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НЕИРЕХИГ^ИХ

т. 6, № 4, 1987

СОВЕТСКАЯ НЕЙРОХИМИЯ—К 70-ЛЕТИЮ ВЕЛИКОЙ 
ОКТЯБРЬСКОЙ СОЦИАЛИСТИЧЕСКОЙ РЕВОЛЮЦИИ

Советский народ и все прогрессивное человечество широко отмечают 
70-летие Великой Октябрьской социалистической революции, освобо
дившей угнетенные народы царской России от векового порабощения. 
Победа революции сыграла важнейшую роль в судьбе как народов 
СССР, так и всего человечества. Огромное развитие за 70 лет советской 
власти претерпели все области общественной жизни, в том числе н сфе
ра науки. СССР по ряду направлений современной науки занимает ныне 
ведущее положение в мире.

В системе биологических наук особое место принадлежит нейробно- 
ЛОГИН и нейрохимии, развитие которых в нашей стране во многом обус
лавливалось выдающимися открытиями корифеев отечественной науки— 
И. М. Сеченова. И. П. Павлова. А. А. Ухтомского, Н. Е. Введенского. 
А. А. Орбелн, С. П. Боткина. А. Ф. Самойлова, В. М. Бехтерева и др., 
создавших учение о нервизме, высшей нервной деятельности и объектив
ных методах ее изучения. У истоков советской нейрохимии стоят имена 
основателя функциональной нейрохимии А. В. Палладнна и его сотрудни
ков. впервые начавших плодотворные исследования по белкам и протео
литическим ферментам мозга, Е. М. Крепса, Г. X. Бунятяна. Г. Е. Вла
димирова. П. А. Кометиани и др., успешно развивавших различные ас
пекты биохимии нейропептидов, нейромедиаторов, аминокислотного и 
энергетического обмена в нервной системе и т. д.

Вместе с тем, за последние 20 лет произошли коренные изменения 
в проблематике нейрохимических исследований. Советскими учеными соз
дан ряд приоритетных, лидирующих направлений в нейрохимии. К их 
числу можно отнести фундаментальные исследования по химии и биоло
гии регуляторных пептидов, нейроспецифических белков гипоталамуса— 
регуляторов различных метаболических процессов, протекающих в мозгу 
и висцеральных органах и т. д. Исследуется также взаимодействие ней
ропептидов с «классическими» нейромедиаторными системами. За послед
ние годы начаты серьезные работы в области нейрохимии по экспрессии 
тенов и генной инженерии. Большое внимание уделяется изучению мо
лекулярных основ генетических дефектов нервной системы. Классические 
методы генетики находят все более широкое применение в нейробнологи- 
•ческих исследованиях.
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Все большее развитие получают исследования биохимических ослов 
нейрофизиологических процессов. Успешно проводится исследование 
функциональной организации потенциалзависимых кальциевых каналов в 
возбудимых мембранах. Применение метода внутриклеточной перфузии 
позволило установить связь между метаболизмом 3',5'-сАМР и функцио
нированием кальциевых каналов. Весьма перспективным направлением 
является изучение свойств ионных каналов, формируемых в искусствен
ных нейрональных мембранах различными биологическими активными сое
динениями. в частности нейротоксинами.

Серьезные достижения имеются в области изучения нейрохимических 
аспектов действия циклических нуклеотидов, например, в исследовании 
механизмов сопряжения аденилатпиклазной системы с различными внут
риклеточными медиаторами. Отечественными нейрохимиками обнаружен 
ряд белков—эндогенных регуляторов метаболизма циклических нуклео
тидов. Из сетчатки, в частности, изолирован специфический белок—ин
гибитор фосфодиэстеразы циклических нуклеотидов, выработаны к нему 
моноклональные антитела и исследована его первичная структура.

