [10]. 
Наибольшие концентрации субстанции Р обнаружены в подкорковых 
ядрах, в тем числе в черном веществе и бледном шаре, меньше—в ги
поталамусе [11]. При старении отмечено снижение содержания этого 
пептида в подкорковых ядрах, особенно в бледном шаре, но не в коре.. 
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таламусе и гипоталамусе у людей и отсутствие изменений у крыс, за 
исключением снижения содержания в гипоталамусе [3. 12. 13].

Мало работ, посвященных изменениям с возрастом других нейро
пептидов. Так. отмечено снижение содержания соматостатина в стриату
ме и нейротензина в коре у старых крыс [13] и нейротензина в черном 
веществе наряду с отсутствием изменений в уровне соматостатина у 
людей [12, 13], а также нормальное содержание соматостатина, холе
цистокинина и нейротензина у людей [14].

Изменение регуляторной функции нейропептндов при старении

Несмотря на стремительный рост в последние годы числа исследо
ваний рецепторов пептидов в ЦНС. эта проблема в геронтологическом 
плане остается, по существу, неразработанной. Имеются лишь данные 
о возрастной динамике опиатных рецепторов. Однако именно благодаря 
этим работам стало возможным выяснение механизмов взаимосвязи 
эндогенных опиатов с другими медиаторными системами мозга, в основ
ном катехоламинергическими [15].

Сейчас является общепризнанным тот факт, что как анальгетиче
ское, так и вегетативное действие морфина и эндогенных опиатов реа
лизуется через систему специфических опиатных рецепторов [16]. Свя
зывание опиатов с рецепторами является стереоспецифическим и опо
средуется через систему' сАМР и cGMP с участием Са2 + [16]. Рас
пределение этих рецепторов в ЦНС тесно коррелирует с содержанием эн
кефалинов и эндорфинов, зо есть наиболее богаты ими гипоталамус, ги
пофиз, лимбическая и стриопаллидарная системы и кора [17]. При 
этом обращает на себя внимание выраженная взаимосвязь как распре
деления опиатных рецепторов, так и содержания самих опиоидных пеп
тидов с распределением дофаминергических нейронов и дофаминовых 
рецепторов [18]. В частности, в стриатуме опиатные рецепторы в зна
чительной своей части локализованы пресинаптическн на терминалях 
дофаминергических нейронов (19. 20]. Морфин и эндогенные опиаты, 
выступая в роли нейромодуляторов, оказывают ингибирующее действие 
на высвобождение дофамина из нейронов [19], вызывая при экзоген
ном введении симптомы дефицита дофамина в ЦНС—кататонию и ригид
ность. При дегенерации дофаминергических нейронов введением 6-гид- 
роксидофамина значительно снижается число опиатных рецепторов и 
соответственно ослабляются фармакологические эффекты морфина и эн
догенных опиатов f 18]. Известно, что дофаминергическая система ней
ромедиации в наибольшей степени страдает при старении [21]. вслед
ствие чего значительно ослабляются дофаминергические влияния, что 
тесно связано с возрастными процессами дегенерации дофаминергиче
ских нейронов, особенно в подкорковых ядрах. Поэтому в данных усло
виях изучение динамики опиатных рецепторов представляет особый ин
терес как попытка установить степень сохранности модулирующего эф
фекта опиатов на первично повреждаемую медиаторную систему.
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При старении одной из характерных особенностей опиатных ре
цепторов является различная их подверженность возрастным измене
ниям у самцов и самок. Так. у самцов крыс отмечено уменьшение ко
личества мест связывания [3Н] дигидроморфина. но с повышением их 
сродства в стриатуме, то есть в области мозга, наиболее богатым до
фамином [22]. Поскольку значительное количество рецепторов опиатов 
локализовано в подкорковых ядрах пресинаптически. то возможно, что 
сами по себе опиатные рецепторы у самцов не подвержены возраст
ным изменениям, а уменьшение их количества связано с первичными 
нарушениями и снижением числа дофаминергических нейронов, учиты
вая нормальную компенсаторную реакцию на ослабление медиаторных 
влияний—повышение сродства сохранившихся рецепторов у старых 
крыс. С этим предположением согласуются и данные о прямой корреля
ции связывания другого лиганда опиатных рецепторов—[3Н]эторфина 
у старых крыс-самцов с ослаблением их поведенческих реакций и ответа 
на стрессовые воздействия, опосредуемые через дофаминергические ме
ханизмы [22]. Косвенно это подтверждается исследованиями Chon, 
Lai и Kavaliers и соавт. [23, 24]. в которых показано снижение аналь
гетического эффекта морфина у старых крыс-самцов, в значительной 
мере опосредованного через дофамин- и холинергические нейромедиатор
ные системы. Однако имеются и сведения о снижении количества опиат
ных рецепторов у самцов крыс при старении в лимбической системе и 
стриатуме без изменения их сродства [25], сочетающееся с повышением 
толерантности к действию морфина.

В то же время у самок снижено количество опиатных рецепторов 
в таламусе, среднем мозгу и коре, но не в стриатуме, причем более вы
ражение, чем у самцов [26]. Также у самок крыс в старости отмечается 
наличие рецепторов со «средним» сродством [27]. в отличие от моло
дых крыс, имеющих два типа опиатных рецепторов—высокого и низ
кого сродства к [3Н]дигидроморфину, то есть компенсаторного увеличе
ния сродства у самок не наблюдается, что подтверждается также дан
ными других авторов [28]. В данном процессе на роль дофаминергиче
ских механизмов указывает и то обстоятельство, что при дегенерации 
дофаминергических нейронов в первую очередь снижается количество 
именно опиатных рецепторов высокого сродства [29], что и имеет место 
при старении. Большая повреждаемость опиатных рецепторов у самок, 
возможно, объясняется изменениями гормональных функций, опосредо
ванных через опиатные рецепторы и ослабленных при старении [30].

Во многом аналогичные результаты получены и при изучении 
связывания лигандов опиатных рецепторов в висцеральном ганглии дву
створчатого моллюска Mytilus edulis при старении, в частности, обна
ружено снижение числа рецепторов высокого сродства [31]. что дока
зывает ослабление опиатной регуляции с возрастом не только у позво
ночных, но и у беспозвоночных животных.

Для молекулярных механизмов рецептор-эффекторных реакций при 
действии пептидов на синаптическую мембрану при старении характер- 
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ным является снижение содержания кальмодулина у старых интактных 
крыс, а также, в отличие от молодых, уменьшение уровня гуанилатниклазы 
и активности 1\’а Ю -АТРазы в стриатуме иод влиянием опиатов [32], 
однако значение этих факторов для реализации конечных физиологиче
ских эффектов опиоидных пептидов в стареющем мозгу остается пока 
неясным.

Помимо опиатных рецепторов, в возрастном плане представляют 
интерес и данные о рецептор-рецепторном взаимодействии в подкорко
вых ядрах дофамина и пептида холецистокинина, где последний высту
пает в роли нейромодулятора, оказывая, в отличие от опиатов, акти
вирующее действие на дофаминергические нейроны [33]. Под влиянием 
холецистокинина у молодых крыс отмечается снижение количества и 
повышение сродства дофаминовых рецепторов стриатума, в то время как 
у старых животных наблюдается качественно иная реакция—увеличе
ние числа рецепторов без изменения их сродства [34]. Этот факт рас
сматривается как один из возможных механизмов возрастных наруше
ний интегративной функции дофаминергических синапсов в ЦНС. хотя 
можно предположить компенсаторное увеличение под влиянием холеци
стокинина числа дофаминовых рецепторов стриатума в условиях сни
женного их количества при старении [21].

Все вышеприведенные синаптические механизмы нарушения пеп
тидной регуляции ЦНС в старости неизбежно приводят к изменению 
функции, опосредуемых этими веществами.

Одним из таких примеров может служить увеличение с возрастом 
порога болевой чувствительности, то есть снижение восприятия боли 
[35]. Казалось бы, этот факт входит в противоречие с данными о сни
жении количества опиатных рецепторов и уровней энкефалинов и эн
дорфинов в ЦНС. В то же время значительная роль в механизмах но
цицепции в настоящее время отводится такому пептиду как субстанция 
Р. реализующему свое влияние на проведение болевых импульсов через 
стимуляцию дофаминергических влияний в базальных ганглиях [36]. 
Выше уже упоминалось о снижении содержания этого пептида у людей 
с возрастом в различных подкорковых структурах [3. 12. 13]. Значн- 
мость этого снижения на синаптическом уровне доказывается тем, что 
при электрофизиологическом анализе Р-ергические нейроны у старых 
крыс вдвое чувствительнее к экзогенно введенной субстанции Р, то 
есть отмечается рецепторная гиперчувствительность нейрональной мемб
раны в ответ на дефицит медиатора в синаптической щели [37]. Ослаб
ление Р-ергической нейромедиаиин в сочетании с угнетением дофаминер
гических влияний может явиться существенным фактором возрастного 
снижения восприятия боли. Значительное число функциональных нару
шений в старости может быть связано с опиатными рецепторами. Из
вестно, что наркотические анальгетики оказывают влияние на двига
тельную активность, причем у молодых животных эта реакция является 
двухфазной—сначала подавление, а затем активация двигательных реак
ций [38]. В старости же отмечается только стимуляция этих реакций, 
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однако значительно менее выраженная, чем у молодых крыс [38]. что, 
очевидно, связано как с уменьшением числа опиатных рецепторов в под
корковых ядрах, так и с изменениями функциональных взаимосвязей 
нейромедиаторных систем в этом регионе ЦНС. В итоге можно пред
положить значимость ослабления опиатной регуляции в возрастных на
рушениях двигательной активности.

При старении извращаются также терморегуляторные эффекты 
опиатов. У старых крыс наблюдается более выраженная толерантность 
к развитию гипотермического эффекта при применении больших доз 
морфина, что связывают с нарушением синаптических механизмов цент
ральной терморегуляции [39]. В то же время при использовании ма
лых доз морфина [39] или экзогенно введенного р-эндорфина [40] 
у старых крыс отмечена более выраженная гипертермическая реакция, 
возможно, связанная с нарушением межцентральных взаимоотношений 
терморегуляторных центров гипоталамуса, опосредуемых опиоидными 
пептидами.

В старости ослабляется также пищевое поведение, регулирующееся 
опиатной системой, поскольку агонисты опиатов активируют его, а 
налоксон тормозит [41]. Авторы отмечают важную роль в механизмах 
возрастных изменений пищевых реакций снижения количества опиат
ных рецепторов, опосредующих данную функцию.

Приведенные примеры иллюстрируют, что в результате изменения 
синаптических механизмов пептидной регуляции в ЦНС при старении 
нарушаются самые разнообразные физиологические реакции в организ
ме. Однако неиропептиды играют и еще одну важнейшую роль—они 
обеспечивают механизмы памяти, в значительной степени определяю
щие старение ЦНС.