По-прежнему значительное место в нейрохимических исследованиях, 
проводимых в нашей стране, занимает всестороннее изучение биохимиче
ских основ синаптической передачи. Изучаются региональное распреде
ление и молекулярная организация рецепторов нейромедиаторных систем, 
принципы их функционирования в нервных клетках в норме и патологии, 
а также нейрохимические основы действия на рецепторы природных ре
гуляторов и различных психофармакологических веществ.

На сегодняшний день в СССР существует более 50 лабораторий ней
рохимического профиля. Из них 36 занимаются изучением экстремаль
ных состояний: нейрохимией алкоголизма, наркомании, токсикомании, 
зимней спячки и глубокой гипотермии, а также различных стрессорных 
воздействии на организм. Намечается определенный прогресс в исследо
ваниях по радиационной нейрохимии. Ряд нейрохимических лабораторий 
страны занимается изучением метаболизма белков, ферментов и нукле
иновых кислот нервной ткани. Заметны успехи отечественной нейрохимии 
в изучении молекулярных основ нейрохимических патологий: метаболиз
ма нервной ткани при черепно-мозговой травме, сосудистых и опухоле
вых поражениях мозга, роли некоторых эндогенных нейропептидов в па
тогенезе паркинсонизма и динамике развития и самоустранения эпилеп
тической активности мозга.

В последние годы в нашей стране начаты исследования в области 
иммунодиагностики повреждений олигодендроглиальных и миелиновых 
структур у больных с энцефалитом, энцефаломиелитом, менингитом и по
ражениями спинного мозга. Исследуются также ферменты распада гли
ко- и фосфолипидов в качестве диагностического теста при ряде наслед
ственных заболеваний нервной системы (болезнь Тея-Сакса, Нимана-Пи- 
ла, Сандхоффа и др )-

Создание в СССР журнала «Нейрохимия» (орган АН СССР и АН 
АрмССР) сыграло историческую роль в развитии отечественной нейро
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химии, в пропаганде ее достижений в нашей стране и за рубежом. Жур
нал играет также большую роль в организации нейрохимических иссле
довании в СССР, ареал которых в последнее время заметно расширился. 
Наряду с признанными нейрохимическими центрами в СССР (Москва 
Ленинград. Киев. Ереван. Тбилиси) успешно работают нейрохимические 
лаборатории в Минске. Горьком. Ростове-на-Дону. Кишиневе, Новоси
бирске. Харькове. Тарту. Днепропетровске. Махачкале. Нальчике и дру- 
гих городах нашей страны.

В-наши дни ленинская Коммунистическая партия проводит огромную 
работу по перестроике общества развитого социализма. XXVII съезд 
КПСС и Пленумы ЦК КПСС в апреле 1985 г. и июне 1986 г. поставили 
перед советскими учеными исключительно важную задачу-занять лиди
рующее положение в мировой науке. По словам президента АН СССР 
академика Г. И. Марчука, «...без глубокой реорганизации, широкой и 
всесторонней демократизации научной жизни невозможно полностью ра
скрыть интеллектуальный, научный потенциал социалистического общества 
и достичь мирового уровня по всем основным направлениям исследо- 
ваним».

Реальная форма такой реорганизации в отечественной нейрохимиче
ской науке представляется в усилении координации фундаментальных ис
следований. имеющих практическое значение для медицины, в различных 
научных центрах страны, разработке совместных научных программ меж
ду учреждениями АН СССР „ АМН СССР по таким направлениям, 
как биохимия неиропептндов. рецепторов, мембран нервной ткани и мо
лекулярные основы . ............  иейропатологий. Реализации указанных
программ способствовала оы организация в нашей стране Всесоюзных 
координационных научно-методических центров по химическому синтезу 
регуляторных пептидов и для широких структурно-функциональных ис
следований белков. пептидов, нейромедиаторов и других соединений мозга.

Советская неирохимня. базируясь на богатейших традициях отечест
венной нейробиологи ческой школы, имеет все предпосылки для того, 
чтобы занять одно из ведущих мест в мире.