Неиропептиды и механизмы памяти при старении

В настоящее время достаточно убедительно показано влияние раз
личных нейропептидов на механизмы нейрональной пластичности, оп
ределяющей процессы обучения и памяти [42—44]. Этими свойствами 
обладают вазопрессин, АКТГ и опиоидные пептиды [42], причем влия
нием на интегративную функцию мозга обладает внегипофизарный пул 
этих пептидов, не имеющий отношения к их гормональным влияниям, 
а действующий именно как модулятор памяти и обучения, как состав
ная часть их естественных механизмов. Действие вазопрессина на память, 
очевидно, нс является специфическим и связано, с одной стороны, с об- 
щестимулирующим действием метаболического типа, сходного с ноотроп
ными средствами, а с другой стороны—с влиянием на катехоламин и 
серотонинергические нейромедиаторные системы [43]. Содержание ва
зопрессина уменьшается при старении в гипоталамусе [45, 46] и не из
меняется в гипофизе [45], что связывают с нарушением процессов био
синтеза вазопрессина при полноценности его депонирования в гипофизе. 
С этой точки зрения представляют определенный интерес попытки исполь
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зования этого пептида для коррекции процессов обучения и памяти в 
старости. Необходимо отметить, что результаты этих исследований на 
животных представляются гораздо более оптимистичными, чем в клини
ческой практике, что связывают с трудностью учета сопутствующей воз
растной патологии у людей и возможными межвидовыми различиями в 
концентрации и механизмах действия этого нейропептида. В целом, эк
зогенно вводимый вазопрессин оказывал менее выраженное в челове
ческом организме и более выраженное у животных положительное влия
ние на ослабленные при старении механизмы памяти [44, 47]. При этом 
вазопрессин оказывался эффективным прежде всего на тестах, требую
щих смысловой переработки информации, а не механического запоми
нания. а также при выработке условных рефлексов [48].

Пока еще невозможно утверждать, что дефицит вазопрессина в 
ЦНС непосредственно ответствен за нарушения памяти при старении. 
Несомненно, что не меньшую роль здесь играют возрастные изменения 
и в других медиаторных системах, особенно катехол- и холинергических. 
Однако важным представляется вывод о том, что эффективность ва
зопрессина как корректора процессов обучения и памяти связана не с 
диффузной активацией катехоламиновых рецепторов в ЦНС, а только 
тех из них, которые обеспечивают данную функцию мозга [48].

Что касается действия остальных пептидов как регуляторов высшей 
нервной деятельности в возрастном аспекте, то такие данные крайне 
немногочисленны. Данные об эффективности фрагментов АКТГ на про
цессы обучения в старости [44, 49] носят эмпирический характер, так 
как практически отсутствуют исследования динамики и особенностей 
регуляции негормональной фракции АКТГ при старении. Влияние эн
кефалинов и эндорфинов на обучение и память в настоящее время пред
ставляется достаточно спорным—показано как активирующее, так и уг
нетающее их действие на эти процессы [50], что, вероятно, зависит от 
их влияния на различные медиаторные системы, дозы и продолжитель
ности курсового введения. Однако использование антагониста опиатов— 
налоксона как фактора регуляции старческих нарушений памяти у лю
дей показало его высокую эффективность [51]. что. возможно, связано 
с активацией дофамин- и адренергических систем мозга вследствие 
устранения ингибирующего влияния опиатов. Очевидно, этот путь сти
муляции ослабленных при старении медиаторных процессов следует 
признать достаточно перспективным.

Нейропептиды в регуляции функции сердечно-сосудистой 
системы в старости

При старении наступают существенные изменения нейрогуморальной 
регуляции сердечно-сосудисто։։ системы. Это приводит к изменению ха
рактера реакций системы кровообращения—увеличивается их латент
ный период, реакции приобретают волнообразный, застойный характер, 
нередко возникает застойный ответ на деистйие раздражителя [52].
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Стрессовые ситуации нередко ведут к срыву регуляции функций 
кровообращения, становясь основой развития патологии. В механизме 
изменений реакций сердечно-сосудистой системы при старении большое 
значение уделяется сдвигам в центральном звене регуляции функции 
[53]. Важными при этом представляются изменения в системе нейро
пептидов. Выше уже упоминалось о гетерогенности возрастных измене
ний динамики опиатов в различных структурах мозга, в частности—в 
гипоталамусе [3]. С этим коррелируют данные о неравномерном изме
нении гемодинамически активных структур гипоталамуса в старости— 
возбудимость одних из них растет, других—падает, третьих—не из
меняется [61]. Можно полагать, что одним из нейрохимических меха
низмов этих сдвигов является неравномерное изменение обмена нейро- 
пептидов. Разнонаправленные изменения возбудимости разных структур 
гемодинамического центра могут приводить к срыву регуляции функции 
кровообращения в старости.

С помощью иммуногистохимических и авторадиографических мето
дов показано скопление энкефалиноподобных веществ в VII пластине 
серого вещества спинного мозга, где расположены преганглионарные 
симпатические нейроны [54], в ядре солитарного тракта, в области дна 
IV желудочка, в двояком ядре, являющихся центральными звеньями 
барорецептивного рефлекса [55], в гипофизе [4. 6], некоторых ядрах 
гипоталамуса [3], то есть в зонах мозга, имеющих непосредственное 
отношение к вазомоторной регуляции.

Как уже указывалось, при старении выявлены разнонаправленные 
изменения концентраций эндорфинов и энкефалинов в - гипоталамусе и 
гипофизе. Возможно, этой гетерогенностью концентрации опиоидов во 
многом объясняется известный факт нарушения центральной регуляции 
сердечно-сосудистой системы в старости.

Показано присутствие в сердце многочисленных опиоидных рецеп
торов, участвующих в периферическом контроле сердечной функции и 
коронарного кровообращения [56].

В различных исследованиях установлена высокая активность эн
кефалинов и эндорфинов в отношении сердечно-сосудистой системы у 
животных и человека [57]. Внутривенное введение опиоидных пептидов 
сопровождается типичной депрессорной реакцией. Гипотензия, вызван
ная введением энкефалинов, развивается быстро и длится 5—10 мин. 
Брадикардия сохраняется дольше, чем гипотензивная реакция. Гипо
тензивное действие опиоидов в равной степени связано с понижением 
общего периферического сопротивления и снижением минутного объема 
крови [58].

Показано, что опиоиды снижают артериальное давление за счет 
влияния на специфические рецепторы в ЦНС. Они нарушают передачу 
возбуждения в барорефлекторных путях, воздействуя на ядра авто
номной системы в стволе мозга [59]. Не исключена и периферическая 
локализация их гипотензивного действия. Опиоидные пептиды стимули
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руют легочные хеморецепторы. что может привести к брадикардии и 
гипотензии [60]. С этим в определенной мере связано ослабление реф
лексов с барорецепторов в старости.

Известно, что наряду со старением в ходе возрастного развития 
возникает процесс витаукта. направленный на стабилизацию жизнеспо
собности организма, на сохранение его адаптационных возможностей 
[61].

Опиоидные пептиды, по-видимому, являются мощной системой, под
держивающей постоянство внутренней среды и компенсацию при воз
никновении патологии в старческом возрасте. Этот тезис подтверждает
ся как экспериментально, так и клинически.

Налоксон, антагонист опиатов, повышает артериальное давление за 
счет увеличения общего периферического сосудистого сопротивления 
только у гипертензивных животных [58]. что положительно коррелирует 
с ростом концентрации опиатов в спинном мозгу гипертензивных крыс. 
Следовательно, предполагается, что опиоиды, оказывая центральное ги
потензивное действие, являются «борющейся» системой при развитии 
гипертонической болезни в старости.

В возникновении и развитии как ишемической болезни сердца, так 
и гипертонической болезни при старении большое значение имеют фак
торы внешней среды, воздействующие значительное время на организм 
человека и ведущие к интенсивным стресс-реакциям. Тяжелый стресс 
активирует развитие атеросклероза, вызывает некоронарогенныс пов
реждения миокарда, снижает резистентность миокарда к гипоксии и 
т. д. Естественно, в организме существуют системы, лимитирующие раз
витие повреждении при стрессе. Одной из мощных стресслимитиоую- 
щих систем являются опиоидные пептиды [62[.

Показано, что опиоиды являются важнейшим звеном адаптивного 
ответа организма на стресс: содержание 3-эндорфинов повышается после 
стресса [63. 64]. при внутривенном введении р-эндорфин оказывает вы
раженное действие на кровообращение, вызывая гипотонию и бради
кардию [65]. В механизме антистрессорного действия опиоидов лежит 
способность снижать секрецию и угнетать периферические эффекты ряда 
гормонов, участвующих в формировании катаболической фазы стресса, 
в том числе и катехоламинов.

Данные о повышении уровня эндорфинов в плазме старых живот
ных также свидетельствуют о том. что при развитии ИБС в старости 
опиоидные пептиды играют важную адаптивную роль. Уже давно из
вестно .что в патогенезе ИБС в старости большое значение имеет на
рушение синтеза и метаболизма нейромедиаторов—норадреналина, до
фамина и т. д.

Показано, что опиоиды подавляют как пресинаптические механиз- 
мы выделения норадреналина [66]. так и пути прямого влияния на 
Са2 + -зависимый процесс секреции медиатора. Блокада Р-адрсноренеп- 
торов препаратами группы пропранолола приводила к понижению уровня 
эндогенных опиоидов [67]. В клинической практике, в частности в ге
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риатрии, возможно использование препаратов—аналогов опиоидных пеп
тидов. Интересен опыт применения отечественного препарата даларгина у- 
больных ишемической болезнью [68]. Авторы получили клинический 
эффект в виде снижения артериального давления. пбГшжения минутного 
объема крови. Препарат хорошо переносился больными с тяжелой сте
нокардией. Для гериатрической практики очень важным представляется 
противосклеротическое действие опиоидов. Синтетические аналоги энке
фалинов могут рассматриваться как перспективные препараты антиате- 
рогенного типа действия [69].

Существенное значение в развитии сердечно-сосудистой патологии 
в старости имеет вазопрессин, хотя количество его в гипоталамусе умень
шается с возрастом [45]. содержание его в крови нарастает, что, по-ви- 
димому, связано с усилением выброса нейрогормона в кровь [67]. Об 
этом косвенно свидетельствуют и данные об изменении нейросекреции 
ядер переднего гипоталамуса при старении [70]. Наряду с ростом кон
центрации вазопрессина в крови нарастает и чувствительность к нему 
сердечно-сосудистой системы. Большое количество вазопрессина выбра- 
сыватся при стрессе [70]. Все это приводит к тому, что в старости на
растает роль вазопрессинового компонента в развитии патологии сер
дечно-сосудистой системы, в частности коронарной недостаточности.

В последние годы из гипоталамуса был выделен ряд нейропептидов 
с выраженной карднотропной активностью, в частности нейрогормон С 
и кардиоактивный гексапептид, обладающие значительной коронаро- 
расширяющей способностью [71, 72]. Данное открытие подтверждает 
важную роль нейропептидов в регуляции деятельности различных звень
ев сердечно-сосудистой системы и свидетельствует о необходимости рас
ширения исследований возрастных аспектов данной проблемы.

Итак, к настоящему времени накоплен достаточный материал, сви
детельствующий о том, что в процессе старения изменяется система 
нейропептидов, их соотношение в мозгу, количество и сродство специ
фических рецепторов к ним. Эти сдвиги играют, очевидно, определен
ную роль в возрастных изменениях функционального состояния мозга 
и нервной регуляции физиологических систем организма. Вместе с 
тем, до самого последнего времени не были сопоставлены сдвиги фи
зиологических реакций в старости и обмен нейропептидов, не изучены 
сдвиги нейропептидов при моделировании патологических состояний на 
старых животных, возрастные изменения нейропептидов мозга при дей
ствии других физиологически активных веществ—гормонов и медиато
ров. Изучение особенностей обмена пептидов в мозгу важно не только 
для понимания механизмов его возрастных изменений, но и для разра
ботки средств предупреждения их развития
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NEUROPEPTIDES IN AGING

BL' -CHINSKY S. G.. FROLKIS V. V.
Institute of Gerontology. Academy of Medical Sciences of USSR. Kiev

The current ideas about the peculiarities of the neuropeptide re
gulation in aging are summarized and analyzed. Various aspects of the 

•effect of neuropeptides on the brain transmitter systems are conside
red. The possible mechanisms of their modulatory action on individual 
links of the central neurohumoral regulation in aging and their role in 
the development of age-dependent pathology are discussed.
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НЕЙРОХИМ/М

т. 6, № 2, 1987

ХРОНИКА

ВИКТОР ИОСИФОВИЧ РОЗЕНГАРТ 
(к 75-летию со дня рождения)

23 февраля 1987 года исполнилось 75 лет со дня рождения и 55 лет 
научной и общественной деятельности одного из старейшин советских 
ученых-специалистов в области нейрохимии, члена КПСС с 1945 г.,

ветерана Великой Отечествен
ной войны. ветерана труда, 
доктора медицинских наук, про֊ 
фессора Виктора Иосифовича 
Розенгарта.

Основные этапы жизни и 
деятельности профессора Розен
гарта были освещены в редак
ционной статье по случаю его 
70-летия («Нейрохимия». 1982, 
т. 1, с. 214—215)՝ Чтобы нс 
повторяться о славном жизнен
ном пути Виктора Иосифовича 
в науке, начавшемся еще в 
1932 г. после окончания нм 
Днепропетровского медицинско
го института, мы остановимся 
только на его творческой и ор

ганизационной деятельности в последнее время.
Профессор Розенгарт и теперь с большим успехом продолжает науч

ные исследования в Институте эволюционной физиологии и биохимии 
им. И. М. Сеченова АН СССР, посвященные разработке фундамен
тальных вопросов активности холинэстераз, прежде всего нервной си
стемы. Итоги этих изысканий имеют важное и непосредственно практи
ческое народно-хозяйственное значение в борьбе за повышение урожай
ности путем эффективного избирательного уничтожения насекомых- 
вредителей сельскохозяйственных культур. Общее число научных пуб
ликаций проф. Розенгарта превысило теперь уже 250: среди них, кроме 
ряда крупных обзоров, 4 монографии, а также, что следут особо подчерк
нуть. 4 научно-популярные книги. Прекрасный педагогический талант 
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Виктора Иосифовича и его широкая общебиохимическая эрудиция, раз
витию которых помогла его многолетняя педагогическая деятельность в 
1-м Ленинградском медицинском институте им. И. П. Павлова, спо
собствовали тому, что его научно-популярные книги при ясности и до
ходчивости изложения даже самых трудных материалов написаны на 
очень высоком научном уровне. («Ферменты—двигатели жизни», 
1983 г. и др.).

Профессор Розенгарт является зам. председателя Специализированно
го совета по присуждению кандидатских ученых степеней Института эво
люционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова АН СССР и 
деятельным членом Секции нейрохимии Научного совета АН СССР 
по проблемам биохимии животных и человека. Со дня основания жур
нала «Нейрохимия» Виктор Иосифович—один из самых активных чле
нов его редколлегии, и мы очень высоко ценим участие проф. Розен- 
гарта в ее работе. Своими критическими замечаниями, высокопрофес
сиональными обстоятельными и объективными рецензиями на посту
пающие в журнал статьи проф. Розенгарт способствует повышению его ■ 
научного уровня. В то же время при всей строгости и принципиаль
ности его суждений он остается неизменно доброжелательным и готовым՜ 
помочь дружескими советами на основе своего богатейшего опыта.

Поздравляя дорогого и глубокоуважаемого профессора Виктора 
Иосифовича Розенгарта с его славным 75-летним юбилеем, редколлегия՝ 
сердечно желает ему новых сил. здоровья и постоянной активности для 
успешного продолжения его благородной научной деятельности.

РЕДКОЛЛЕГИЯ
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НЕИРОХИГ'Н/М
т. 6, № 2, 1987

VI КОНГРЕСС ЕВРОПЕЙСКОГО ОБЩЕСТВА НЕЙРОХИМИИ

С 1 по 6 сентября 1986 г. в Праге (ЧССР) состоялся очередной 
VI Конгресс Европейского общества нейрохимии (ЕОН). В деятель
ности этого общества активное участие принимают ученые социалисти
ческих стран, президентом ЕОН является в настоя шее время доктор 
S. Tucek (ЧССР), он же возглавлял оргкомитет конгресса, который 
был организован Чехословацким медицинским обществом имени Я. Пур
кинье при участии ряда других научных обществ ЧССР.

Научная программа конгресса включала лекции, симпозиумы, се
минары, заседания круглого стола и стендовые сессии по многим ак
туальным проблемам нейрохимии. Материалы всех докладов, представ
ленных на конгрессе, опубликованы в книге «Молекулярные основы 
нервной функции».

Пленарные лекции представили Е. A. Barnard (Великобритания)— 
«Клонированные гены для рецепторов и их интерпретация»; -Л. Д. Бер
гельсон (СССР)—«Динамика мембранных липидов: неравновесная мо
дель лиганд-рецепторного взаимодействия»: .4. Berridge (Великобрита
ния)—«Рецепторстимулируемый гидролиз инозитолфосфолипидов и нерв
ная функция».

С. Д. Варфоломеев (СССР) выступил со специальной лекцией по 
кинетике и молекулярным механизмам взаимодействия лигандов с опиат
ными рецепторами. По установившейся традиции двум молодым ученым 
было предоставлено почетное право доложить итоги их последних ис
следований. Тематика симпозиумов охватывала следующие проблемы: 
молекулярные аспекты хранения и секреции нейропередатчиков; моле
кулярные механизмы ишемических повреждений мозга: вклад молекуляр
ной генетики в концепции и методы нейрохимии; рецепторы Мозга че
ловека; молекулярные сигналы для роста и дифференцировки в ЦНС.

Параллельно проходила работа секций «Мускариновые рецепторы», 
«Нейропептиды и пептидазы, которые их расщепляют», «Фосфоинози
тиды и нейромедиаторы» и др., семинаров, дискуссий за круглым сто
лом, активно обсуждались стендовые сообщения. Тематика заседаний, 
как и представленных на них докладов, была очень широкой, даже простое 
перечисление обсуждавшихся проблем далеко выходит за рамки дан
ного обзора. Отметим лишь, некоторые, вызвавшие наибольший интерес 
участников конгресса темы и доклады, в том числе заседания, где наи
более активно проявлялось участие советских ученых. Так, большая 
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часть работ, представленных на конгрессе, была посвящена разносто
роннему изучению рецепторов, их структуры, функции и свойств в 
условиях нормы, при психической патологии, различных фармакологи
ческих воздействиях.

IV'. Wouters (Бельгия) сообщил о возможности избирательной фо- 
тоаффинной модификации субпопуляции С-2 серотониновых рецепторов 
мозга. /1. J. Cross (Великобритания) представил данные об уменьшении 
плотности С1 и С2 типа серотониновых рецепторов в мозгу людей, 
страдавших старческой деменцией (болезнь Альцгеймера). Возможно
стями прижизненного изучения рецепторов человека при разных видах 
патологии мозга с помощью метода позитрон-эмиссионной томографии 
посвятил свое сообщение J. С. Baron (Франция). Большое внимание 
уделялось .мускариновым рецепторам («лг-холинорецепторы» по приня
той у нас терминологии) мозга человека и животных. В докладе Я. Я рва 
(СССР) были представлены данные о существовании двух участков 
связывания для лиганда мускариновых рецепторов на мембранах мозга 
крысы. Связь .мускариновых рецепторов с Са2 ‘ -зависимыми К՜’ -канала
ми при возбуждении и торможении показана на примере нейронов сим
патических ганглиев, гиппокампа и гибридных клеток нейробластомы и глио
мы (D /1. Brown, Великобритания). В совместной работе советских и чехос
ловацких исследователей (А. Ф. Данилов, С. Тучек и соавт.) показано 
наличие «вторичного» центра связывания для лигандов мускариновых 
рецепторов и постулируется возможность аллостерической регуляции 
этого процесса.

На симпозиуме, посвященном проблеме ишемии мозга, большой ин
терес вызвали сообщения о связи ишемических повреждений с участ
ками повышенной плотности афферентных глута.матергических входов. 
Было показано, что возбуждающие аминокислоты вовлечены в патоге
нез ишемии: тем самым обосновывается перспективность использования 
антагонистов глутаматных рецепторов в качестве защитных средств при 
этой патологии.

В докладе М. Kiessling (ФРГ) сообщается об индуцированном 
стрессом увеличении экспрессии генов, кодирующих синтез так назы
ваемых «стрессорных пептидов». В областях мозга, устойчивых к ише
мии, отмечено увеличение скорости синтеза этих пептидов. Роли норадре
нергической системы мозга при стрессе был повящен доклад Т. И. Бе
ловой (СССР).