РЕДКОЛЛЕГИЯ
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НЕИРОХИМИЛ
т. 6, № 4. 1987

УДК 577.352+3.612.621.5

ИЗМЕНЕНИЕ ПАРАМЕТРОВ СВЯЗЫВАНИЯ [’Н] ДИАЗЕПАМА 
С СИНАПТИЧЕСКИМИ МЕМБРАНАМИ КОРЫ БОЛЬШИХ 

ПОЛУШАРИЙ МОЗГА КРЫС ПРИ ОБУЧЕНИИ

КОРОТКОВ К. О.. АКСЕНТЬЕВА М. С.. ЖУЛИН В. В.

Институт высшей нервной деятельности и нейрофизиологии АН СССР. Москва

В экспериментах 
чекия на параметры

определяли К. и ^inax

in vitro с помощью анализа по Скэтчарду изучали влияние jov- 
связывания [3HJ диазепама к синаптическим мембранам псокор 

текса крыс. Графики Скэтчарда для крыс, обученных условному рефлексу двусторон
него избегания, крыс, скресскрованных нссочстаннымн электрическими раздражителя
ми. и интактных животных имели нелинейный характер. Мы предлагаем возможные 
объяснения этого факта. Используя модель двух независимых участков связывания, 

(максимальное число участков связывания) для мембран сбу 
стрессированных крыс. Плотность рецепторов стрессированных крыс была 

намного выше, чем у обученных, в основном, за счет увеличения ннзкоаффинной по
пуляции. при этом аффинности обеих популяций были практически одинаковы Раз- 
линия между кривыми в графиках Скэтчарда. соответствующими обученным и интакт
ным животным, были незначительны. Исходя из этого, мы предполагаем, что измене
ния на уровне бензодиазепиновых рецептаров соответствуют уровню эмоционального 
возбуждения во время обучения.

ценных

Принято считать, что фармакологичег.-,.»тогичесьие эффекты бензодиазепинов 
опосредуются через высокоаффиниые тчастч,, „г. .'часткн связывания в мозге—бен
зодиазепиновые рецепторы [1, 21 Бохы.,»»' ’ большое количество косвенных дан
ных, свидетельствующих об их гетеоог»,,»»„ „ Рогенности, частично объясняет чрез
вычайно ШИрОКИИ Спектр фИЗНОЛОГИНегклВгч л! гл . 1 "Ческой активности оензодиазепинов[3, 4]. Один из важнейших эффект»» _  -1 •,с|'т°в этой группы лекарств—анксио
литическим—тесно связан с поопесг»..,.п . 1 '-։тс<-։ми высшей нервной деятельности.
Распределение бензодиазепиновых г с /1х рецепторов в мозгу [5. 6] подтверж
дает предположение, что они опое л»г определенным ооразом включены в выс
шие интегративные процессы. Так. показано, что бензодиазепины могут 
влиять на спосооность к обучению у человека [7-9]. Известно также, 
что некоторые формы экспериментального стресса изменяют параметры 
высокоаффинного связывания бензодиазепинов V крыс [10].

Ранее было установлено, что синаптические мембраны коры боль
ших полушарий мозга крыс, подвергшихся воздействию несочетаиных 
раздражителей—света и электрокожных раздражений (ЭКР)-связы- 
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вают больше диазепама, чем синаптические мембраны крыс, обученных 
избеганию. В свою очередь, последние обладали статистически досто
верно большим уровнем связывания, чем мембраны интактных живот
ных [ 11].

В настоящей работе представлены данные, показывающие, что зна
чительное увеличение связывания [3Н] диазепама при указанных воз
действиях обусловлено возрастанием плотности рецепторов синаптических 
мембран без изменения их аффинности.

Материалы и методы

Условный рефлекс двустороннего избегания (УРДИ) вырабаты
вался у самцов белых крыс по общепринятой методике. Обучение про
должали до достижения критерия 5 избеганий подряд. Животных, по
лучавших несочетанные раздражители, соответствующие по количеству 
раздражителям, примененным для выработки условного рефлекса, исполь
зовали как активный контроль (АК), а животных, не подвергавшихся 
каким-либо воздействиям—как пассивный контроль (ПК). В каждой 
группе было по 8 крыс.