Большой интерес вызвали доклады, демонстрирующие современные 
достижения в изучении структуры рецепторов, в частности никотинового 
рецептора. Найдена высокая степень гомологичности в строении этого 
рецептора в мозгу и нервно-мышечном соединении (Л/. Darlison и соавт., 
Великобритания). О молекулярно-генетическом изучении системы кате
холаминов, в частности ключевого фермента их биосинтеза—тирозингид- 
роксилазы, сообщил J. Mallet (Франция). Данные об участии пресинап- 
тических рецепторов в регуляции активности тирозингидрокеялазы моз
га и возможной роли этого звена в механизме действия некоторых пси- 
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хофармакологнческих веществ представили в своем сообщении К. С. Раев
ский и соавт. (СССР). В докладе О. С. Брусова и соавт. (СССР) по
казано значение сульфгидрильных групп в механизме'связывания мече
ного имипрамина со специфическими участками мембран тромбоцитов 
человека.

В ряде работ установлено, что при деменции типа Альцгеймера 
имеют место дегенеративные изменения холинергических нейронов и 
уменьшение их числа, однако первоначальные данные об уменьшении 
плотности .ч-холинорецепторов мозга при этом заболевании не подтвер
дились. Отмечено значительное снижение активности ацетилхолинтранс- 
феразы и плотности н-холинорецепторов.

Интересными были доклады о механизме действия некоторых ток
синов, избирательно разрушающих дофаминергические и холинергиче
ские нейроны. Данные A. Davison (Великобритания), согласно которым 
повреждения нейронов при болезни Альцгеймера могут быть вызваны 
эндогенными нейротоксинами, указывают на перспективность изучения 
последних в качестве инструментов, позволяющих моделировать патоло
гические состояния ЦНС. Другой аспект использования нейротоксинов 
связан с изучением природы и функции ионных каналов возбудимых 
мембран. Этой проблеме были посвящены доклады Б. И. Ходорова 
(СССР) о взаимодействии нейротоксинов с Ха -каналами нерва и ней
рональных мембран, а также группы исследователей из Института био- 
органической химии АН СССР (Ю. И. Уткин и соавт.), которые 
представили данные об использовании химически модифицированных 
токсинов скорпиона в качестве зондов для изучения свойства Na +-каналов.

В рамках симпозиума «Молекулярные сигналы для роста и диффе
ренцировки нервной системы» привлекает внимание сообщение /1. Schous- 
Ьое и соавт. (Дания), в котором показана роль ГАМК как сильного 
нейротрофического фактора, способного стимулировать рост и диффе
ренцировку нейронов. Обнаружена также нейротрофическая активность 
некоторых ганглиозидов. Большое внимание на конгрессе было уделено 
прикладным аспектам нейрохимии, в частности клинической нейрохимии, 
проблеме проницаемости ГЭБ, диагностическому значению исследования 
СМЖ у больных с разными видами нервно-психических расстройств.

A. Turner (Великобритания), председатель секции «Нейропептиды 
и пептидазы, которые их расщепляют», обобщил результаты исследо
ваний, проводимых в различных лабораториях мира по идентификации 
и характеристике пептидаз, осуществляющих процессинг и биоинактива
цию нейропептидов, и подчеркнул, что постсннаптическая инактивация 

■нейропептидов путем протеолиза является принципиально важным ме
ханизмом, контролирующим как гомеостаз этих соединений, так и дли
тельность их многообразных физиологических эффектов. Им были пред
ставлены данные по обнаружению двух форм ангиотензинпревращаю- 
щего фермента в стриатуме свиньи с Мг 170 и 180 кД, обсуждены 
возможные причины их существования и физиологические функции этого 
фермента в мозговой ткани. В докладе D. Smyth (Великобритания) об
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суждались 2 независимых друг от друга пути образования р-эндорфнна 
I—27 в нервной ткани и указывалось на важность не только первичной 
структуры, но и конформации субстрата для атакуемости его пептида
зами. С. Rossier (Бразилия) представил данные, свидетельствующие 
о том. что эндоолигопептидаза А головного мозга катализирует образо
вание Leu- и Met-энкефалинов из предшественников с удлиненной по 
С-концу цепью соответственно. причем оптимальными являются суб
страты, состоящие из 8—13 аминокислотных остатков. В докладе 
R. Alalsas (Греция) обсуждались вопросы региональной и субклеточной 
локализации эидопептидазы-24.11 в НС. Иммуноцитохимическим мето
дом доказано, что в ЦНС эта пептидаза сконцентрирована в нейронах 
стриатума, обонятельного бугорка, черной субстанции, межножкового 
ядра, в периферической НС максимальное количество фермента обнару
жено в нервных корешках и ганглиях задних корешков спинного мозга. 
Автором отмечена корреляция между региональным распределением эн
допептидазы-24.11 и веществом Р. а также в некоторых отделах голов
ного мозга корреляция между распределением фермента и Leu-энкефа
лина. Р. Kitabgi и соавт. (Франция) доказали, что в деградации ней
ротензина участвуют, по крайней мере, три эндопептидазы синаптиче
ских мембран мозговой ткани: эндопептидаза-24.11 (расщепляет связь 
Тугц-ПС12), металло-эндопептидаза (расщепляет связь Args-Arge) и не- 
идентифицированная пока эндопептидаза (гидролизует связь PrO;-Args). 
Авторами обнаружено, что замена остатка ТуГп на D-Туг делает ней
ротензин резистентным к действию пептидаз, что объясняет парадок
сальный, на первый взгляд, эффект, наблюдаемый при внутрижелудоч
ковом введении D-Тугц-нейротензина: несмотря на более низкое срод
ство этого аналога нейротензина к рецепторам головного мозга, он 
проявляет более мощное гипотермическое действие, чем нейротензин.

Представленные в докладе Л1. Gamou и соавт. (Франция) данные 
по изучению эффекта ингибиторов пептидаз (тиорфана. бестатина. ке- 
латорфана. каптоприла и эналаприла) на К ‘ -вызванное высвобождение 
Met-энкефалина, вещества Р и холецистокинина-8 из срезов головного 
и спинного мозга свидетельствуют о том. что катаболизм нейропептидов 
в физиологических условиях не всегда соответствует картине, наблюдае
мой при изучении их деградации пептидазами в условиях in vitro. В 
докладе А. А. Галоян. А. В. Азарян (СССР) подытожены результаты 
исследований специфичности катепсинов В. Н. L мозговой ткани с по
мощью модельных (хромофорных. хромо- и флуорогенных) и регуля
торных пептидов. На примере вазоактивных пептидов и олигопептидов, 
содержащих остаток п-интрофенилалапнла авторам впервые удалось 
идентифицировать факторы, существенные для проявления дипепт.чдил- 
карбоксипептидазной активности катепсина В. Обнаруженные различия 
с специфичности указанных цистеиновых пептидаз головного мозга, ак
тивных при слабокислых значениях pH. обусловливают, по мнению ав
торов. как синергизм их функционирования, так и особы՛֊ биологические 
функции.
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Оценивая научную программу конгресса в целом, следует признать., 
что несмотря на отдельные недочеты, в ней нашли достаточно полное 
отражение многие важнейшие достижения современной—нейрохимии, а 
говоря шире, молекулярной нейробиологии—научного направления, от
четливо и ярке .заявившего о себе за последние несколько лет. Среди 
признанных достижений этого направления, в первую очередь, необхо
димо назвать следующие: молекулярно-генетические подходы к изуче
нию нейрональных рецепторов, их структуры и функции; нейрохимиче
ские исследования фосфоинозитидов (инозитол-3-фосфат как вторичный 
«мессенджер»), молекулярная природа ишемических повреждений мозга, 
нейрохимия деменции (слабоумия), роль нейроэндокринных факторов 
при стрессе, успехи в изучении рецепторов мозга человека.

Нельзя не отметить прекрасную организацию конгресса, все засе
дания которого проходили во Дворце культуры, расположенном в одном 
из живописнейших районов Праги. В работе конгресса приняли уча
стие около 800 ученых, представляющих не только страны Европы, но 
также США, Японию, Индию, Австралию, Канаду. Приятно отмстить 
широкое участие в работе конгресса ученых социалистических стран, 
большое количество научной молодежи, в том числе из нашей страны.

Следующий, VII Конгресс Европейского общества нейрохимиков 
состоится в июне 1988 г. в Гетеборге (Швеция).

РАЕВСКИЙ К. С.
АЗАРЯН А.. В.

НЕЙРОХИМИЯ НА XVII КОНФЕРЕНЦИИ ФЕБО

С 24 по 29 августа 1986 г. в Западном Берлине проходила XVII’ 
Конференция Федерации европейских биохимических обществ (ФЕБО). 
В ее работе принимала участие советская делегация во главе с акаде
миком Ю. А. Овчинниковым, а также группа советских участников,, 
прибывших по линии научного туризма.

Конференцию открыл пленарной лекцией, посвященной Гансу Кребсу, 
«Как направляются белки на свои точные участки в митохондриях»*- 
проф. С. Schatz (Швейцария). Он сообщил о роли небольших N-коние- 
вых участков белков, синтезированных вне митохондрий, в их внутри- 
митохондриальной сортировке и последующей локализации на опреде
ленных участках митохондрий.

На 27 симпозиумах конференции ФЕБО были заслушаны доклады, 
посвященные актуальным проблемам биохимии, биотехнологии и моле
кулярной биологии. Материалы выступлений на симпозиуме «Нейро- 
биохимия», а также ряд докладов, представленных на симпозиумах 
«Энзимы», «Цитоскелет», «Дифференциация и рост клеток»,. «Биохимия 
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гормонов», отражали современное состояние исследований в области ней
рохимии.

В докладе Л'. Bauer (Западный Берлин) обсуждались пути эффек
тивного управления продолжительностью действия иейропептидов. Наи
более вероятным механизмом регуляции является не энергозависимый 
захват, а ферментативный гидролиз этих пептидов. С этой целью авто
ром подробно охарактеризованы некоторые пептидазы, участвующие в 
деградации TRH, LH-RH, нейротензина, субстанции Р и энкефалинов. 
Для выявления пептидаз, связанных с плазматическими мембранами 
нейронов и глии, использованы специфические синтетические пептиды. 
С учетом стерической локализации этих ферментов высказано предпо- 
лежение. что некоторые пептидазы участвуют в выключении пептидерги
ческих сигналов (TRH-расщепляющий мембранный фермент или беста- 
тиичувствительные аминопептидазы нервных клеток), тогда как другие 
выполняют скорее рель «чистильщиков» (например, термолизинподобная 
металлоэндопептидаза. КФ 3.4.21.11. связанная с клетками глии).

D. Richter и соавт. (ФРГ) осуществили секвенирование гена, ко
дирующего вазопрессин (в составе предшественника, включающего ней- 
рофиэин и гликопептид неизвестного назначения) у нормальных крыс 
и мутантов линии Brattleboro. Различия заключались в отсутствии 
единственного нуклеотида, что вызвало сдвиг в С-конце предшественни
ка вазопрессина.

Предметом оживленного обсуждения на конференции служили ме
ханизмы захвата и метаболизма нейротрансмиттеров в астроцитах. Об
наружен Na -зависимый высокоаффинный захват серотонина и норадре
налина культурой клеток астроцитов мозга новорожденных крыс с К,„ 
0.4 мкМ (Н- К. Kimelberg и соавт.. США). Захват сильно тормозится 
трициклическими антидепрессантами. Ингибиторы метаболизирующих фер
ментов—МАО и катехол-О-метилтрансферазы—способствуют более эффек
тивному захвату нейротрансмиттеров. Выброс серотонина более затруднен 
по сравнению с высвобождением его метаболитов. свидетельствуя о 
большей легкости их перехода сквозь клеточную мембрану. Захват се
ротонина зависит не столько от концентрации Na\ сколько от нап
равленного внутрь градиента этого катиона. Докладчик высказал пред
положение. что по эффективности захвата норадреналина и серотонина 
астропиты могут конкурировать с нервными окончаниями, контролируя 
внеклеточный уровень продуцируемых моноаминных нейротрансмиттеров. 
В то же время, между захватом таких нейротрансмиттеров, как глу
тамат и ГАМК, астроцитами и пресинаптическими окончаниями нейро
нов обнаружены существенные различия (.4. Schousboe и L. Hertz. 
Дания). Глутамат избирательно захватывается астроцитами, тогда как 
транспорт ГАМК направлен преимущественно в нервные окончания. С 
функциональной точки зрения важно, где происходит захват нейротранс
миттерных аминокислот, так как если в нервных окончаниях они могу т 
реутилизироваться как трансмиттеры, то в астроцитах они подвергают
ся метаболическим превращениям. Наличие в астроцитах глутаматде
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гидрогеназы и а-кетсглутаратдегидрогеназы способствует быстрой окис
лительной утилизации глутамата. Некоторые метаболиты^ могут пере
носиться в нейроны и использоваться в качестве предшественников ней
ротрансмиттерных аминокислот. Таким образом, астроциты играют клю
чевую роль в инактивировании нейротрансмиттерных аминокислот и до
ставке их предшественников в нейроны.

Несколько докладов было посвящено периферическому действию 
нейропептидов. J. Kleineke и Н. D. Soling (ФРГ) показали, что в от
сутствие экзогенного стимуляция а-адренергическими агонистами 
вазопрессином и ангиотензином Ii приводит к однофазной мобилизации 
Са*+ из клеточных депо и подъем} гликогенолитического образования 
глюкозы, тогда как фенилефрмн оказывает двухфазный эффект.

В докладе Г. К. Парсаланяна и соаыт. (СССР) было показано, что 
выделенный з лаборатории А. А. Галояни нейропептид Tyr-Cly-Ley- 
Arg-Pro-Cly-NH2 участвует в регуляции гликогенолиза в сердечной 
мышце. В каскадный механизм регуляции вовлечены фосфатаза фосфо
рилазы и гликогенфосфорилаза.

Л/. Т. Chauvet и соавт. (Франция) проанализировали филогенети
ческие изменения в строении мультиферментиых белков—предшествен
ников нейропептидов гипофиза и нейрофизнноз в ходе эволюции от 
земноводных до млекопитающих. В то время как в гормональных до
менах прослеживаются явные филогенетические изменения (переход ме- 
зотоцина в окситоцин и вазотоцина в вазопрессин), различные группы 
чейрофизинов остаются в основном неизменными (филогенетически более 
стабильны).

В доклада::. посвященных активному захвату, освещались воп
росы компартментализапии [Н]ГАМК, захваченной синаптосомами 
(М. S. Santos :• соавт., Португалия) и различия между скоростью вклю- 
• .-ния карнозина в астробласты и нервные клетки (-W. Szchlllz и соавт.. 
Западный Берлин). В ряде докладов рассматривалась взаимосвязь 
между мембранными рецепторами и ионными каналами. По данным 
F. Ji of mann и соавт. (ФРГ), кальциевые каналы активируются агони
стами Р-адренергических рецепторов. Обработка изолированных клеток 
сердца каталитической субъединицей сАМР-завискмой протеинкиназы 
увеличивает раскрываемость ионных каналов при деполяризации, сви
детельствуя о вовлечении в реализацию этого эффекта фосфорилирова
ния Са2 + -канала. М. Lazdunski (Франция) выступил с сообщением о 
структуре, механизме действия и дифференциации потенциалзависимых 
ионных каналов. Установлено, что рецепторы различных ингибиторов 
Са* ” -каналов расположены в мембранах Т-трубочек. Никотиновый аце
тилхолиновый рецептор был избран Л liucho и соавт. (ФРГ) как про
тотип класса рецепторов, связанных с ионными каналами. Установлено, 
что работа ионных каналов сопряжена со связыванием агонистов с 
двумя субъединицами этого рецептора. Неконкурентный ингибитор 
[3Н]ТРМР связывается по участку 262 0-полипептидной цепи ре
цептора. //. Mohle/ (Швейцария) сообщил, что препараты, действующие
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на бензодиазепиновый рецептор, являющийся компонентом рецептора 
I АМК, влияют на раскрываемость ГАМК-завнсимого хлоридного ка
нала. Разностороннее изучение ацетилхолиновых рецепторов позволило 
уяснить ряд вопросов, связанных с их строением, регуляцией фермен
тами и взаимодействием с агонистами и антагонистами (/. Hermans- 
Bor grneyer и соавт., D. W. Schmid, ФРГ; М. Hillmann и соавт., М. 
Giersig и соавт., Западный Берлин; Е. Hulme и соавт., Англия).

Значительное место в работе конференции заняло обсуждение воп
росов, связанных со структурными элементами нервных клеток. 
F. Gross и соавт. (Франция) информировали, что периферии, относя
щийся к белкам нейрофиламентов, концентрируется преимущественно в 
клетках периферической нервной системы. Обнаружен полиморфизм 
нзобутулинов в различных участках НС. Р. .4. М. Eagles и соавт. 
(Англия) привели факты о наличии множества фосфорилированных 
участков и глутаматных остатков в С-концевой части нейрофнламентов. 
Методами генной инженерии /. Grinberg, U. Littauer (Израиль) оха
рактеризовали семейство тубулинов, выполняющих различные функ
ции в ходе дифференциации нейрона.

Нейроэнзимология была представлена на конференции ФЕБО ра
ботами по очистке из нервной ткани и описанию параметров ряда фермен
тов: 55 кД фосфопротеннфосфатазы (Л/. Weber и соавт., ФРГ), двух 
энкефалиндеградирующих аминопептидаз (А. Е. Bergmann и К. Bauer? 
М. Miklus и К. Bauer, ФРГ), ацетилхолинэстеразы (К. Gennari и 
соавт., Швейцария), N ADH-дегидрогеназы синаптических мембран 
( Т. Treichler и J. — L. Dreyer, Швейцария), киназы рибосомного белка 
S6 (М. Pierre и соавт., Франция).

Предметом обсуждения во многих докладах стали 'факторы, участ
вующие в росте нервных клеток Н. Thoenen, К—A. Barde (ФРГ) 
рассматривают нейротропные молекулы как ретроградные мессенджеры 
между тканями-мишенями и иннервирующими нейронами, на примере 
фактора нервов (NGF) и получаемого из мозга нейротропного фактора 
(BDNF). Механизм действия факторов роста EGF и PDGF, по сообще
нию U'z Н. Moolenaar И соавт. (Голландия), включает активирование 
тирозиновых протеинкиназ и прирост внутриклеточного Са2+. Р. Tosoh 
соавт (Италия) сообщили о том. что нейротропный фактор (NTF) из 
хвостатого ядра способствует процессам регенерации при повреждении 
головного мозга. В культуре клеток мозга NTF стимулирует захват 
[3Н]допамина и [|4С]ГАМК и увеличивает выживаемость клеток. Сход
ными свойствами обладают и выделенные U. Dohrmann и соавт. (ФРГ) 
2 белковых фактора нз мышц, способные стимулировать рост нейронов 
и продлевать жизнь клеток. Одни из них сходен с ламамнпом.

A Zimmermann, A. Sutter (ФРГ) сообщили о рецепторе NGF и 
антигенах SGII-1 и -2 как характерных компонентах глиальных кле
точных мембран при росте клеток. Экспрессия их прекращается или 
ослабевает с остановкой роста нервов, ио при повреждении нейрона 
наблюдается их резкая реэкспрессия. D. Monardu соавт. (Швейцария) 
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установили, что полученный ими фактор, стимулирующий рост нейри
тов (Мг 43кД), является ингибитором сериновой протеиназы.

На конференции в целом наблюдалась тенденция к усилению мо
лекулярно-биологического и молекулярно-генетического подхода к изу
чению ряда заболеваний НС. К. Beyreuther, С. L. Masters (Австра
лия) сообщили, что при болезни Альцгеймера на фоне резкого умень
шения числа нейронов наблюдается нарастание вне- и внутриклеточ
ного отложения ряда амилоидных белков. В докладе D. Micic и соавт. 
(Югославия) ^Активность МАО и цитохром-с-оксидазы в митохонд
риях мозга при ишемии и последующем восстановлении кровообра
щения* приводились данные о сдвигах в активности оксидаз коры и 
гиппокампа после ишемии, причем митохондрии гиппокампа были бо
лее чувствительны к этой патологии. A. Roach и соавт. (США) пред
ставили доказательства того, что у мутантных „дрожащих" (shiverer) 
мышей наблюдается гипомиелинизация, отсутствие основного белка 
миелина и мРНК для этого белка. Причиной этого является делеция 
пяти экзонов гена, кодирующего белок. По наблюдениям Н. Sato и 
соавт. (Япония), гипоплазия мозжечка у крыс, страдающих желтухой, 
сопровождается ростом активности глутатион-Б-трансферазы. Предо
твращение гипоплазии фототерапией подавляет прирост активности 
фермента.

Суммируя данные по докладам нейрохимического профиля на кон
ференции ФЕБО, следует указать на недостаточное освещение в них мо
лекулярных механизмов памяти, обучения, поведенческих реакций, пери
ферического действия нейрогормонов, посттрансляционной модификации 
рецепторных белков и ключевых ферментов метаболизма нервной ткани.

Отрадно отметить широкое использование методов генной инженерии 
и иммунохимии для установления структуры многих минорных нейроспе- 
цифичных белков и пептидов и возрастающий интерес к процессингу и 
структурно-функциональным особенностям пептидных нейрогормонов и 
нейромедиаторов.

ПАРСАДАНЯН Г. К.
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т. 6, № 2, 1987

РЕЦЕНЗИИ

77. Л/. ПОЛЯКОВА. Я. В. БЕЛИК. И. Н. ВЛАСЕНКО «Александр 
Владимирович Палладии. Документы. Фотографии». Киев. Наткова дум
ка. 1985.