Через несколько .мин после обучения животных декапитировали. от
деляли серое вещество больших полушарий, выделенный материал по
мещали в жидкий азог. После оттаивания материал тщательно гомоге
низировали в стеклянном сосуде Поттера в 25 объемах среды выделе
ния (0.32 М сахароза. «Sigma», США: 1 мМ ЭДТА и 50 мМ 
трис-HCJ, «Serva». ФРГ. pH 7.4) при температуре 4°. которую поддер
живали на всех стадиях выделения. Гомогенат центрифугировали 10 мин 
при 1500g. Осадок отбрасывали, а супернатант центрифугировали 20 мин 
при 20000g. Осадок (фракция Р?) суспендировали в 25 объемах по от
ношению к исходной ткани 50 мМ трис-НС1, pH 7.4 в стеклянном гомо
генизаторе и хранили несколько дней при температуре —20°.

Связывание проводили при температуре 0,5—Г. К 0.4 мл оттаявших 
и повторно гомогенизированных мембран добавляли 50 мкл [ЯН] диазе
пама (87 Ки/м.моль. «Aniersham», Англия). Конечные концентрации 
[JH] диазепама варьировали от 0.3 до 30 нМ. Реакцию останавливали 
через 60 мин фильтрованием образцов через фильтры GF/В под ва
куумом. Фильтры дважды промывали 5 мл ледяного буфера (общее 
время фильтрования составляло 10—15 с). Радиоактивность фильтров 
определяли в сцинтилляторе Брея с использованием счетчика «Beckman 
LC-9000», США. Для определения неспенифического связывания ис
пользовали немеченый диазепам в концентрации 5-10 6 М [12]. Белок 
определяли по Lowry и соавт. [13]. Концентрация белка в опыте со
ставляла 0,2—0,4 мг.

Таким образом, в сумме исследованы 24 препарата синаптических 
мембран, выделенных от 24 животных. Данные по связыванию пред
ставлены в виде графиков Скэтчарда. Каждая точка на графике соот
ветствует среднему арифметическому всех опытов. При этом по формуле

475



I/ Xt " n вычисляли и откладывали на графике стаидалт-

нос отклонениеСн-ь Уровень приближения к линейной регрессии оценивали 
по критерию Р. Разложение экспериментальных точек в соответствии с 
моделью двух независимых участков связывания (для групп обучения 
и АК) проводили по Feldman [14] с использованием метода наимень
ших квадратов. В рамках этого метода определены отклонения для ве
личин К<1 и B,։։j։. Интерполяционная кривая для группы ПК апрокси- 
мирована моделью, предполагающей комбинацию двух популяций ре
цепторов, одна из которых связывается с лигандом по мономолекуляр- 
ному механизму, а другая может равно отвечать как варианту положи
тельной кооперативности, так и варианту самоконвертирующихся кон
формационных форм рецептора.

Обсуждение результатов
Результаты связывания [3Н] диазепама синаптическими мембрана* 

ми представлены на рис. 1 и 2. В противоположность широко распрост
раненным данным, график Скэтчарда для мембран крыс ПК не яв
ляется прямой линией, он лучше описывается кривой, имеющей мак
симум и точку перегиба. Если же провести прямую методом линейной

Рис. /. Графика Скэтчарда для связымккя РН] двззспамз с свиаптиче- 
сними мембранами коры больших полушаоий ... п. । мозга крыс. Но оси абс
цисс—специфическое связывание (фмоль/мг й....л «елка;. по оси ординат—от- 
ношение специфического снязыяанкя к концентрации кес.язаяшейся мепси 
(фмоль/фмоль • мг оелка.10-5). /-группа интактных крыс. 2—вуч֊- 
пиг УРДИ. >—активный контроль. Для ,лг.~ каждой точки взято среднее