Издание книги Н. М. Поляковой. Я. В. Белика и И. Н. Власенко, 
отражающей жизненный путь выдающегося ученого, организатора науки 
и общественного деятеля А. В. Палладина, явилось знаменательным со
бытием в научной и культурной жизни страны. Книга вышла в свет к 
100-летию со дня рождения академика А. В. Палладина. Она сравни
тельно невелика по объему, но в высшей степени удачно скомпонована 
и богато иллюстрирована. В сжатой форме описаны не только этапы 
жизни ученого, но и историческая эпоха начала и середины XX века.

Знакомясь по данной книге с биографией академика А. В. Палла
дина. читатель становится как бы соучастником описываемых событий. 
Этому способствует исключительно удачный подбор фотографий, на 
которых отражены и встречи А. В. Палладина с выдающимися учены
ми, политическими деятелями, и участие в международных, всесоюзных 
и республиканских съездах, конференциях и других форумах, и тор
жественные моменты его жизни.

Первая часть книги, названная «Ученый, организатор науки, обще
ственный деятель», является текстовым описанием биографии А. В. Пал
ладина.

Остальная часть книги разделена на 5 глав, в которых отражены 
в хронологическом порядке основные периоды жизни А. В. Палладина.

I глава названа «Детские годы. Первые шаги исследователя. Харь
ковский период». Эта глава включает лаконичный текст, многочислен
ные фотографии и документы. Хорошо отражен период становления 
А. В. Палладина как ученого и работа в научных школах И. П. Пав
лова и Н. Е. Введенского. Выдающимся достижением этого периода яв
ляется создание «Учебника физиологической химии». Признанием исклю
чительного вклада А. В. Палладина в развитие науки явилось избрание 
его академиком АН УССР » перевод созданного нм в Харькове Инсти
тута биохимии в Киев.

Во II главе «Киевский период. Годы Великой Отечественной войны» 
описаны события, охватывающие период с 1931 по 1945 гг. Начало 
этого периода А. В. Палладии посвятил проектированию и строитель
ству Института биохимии в Киеве, формированию его научной тема- 
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тики. Именно в это время из трех главных направлений исследований 
института—биохимии мышечной деятельности, нервной системы и био
химии питания—на первое место была выдвинута биохимия нервной 
системы. Основное внимание ученый уделял сравнительно-биохимиче
скому направлению, а также совершенно новому—эмбриохимическому. По 
инициативе А. В. Палладина на биологическом факультете Киевского 
государственного университета была открыта кафедра биохимии.

В течение 1941—1943 гг. Институт биохимии АН УССР находился 
в эвакуации в Уфе. Исследования института были направлены на помощь 
фронту. В начале 1942 г. под руководством А. В. Палладина получен 
кровоостанавливающий и ускоряющий заживление ран препарат викасол. 
В этот же период А. В. Палладии избирается академиком АН СССР 
(1942) и академиком АМН СССР (1944). В 1943 г. Институт биохимии 
АН УССР переезжает из Уфы в Москву, а в 1944 г.—в Киев.

В 111 главе книги отражена деятельность А. В. Палладина в пос
левоенный период на посту президента АН УССР, его участие в борьбе 
за мир и общественная работа в качестве депутата Верховного Совета 
СССР. В 1949 г. за выдающийся вклад в дело укрепления мира и друж
бы между народами Всемирный Совет Мира наградил А. В. Палладина 
серебряной медалью. В это же время за выдающиеся заслуги в области 
биохимии и многолетнюю научно-педагогическую деятельность и в связи 
с 70-летием со дня рождения А. В. Палладину было присвоено звание 
Героя Социалистического Труда с вручением ордена Ленина и золотой 
медали «Серп и Молот».

Деятельность А. В. Палладина как организатора и участника мно
гочисленных международных, всесоюзных и республиканских научных 
форумов описана в отдельной, IV главе. В этой работе большую помощь 
А. В. Палладину оказывали его многочисленные ученики, успешно раз
вивающие основанное нм важнейшее биохимическое направление—функ
циональную нейрохимию, получившую мировое признание.

Последние годы жизни А. В. Палладина отражены в V главе, где 
показаны результаты плодотворного труда выдающегося ученого, его 
учеников, возглавляющих многочисленные лаборатории Института био
химии АН УССР. Представлены уникальные фотографии А. В. Палла
дина в лаборатории, на отдыхе, среди членов его семьи.

Роль А. В. Палладина в становлении отечественной биохимии можно 
охарактеризовать словами выдающегося советского биохимика академика 
С. Е. Северина: «Для старшего поколения биохимиков, которое я пред
ставляю. научная деятельность Александра Владимировича—это история 
развития советской биохимии. Я бы даже сказал более широко—это в 
значительной степени история развития советской науки».

В редакционной статье «Украинского биохимического журнала», 
посвященной памяти А. В. Палладина (1973). отмечалось, что академик 
А. В. Палладии своими научными исследованиями, созданием школы со
ветских биохимиков внес большой вклад в строительство будущего био
логической науки. Его жизнь для всех советских ученых, прогрессивных 
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ученых зарубежных стран всегда будет образцом служения науке и делу 
борьбы за лучшее будущее своего народа и всего человечества.

Большой успех книги, посвященной замечательному человеку, выдаю
щемуся ученому !1 общественному деятелю А. В. Палладину, выпуск ко
торой приурочен 100-летию со дня рождения, в значительной степени 
обеспечен тем, что ее написали в сотрудничестве ближайшие ученики 
А. В. Палладнна—Н. М. Полякова, Я. В. Белик и писатель И. П. Вла
сенко. Эта книга является великолепным памятником, который займет 
достойное место среди самых замечательных жизнеописаний выдающихся 
ученых мира. Книга представляет интерес не только для специалистов 
в области биохимии или историков науки, но и для любого интеллигент
ного человека. Неоценимую роль сыграет книга и в воспитании молодого 
поколения советских ученых, которые в лице А. В. Палладнна найдут 
образец ученого-патриота, общественного деятеля, борца за мир, до
стойный подражания. К сожалению, книга вышла весьма небольшим 
тиражом, очень быстро разошлась и сразу же превратилась в библио
графическую редкость. Имеются многочисленные запросы на эту книгу, 
особенно из вузов страны, где она призвана сыграть большую воспи
тательную роль. В связи с этим книга заслуживает переиздания значи
тельно большим тиражом.

ХАПДАРЛИУ С. X.

УДК 612.82

FERDINAND HUCHO. Neurochemistry Fundamsn'a's and Concepts, 
(Transl. by Margaret Dickins), Weinheim, FRG, VCH. 1986, 326 p.

Ф. ХУЧО «HeSpoxuMUK. Основы и принципы», (англ, игргвод е кем.), 1986. 326 .-.

Издание руководства по нейрохимии является переводом опублико
ванного в 1982 г. на немецком языке оригинала. Одиако в текст англий
ской версии этого издания автор внес много дополнений, отражающих 
успехи, достигнутые за последнее пятилетие в области исследования ме
ханизмов рекомбинации ДНК, новые концепции переноса сигнала через 
мембраны, характеристики ряда рецепторов нейротрансмиттеров. Основ
ные факты современной нейрохимии подаются в книге в доступной 
форме.

Книга подразделена на 12 глав. В главе «Нейрохимия: определение 
предмета на примере процесса зрения» ставятся принципиальные вопро
сы восприятия и передачи информации в нервной системе, рассматри
ваемые в разделах: 1—механиз.м передачи информации (не сама инфор
мация) может быть проанализирован биохимически: 2—нейрохимия сет
чатки нс объясняет визуализацию изображений: 3—первый этап: альде-
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гид витамина А поглощает свет; 4—второй этап: запускается нервный, 
импульс (трансдукция): 5—родопсин фотофосфорилируетСя; 6—колбочки 
и цветовое зрение: 7—беспозвоночные видят иначе: 8—третий этап: 
нервный импульс интегрируется; 9—нейрохимия как интегративная нау
ка; 10—нейрон: функциональные элементы как объекты нейрохимии.

В главе «Мембранные молекулы» последовательно развивается те
зис, что нейрохимия есть нечто большее, чем химия «нейромолекул». 
Липиды, белки и углеводы рассматриваются как строительные мате
риалы нервной мембраны. Автор доказывает, что строение фосфолипи
дов предполагает шире кое разнообразие молекулярных структур и рас
крывает роль фосфолипаз в их деградации. Детально обсуждается функ
ция сфинголипидов и ганглиозидов нервной ткани. Автор приводит 
примеры ряда генетических отклонений, обусловливающих ферментатив
ные дефекты в метаболизме сфинголипидов и приводящих к липидозам. 
Внимание читателей привлекается к роли гликопротеинов, определяю
щих специфичность нервных контактов. Подробная интегративная оценка 
мембран развивается в следующей главе книги. В ней рассматриваются 
модели мембран, начиная с предложенной 50 лет назад Gopter и Grendel 
модели липидного бислоя и кончая современной схемой Singer и 
Nicolson, разбираются функции липидной фазы и мембранных белков. 
Наиболее современные представления о мембранах как жидких кристал
лах и роли эндогенных факторов в фазовых переходах также являются 
предметом обсуждения этой главы. Многие уникальные особенности 
природных мембран являются следствием асимметричного распределения 
мембранных липидов, а также углеводов и белков в бислое и специфи
ческих взаимосвязей, возникающих между белками и липидами.

Глава 4 посвящена всестороннему описанию структуры и функции 
миелина, ее специфическим белкам и замедленному обновлению биомо
лекул. Безусловный интерес представляет описание вызываемой введением 
основного белка миелина AI экспериментальной аутоиммунной болезни 
как модели множественного склероза и других заболеваний, являющихся 
следствием дефектов миелина.

В главе 5 «Электрофизиология» освещаются проблемы электрофи
зиологии на молекулярном уровне.

Активный и пассивный транспорт ионов, химическая и электриче
ская регуляция тока ионов, механизм раскрытия ионных каналов нашли 
отражение в главе 6 «Ионные каналы». В ней также описывается исполь
зование ряда препаратов, в частности нейротоксинов, в качестве инстру
мента для изучения ионных каналов и потенциала действия и моле
кулярные механизмы действия анестезирующих средств, блокирующих 
проведение нервного импульса.

Проблемы активного транспорта ионов сконцентрированы в главе 
7, где особое внимание уделяется роли АТР и Na4՜, 1С+ -АТРазе. 
Центральной темой книги является проблема синаптической передачи, 
которой посвящены две следующие главы. Исторический очерк отдает 
дань работам Waldeyer и Rani on у Cajal, сформулировавших ней- 
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•ронную теорию, и Sherrington, впервые использовавшего понятие синап
са как специализированного формирования для обмена сигналов между 
нервными клетками. Далее дается определение электрических и хими
ческих синапсов, раскрываются особенности двух классов холинергиче
ских синапсов—мускаринового и никотинового, и очерчиваются критерии 
классификации других нейротрансмиттеров. F. Hucho приводит список 
ингибиторов, прицельно тормозящих те или иные этапы цикла передачи 
импульса в холинергических синапсах. ГАМК и глицин рассматриваются 
в монографии не только как нейротрансмиттеры процессов торможения, 
но и как регуляторы хлоридных каналов. Особый интерес представляют 
разделы этой главы, описывающие нейротрансмиттеры и модуляторы 
пептидной природы. Другие нейропептиды, энкефалины, выполняют 
функцию эндогенных опиатов, регулирующих проведение болевых сиг
налов. Описывается процессинг этих пептидов из их предшественников 
(Р-липотропина, проопиомеланортина, продинорфина и др.). В этой 
главе рассматривается также вещество Р, физиологическая роль кото- . 
>рого во многом остается неясной.

В главе 9 описание рецепторов приводится на трех уровнях—ин
тактных клеток или тканей, клеточных мембран и рецепторных молекул. 
Автор указывает на фармакологическую десенситизацию и гиперсенси- 
тизацию как на возможные модели для модуляции процессов рецепции. 
Анализируются пути восприятия различными типами рецепторов цент
ральных сигналов и их передачи и усиления каскадными механизмами, 
включающими фосфорилирование белков. Раскрываются молекулярные 
механизмы ряда заболеваний НС как результат нарушения тех или 
иных рецепторных систем. При этом автор приводит список и описание 
свойств лигандов (агонистов и антагонистов) для участков связывания 
трансмиттеров на рецепторах.

В главе 10 «Цитоплазма нейрона и нейроспецифичные белки» изла
гаются современные представления об аксональном транспорте как си
стеме внутриклеточной коммуникации. Автор характеризует функции 
тубулина, нейрофиламентов, актина, миозина, кальмодулина и ряда ней- 
роспецнфических белков.

В гхаве 11 «Развитие, стабилизация и пластичность нервной систе
мы» значительное место уделяется нейротропным факторам, сннаптоге- 
незу, а также молекулярным аспектам оперативного и длительного хра
нения информации.

Заключительная глава книги «Экспериментальные модельные си
стемы» знакомит с опытами по изучению простых моделей поведенче
ских реакций на кишечной палочке, парамеции, гидре и дрозофиле, а 
также с использованием электрических органов рыб в качестве моделей 
синапсов.

Автор оценивает генную инженерию как фактор, революционизи
рующий нейрохимию, а гибридные клеточные линии, продуцирующие 
моноклональные антитела, как весьма полезный инструмент для нейро
химических исследований.
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Таким образом, в книге излагаются молекулярные основы функций 
НС. Руководство по нейрохимии может служить ценным, подспорьем для 
врачей, фармакологов, биохимиков и специалистов в области молекуляр
ной биологии в понимании взаимосвязей между биологическими, хими
ческими и физическими феноменами, характерными для нервной системы.

ПАРСАДАНЯН Г. К.

УДК 612.8.0154-616.853-

К. И. ПОГОДАЕВ «Эпилептология и патохимия мозга (к теории։ 
этиологии, патогенеза и лечения эпилепсии)», М., Медицина, 1986, 288 с..

Рецензируемая монография проф. Погодаева К. И. состоит из пяти 
глав, взаимосвязанных по содержанию, имеющих равное значение и са
мостоятельную ценность по замыслу исполнения и информационной ха
рактеристике эпилептогенеза и эпилептической активности при экспери
ментальной эпилепсии. Главное внимание обращено на обобщение имею
щихся данных по патохимии эпилептической активности ткани головного- 
мозга.

При проведении многолетних исследований (начиная с 1946 г.) ав
тор стремился досконально охарактеризовать биохимические (патохи.ми- 
ческие) основы этиологии, патогенеза, сущности изучаемой болезни. Для 
этой цели в опытах, проведенных на различных и многочисленных (более 
10000) лабораторных животных с острой и хронической формой болезни 
вызывалась соответствующая патология, производились в динамике раз
нообразные биохимические исследования головного мозга на срезах, го
могенатах разных отделов, нервных центров и полученных из них обо
гащенных фракциях внутриклеточных структур и нервных окончаний. Осо
бенно тщательно исследовались фракции митохондрий и синаптосом. В 
ряде опытов раздельно изучались обогащенные фракции нейронов и 
нейроглии.

Автором установлены неизвестные ранее явления аномального энер
гетического, ионного, белкового, азотистого, аминокислотного и некоторые 
стороны медиаторного обмена на разных уровнях структурной органи
зации и регуляции головного мозга, объясняющих возникновение эпи
лептической активности и ее купирование. В частности, показано, что՛ 
АТР не расходуется в заметных количествах на эпилептогенсз; на 
«зарядку эпилептических нейронов» используется, в основном, энергия 
до стадии образования АТР посредством митохондрий, участвующих в 
создании концентрационных ионных потенциалов в эпилептических ней
ронах. Получены доказательства наличия калиевой специфичности мито
хондрий по отделам мозга (структуры с повышенной возможностью к՜ 
эпилептогенезу содержат больше митохондриального калия); установле-
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но сокращение матрикса митохондрий во время эпилептических разрядов, 
которое объясняется выходом калия и ортофосфата из митохондрий в 
цитоплазму нейрона, что сопровождается сильным снижением окисли
тельного и заметным повышением субстратного фосфорилирования. По
казано. что во время «зарядки и разрядки» нейрона происходят проти
воположные потоки ионов калия (соответственно и натрия) между ней
ронами и глией в основном за счет деятельности «митохондриальных на
сосов» при пониженной активности Ма *, Кт-АТРазы; предполагается, 
что развитие данной патологии было бы затруднительным и даже ма
ловероятным без ослабленного действия №4՜ -насоса. Показано, ‘«то 
предрасположенность животных к эпилептическим припадкам (крысы 
линейные и с антенатальной судорожной патологией) определяется уста
новленными молекулярными механизмами, в частности пониженным окис
лительным воспроизводством АТР и повышенными осмотическими свой
ствами митохондрии, обусловленных аномальным ионным обменом. Оп
ределены биохимические механизмы, объясняющие самозакрепление эпи
лептической активности путем изменения метаболической структуры ми
тохондрий и уменьшением сопряжения энергии с пластическим обменом.

Получены данные, свидетельствующие о том. что при эпилептоге- 
аезе в тканях мозга изменяются основные пути метаболизма глюкозы 
как по гликолитическому пути, так и по пентозофосфатному пути. В 
нейроглиальном эпилептическом комплексе наиболее резко снижается 
аэробный гликолиз и в большей мерс, по-видимому, в эпилептических ней
ронах при стойкой эпилептической активности. Однако при этом отчет
ливые изменения могут наступать в олигодендроглии при прямом окис
лении глюкозы. Описанные в монографии биохимические и физико-хи
мические сдвиги в нейроглиальном комплексе являются причиной возник
новения и развития эпилептической активности—этиологии эпилепсии.

Таким образом, субклеточные структуры, аномальные внутриклеточ
ные и межклеточные обменные процессы и их саморегуляция являются 
главенствующим в причинно-следственных отношениях, лежащих в основе 
данной патологии. Эпилепсия, являясь болезнью головного мозга, детер
минирована, по автору, ц нейроглиальном комплексе, который морфо
функционально и метаболически взаимосвязан через астроциты с ка
пиллярной системой, обеспечивающей местное кровоснабжение, адекват
ное эпилептической активности. При этом микроструктурным выраже
нием эпилептогенеза считается морфофункциональная система, сокра
щенно обозначаемая автором нейрон-глион-миоцит (н-г-м) и подробно 
описанная в монографии с изложением возможных молекулярных и фи
зико-химических механизмов эпилептической активности и ее гомеостаза, 
точнее гомсокинеза. Таким образом, описанные сосудисто-неироглиальные 
отношения в «эпилептическом мозгу» представляются биологической и 
физико-химической основой эпилепсии. Автор рецензируемой моногра
фии в соответствии с современными представлениями рассматривает ге- 
матоцеребральный барьер (мозг-кровь) не как систему обычных полу
проницаемых мембран, а как активный физико-химический механизм, из
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бирательно регулирующий обмен веществ и энергии ткани мозга между 
общей внутренней средой (кровь) в микросредой (межклеточная, цере
броспинальная жидкость). Однако основной путь транспорта из крови 
в ткань головного мозга проходит через клетки посредством морфофунк- 
циональиой энергообразующей и энерготранспортной системы н-г-м. 
а не межклеточной—через интерстициальную жидкость. Следовательно, 
сократительные элементы мембран стенок капилляров (миоциты, пирс- 
ииты, эндотелий и составляющие их сократительные белки) и окружаю
щий их «плотный астроцитальиый футляр» представляются автором ос
новным субстратом, определяющим адекватный эпилептической актив
ности обмен веществ и энергии между нейроглиальным комплексом и 
кровью капилляра-эффектора.

Изучаемая проф. Погодаевым К. И. пароксизмальная система н-г-м 
позволяет рассматривать механизмы регуляции локального кровообра
щения в терминах транспортных процессов. При этом, наряду со скаляр
ным метаболизмом, автор рассматривает понятие векторного метаболиз
ма между митохондриальным компартментом и цитоплазмой, а также 
между клетками, входящими в систему н-г-м. отличающимися по мета
болической структуре. Химический и осмотический катализ ферментами 
и осмотический катализ переносчиками при участии соответствующих ка
налов (пор в мембранах) представляются как процессы, происходящие 
по механизму специфического переноса тех или иных лигандов и по 
механизму сопряжения между хемиосмотическими и чисто осмотически
ми реакциями. Эпилептический разряд неминуемо сопровождается поте
рей свободной энергии и увеличением энтропии (неупорядоченности) в 
пароксизмальной системе н-г-м и ее фрагментах разной сложности, что 
собственно и определяет направленность этиопатогенеза, его естествен
ную метаболическую необходимость. Изменения мембранных электрохи
мических потенциалов при «разрядке и зарядке нейроглиального комп
лекса» приводят к образованию электромеханических волн и соответ
ствующему перемещению потони иалобразующих ионов (главным обра
зом К * и Н ‘ ) в пароксизмальной системе н-г-м. что в основном 
приводит к вазомоции микрососудов-эффекторов, описанной при эпи
лепсии.

Проф. Погодаев К. И. впервые представил многочисленные осно
вополагающие факты по патохимии мозга и высказал новые, весьма про
дуктивные представления по этиопатогенезу и терапии эпилепсии, кото
рые, несомненно, получат дальнейшую разработку и обогатят наши зна
ния в эпилептологии и патохимии головного мозга.

БЕРЕЗОВ Т. Т. 
ПАНЧЕНКО Л. Ф. 