значение из 8 опытов
Рис. 2. Разложение экспериментальной кривой Скэтчарда для связьмм- 
ния [3Н] диазепама с синаптическими мембранами коры больших полу
шарий мозга интактных крыс. 7—экспериментальная кривая. 2—прямая 
соответствующая простои биМОЛ1».улярнон реакции лиганд-рецепторкого 
взаимодействия, Л—парабола. соответствующая модели положительной 
кооперативности или конформационных переходов рецепторов. Остальны- 

обозначения те же. чг֊> ка рис. ! 
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регрессии через точки с R^300 фмоль/мг белка, то полученные К<« и 
"'а։ (соответственно 3.74 нМ и 1.2 пмоль/мг белка) близки к данным

известным из литературы [15. 16]: К-количество специфически свя
завшегося рецептора. Проверка такого приближения по методу Р (вкмо- 
чая точки с Р<300 фмоль/мг белка) дает Р=210 (П=2). при этом 
достоверная вероятность приближения для всех экспериментальных то
чек оказалась -меньше 0.01. Тем не менее, нелинейный характер графика 
соответствующего группе ПК. и достоверное наличие максимума в об
ласти малых концентраций (0,1-1.0 нМ) [3Н] диазепама потребовали 
дополнительной экспериментальной проверки. Было показано, что из
менение условий первого Центрифугирования при выделении синаптиче
ских мембран, скорости фильтрации и некоторых других эксперимен
тальных процедур влияет на параметры связывания [3Н] диазепама, но 
не является критическим для выявления максимума на графике Скэт- 
чарда. Кроме того, для идентификации модели была проведена вспомо
гательная серия опытов по связыванию, где начальная концентрация 
белка R., варьировала от 0.2 до 2.0 мг/мл. Оказалось, что форма мак
симума не зависит от величины R». На основании результатов этого 
эксперимента отдали предпочтение модели, которая предполагает нали
чие двух популяций рецепторных молекул, одна из которых (R,) опи
сывается прямой линией на графике Скэтчарда (К* =24,4 нМ и

=2.44 пмоль/мг белка), а вторая ( R») имеет плотность - 
0.1 пмоль/мг белка и соответствующий ей график может быть описан 
моделью предельной положительной кооперативности с двумя местами 
связывания (п = 2) или моделью конформационного перехода между 
двумя формами рецептора. Полученное значение В„.и для кривой ПК 
хорошо согласуется с величинами плотности рецепторов со сверхвысоким 
сродством, выявленным Е111ег( „ Соавт. [17]. в эксперименте по свя
зыванию бензодиазепиновых рецепторов с этиловым эфиром Р-карболин- 
3-карбоиовой кислоты.

И для стрессированных (АК). и для обученных крыс форма кри
вой Скэтчарда соответствует механизму связывания для двух или более 
независимых подтипов рецептора (максимум на кривой отсутствует). 
Ранее похожие формы графиков Скэтчарда были продемонстрированы 
для взаимодействия [ Н] диазепама с бензодиазепиновыми рецепторами 
неокортекса необученных кроликов [18]. а также для связывания 
[ Н] флунитразепама с синаптическими мембранами, выделенными из 
различных отделов мозга крыс, в присутствии этилового эфира р-као- 
болии-3-карбоновой К,|СЛ°™ И9]. При расчете термодинамических па
раметров связывания [ Н] флунитразепама и [3Н] клоназепама пока
зано, что изменение аффинности связывания по мере изменения темпе
ратуры не совпадает с термодинамической константой равновесия, харак
терной для бимолекулярной реакции, поэтому возможность существова
ния двух независимых подтипов бензодиазепинового рецептора разре
шает это противоречие [20]-
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Пока невозможно точно оценить какому типу бензодиазепиновых 
рецепторов отвечает появление перегиба на графике Скэтчарда. Обна
руженные с помощью [3Н] 4'-хлордиазепама (R.. 05—4864) так назы
ваемые рецепторы «периферического» типа локализованы не только в 
«периферических» органах, но и в ткани мозга [21]. Однако плотность 
таких рецепторов в неокортексе крыс существенно ниже, чем рецепто
ров «центрального» типа [22]. «Периферические» рецепторы не свя
заны с ГАМК-регулируемыми ионными каналами, опосредующими эф
фект анксиолитиков и антиконвульсантов бензодиазепиновой природы, 
которые взаимодействуют с рецепторами «центрального» типа [23]. Сог
ласно последним исследованиям, по субклеточному фракционированию 
гомогенатов мозга крыс рецепторы «периферического» типа преимуще
ственно локализованы на внешней мембране митохондрий, а их функции, 
по-видимому, тесно связаны с процессами окислительного фосфорилиро
вания [23, 24]. Разумеется, в нашем эксперименте [3Н] диазепам свя
зывался с рецепторами обоих типов, присутствующих во фракции Рг. 
Тем не менее, принимая во внимание вышеизложенное, участие рецеп
торов «периферического» типа в процессах высшей нервной деятельно
сти представляется маловероятным. Скорее перегиб на графике Скэт
чарда отвечает двум неоднородным популяциям рецепторов «централь
ного» типа.