ФЕДОРОВ Н. А.
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НЕИРОХИПИЛ
т. 6, № 2, 1987

Рефераты статей, направленных на депонирование в ВИНИТИ

УДК 547.466:577.164.15:612.81

СООТНОШЕНИЕ ЭНДОГЕННОЙ СВЯЗАННОЙ И СВОБОДНОЙ 
ГАМК И КИНЕТИКА СВЯЗЫВАНИЯ рС]ГАМК В

ГОМОГЕНАТАХ ОТДЕЛОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС 
РЕЙТАРОБА Т. Е.. РОЗАНОВ В. А.. ТОЦКИЙ В. Н.

В 1967 г. Elliott обнаружил, что ГАМК существует в ЦНС в виде 
связанной и свободном форм. Они обнаруживаются в гомогенатах мозга, 
приготовленных на солевых растворах, но не на растворах сахарозы, и 
рассматриваются как проявление компартменталиэации ГАМК в нерв- 
ноп ткани. Поскольку в ряде современных исследований используется 
связывание меченой ГАМК и ее аналогов в гомогенатах, возникает 
вопрос, в какой мерс эндогенная связанная ГАМК оказывает влияние 
на связывание добавленной меченой ГАМК:

С использованием метода центрифугирования Elliott исследовали со
держание эндогенных свободных и связанных форм ГАМК и свя
зывание добавленной [ С]Г.АМК (0.2—2 10* мк.М) в гомогенатах моз
жечка, коры и стволовой части головного мозга крыс линии Wistar. 
Наименьшее содержание эндогенной связанной ГАМК обнаружено в 
мозжечке, в коре уровень՜ связанной формы достоверно выше (соответ
ственно 0,73=5=0,12 и 1,07±0,10 мкмольт՜1 ткани). На фоне этого 
обнаружено слабое связывание добавленной [НС]ГАМК в гомогенатах 
мозжечка и значительно более выраженное связывание в коре 
(Кс=0,03 мкМ; V=12>5 пмоль-мг՜1 ткани-мин՜1). Этот эффект наблю
дался при концентрациях добавленной [ИС]ГАМК 0,2 — 20 мМ; 
при больших концентрациях связывание меченой ГАМК было практи
чески одинаковым во всех отделах и в целом резко ослабевало. Одно
временно отмечен достоверно более интенсивный выход метки при пов
торных промывках осадков гомогенатов мозжечка по сравнению с ко
рой. Таким образом, в коре, где содержание связанной ГАМК выше, 
имеет место и усиленное связывание добавленной [|ЧС]ГАМК.

Полученные данные, вероятнее всего, обусловлены особенностями 
клеточного состава исследованных отделов мозга, в частности преобла
данием нейрональных элементов и нервных окончаний в коре.
10 с., ил. 2, бкблиогр. 13
Государственный университет им. И. И. Мечникова,
Медицинский институт им. Н. И. Писо.-оса. Одесса Поступила 16. Vil 1986

Рукопись депонирована в ВИНИТИ
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НЕИРПХИГ1ИЛ
т. 6, № 2, 1987

УДК 618.33—008.922.1—иОЗ.64—07:616.831—008.921.7—053.31—074

ВЛИЯНИЕ ВНУТРИУТРОБНОЙ ГИПОКСИИ НА СОСТАВ 
БЕЛКОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС

УВАРОВА Т. М.. КУЗНЕЦОВА Т. В.

Задачей настоящего исследования было изучение влияния острой 
внутриутробной гипоксии на состав белков головного мозга в постна
тальном периоде развития. Белки коры больших полушарий головного 
мозга и мозжечка крыс в возрасте 7. 11. 15 и 30 дней, солюбилизиро
ванные в результате поэтапной обработки детергентами тритоном Х-100 
и ДДС-К1а в присутствии 2-меркаптоэтанола, были проанализированы 
методом электрофореза в ПААГ с добавлением ДДС-.\:а. Гипоксию 
моделировали пережатием сосудов пуповины плода без извлечения его 
из матки по оригинальной методике, разработанной в лаборатории. I и- 
поксии подвергались четыре плода от каждой самки на 18—19 день 
внутриутробного развития. Остальные плоды того же помета служили 
контролем. Параллельно анализировали мозг интактных животных того 
же возраста.

Установлено, что внутриутробная гипоксия вызывает изменение в 
определенных группах белков: для коры больших полушарий с величи
ной Мг 29—77 кД. для мозжечка—20—29 кД и выражается в различии 
числа полос на электрофореграммах. Отмечено изменение количественного 
соотношения белковых фракций у крыс, перенесших внутриутробную 
гипоксию. Эти изменения статистически значимы (р<0.01) в интервале 
Мг —29 кД, причем в коре больших полушарий количество белков этой 
группы уменьшается, а в мозжечке, напротив, увеличивается.

В представленном исследовании впервые показано, что в отдаленные 
сроки после внутриутробной гипоксии наблюдаются заметные изменения 
в составе белков головного мозга. Можно предположить, что эти нару
шения. в свою очередь, сказываются на морфологических и функциональ
ных параметрах различных структур нервной системы. Гистологические 
исследования, проведенные в нашей лаборатории, позволяют предполо
жить, что выявленные изменения белкового спектра связаны с повреж
дением проводниковых структур, нарушением процесса миелинизации.

Для выяснения механизмов влияния гипоксии на обмен белков мозга, 
а также структуры, функции и локализации в клетке белков, наиболее
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Чувствительных к гипоксии, в настоящее время проводятся дальнейшие 
исследования.

13 с., ил. 2. библиогр. 8
НИИ педиатрии АМН СССР. Москва Поступила 20. I 1987

Рукопись депонирована а ВИНИТИ

УДК 6 i 5.785.4.

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ КАРБАМАТОВ 
И ОБРАТИМЫХ ИНГИБИТОРОВ ХОЛЙНЭСТЕ0АЗ

В МОЗГУ МЫШЕЙ

БАЛАШОВА Е. К., РОЗЕНГАРТ В. И., ШЕРСТОБИТОВ О. Ё.

В основе метода определения карба.йАтов лёжйт Акст^аёйровайЙё ве
ществ из гомогейатЗ мозгА (1С0 мг/йл) с послеЛуЬГ&иЙ ёпрёдсАёййём ан* 
тйхблинэстеразной активности. В качестве АкстрАгёнта в завйёййостй от 
строения карёаматА й прочности его саязйёаний cd CTji^Rryfiasiil мёзга 
,ЙС1ЙлЬзук>тея: вода (длй бзёрййа); слабйй рактАЭД ТХУ (O.iOS'jh для 
байтбна). Для других вёщёств мбйЫб йспбльзбватВ АкстрАкцйГб 80%-ййм. 
спиртом. После цёнтрифуёйрбвайия «ОО ббо1>отой/мин. 5 йиЙ) йадёСа- 
д очную жидкость использовали длй определения АнтйхблййАётё(1азйой 
активности по отношению к специально Подобранной}’, найбдлсс чувстви- 
тельному для каждого вещества тёст-фёрйенту, Найрймер, бутирйлхбЛйн- 
эстёразе нЗ сыворотки крови лошади или АХЭ й£ НЛбв м£х.

Для определения содержания обратимых ЙнгйбЙтбрбв в мозЬу йс- 
пользовали другой принцип: способность соедййенйй этого типа Защи
щать АХЭ мозга от угнетения нео'брЗтнмб дёйствук$щя.Й фбсфорбргЗии- 
•чес к им ингибитором» например, армином. Готовили гоХюгёнат .мозга 
<25 мг/мл) контрольного и опытного животного, которому вводили об- 
'рЗтимый йнЬибито'р. например, такрин. После инкубации с необратимым 
ПнгйбитоДо.м, приводящей в контроле к торможению на 70—80%. пробы 
разбавляли в 8 раз и Добавляли субстрат для остановки реакции инги
бирования ■ и далее определяли активность фермента. Калибровочную 

•кривую составляли для определения зависимости торможения АХЭ мозга 
необратимым ингибитором от концентрации такрина в пробе.

Чувствительность предлагаемых методов: для эзерина—0,04 мкг/г, 
для байгона 0,02 мкг/r и такрина 1 мкг/г, что позволяет обнаружить 
указа иные антихолинэстеразные вещества при их введении мышам в суб- 
токеичсских дозах.

8 с., ил.. 2, библиогр. 2
Институт эволюционной физиологии
и биохимии им. И. М. Сеченова. Ленинград Поступила 19. Н 1987

Рукопись депонирована в ВИНИТИ
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УДК 611.81:577.152.12'-

ТОПОГРАФИЧЕСКАЯ СВЯЗЬ АЛЬДЕГИДДЕГИД РОГЕН АЗЫ 
С МОНОАМИНЭРГИЧЕСКИМИ. СИСТЕМАМИ МОЗГА

ЗИМАТКИН С. М.

Известно, что значительная часть альдегидов мозга, образующихся 
при окислительном дезаминировании моноаминов (МА), особенно дофа
мина (ДА), окисляется альдегиддегидрогеназой (АльДГ; КФ 1.2.1.3). 
Проведенное нами количественное гистохимическое исследование АльДГ 
мозга крысы выявило сравнительно низкую активность фермента в пе- 
рикарионах и аксонах МА-эргических (МАэ) нейронов. В то же время 
повышенная активность АльДГ обнаружена в области окончаний МАэ 
систем, особенно ДАэ в конечном мозгу: в полосатом теле, латеральной 
парофлакторной области, обонятельных бугорках, центральном ядре мин
далины. В конечном мозгу обнаружена корреляция между распределе
нием по микроотделам активности АльДГ и плотности ДАэ терминалей, 
содержания ДА (г = 0,6—0,8; р<0,01), а также содержания норадрена
лина (НА), серотонина (5-ОТ) (г = 0,5; р<0,05) и активности МАО 
типа А (г = 0,8; р<0,01). В промежуточном мозгу выявлена корреляция 
(г = 0,7; р<0,01) между распределением активности АльДГ и содержа
ния. ДА, плотности ДАэ терминалей, активности МАО (с ДА и (З-фе- 
нилэтиламином, но не с 5-ОТ в качестве субстрата). В заднем мозгу, где- 
содержание ДА и ДАэ терминалей не велико, связь их распределения с 
АльДГ не обнаружена, однако здесь более четко проявляется корреляция, 
распределения содержания НА, плотности НАэ и 5֊ОТэ терминалей с 
АльДГ. Полученные результаты свидетельствуют о пространственной- 
связи АльДГ с областями расположения терминалей МАэ систем мозга, 
предположительно с зонами повышенной наработки альдегидных произ
водных МА, особенно ДА.
4 с., ил., библио.՜р. 11 <•. .
Институт биохимии АН БССР, Гродно Поступила 31. III 1987

Рукопись депонирована в ВИНИТИ.
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