Примечание. *р2_։<0.05.

Т аб.тца
Разложение экспериментальных крииых связывания [3Н] диазе
пама с синаптическими мембранами коры мозга крыс п соот
ветствии с моделью двух неоднородных участков связывания

Условия опытов

Высокоаффиипыс участки Низкоаффииныс участки

К(|, ..м
Втэх* Ф«®*ь/мг 

белка К.,. пМ В„„,, Ф»ОЛЬ/“1- 
белка

1. Обучение
2. Активный контроль

1+0,5 
0,85+0.1

150+50
200+50

ю±2
Ю£2

800+100 
1500+200՛

Приняв модель двух независимых участков связывания, мы можем 
разложить экспериментальные кривые на два линейных компонента и 
определить для них величины К<1 и В|։в։ (таблица). Альтернативная 
интерпретация этих кривых заключается в том, что использованные воз
действия не изменяют механизм связывания, но сдвигают параболиче
ский конформационный компонент ближе к нулю на оси абсцисс в 
графике Скэтчарда, вследствие чего график переходит в форму, более 
соответствующую модели с двумя участками.

Однако независимо от интерпретации кривых, рецепторы обучен
ных н стрессированных крыс проявляют качественно близкий способ 
связывания. График Скэтчарда у стрессированных животных проходит 
гораздо выше, чем у обученных, что может быть объяснено увеличе
нием, в основном, за счет низкоаффинной популяции доступных рецеп
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торов, тогда как аффинность обоих популяций остается практически на 
одном и том же уровне. В то же время плотности участков связы
вания и аффинности мембран мозга обученных и необученных животных 
достаточно близки.

В процессе выработки УРДИ степень эмоционального возбуждения 
крыс постепенно снижается, в связи с чем. вероятно, наступает относи
тельное понижение плотности участков связывания.

Изменения характеристик связывания с бензодиазепиновыми рецеп
торами, таким образом, в определенной мере соответствуют физиологи
ческим закономерностям обучения. Сходство же в левой части графи
ков Скэтчарда для обучения и АК, в свою очередь, может быть выз
вано менее выраженным проявлением эмоционального стресса у обу
ченных крыс.

LEARNING ALTERS RH]-DIAZEPAM BINDING TO THE 
SYNAPTOSOMAL MEMBRANES OF RAT NEOCORTEX

KOROTKOV К. O„ AKSENT1EVA M. S.. ZHULIN V. V.

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Academy of 
Sciences of the USSR. Moscow

The effect of learning on the parameters of PH] diazepam binding 
to rat brain synaptosomal membranes has been studied in vitro expe
riments by Scatchard analysis. Scatchard plots for the rats which were 
trained to conditional reflex of double-sided avoidance, those stressed 
by unmatched irritations and intact rats did not represent a straight 
line. We propose a possible interpretation of this fact. Using the mo
del of two independent binding sites, determination of dissociation 
constants (K<i) and maximum binding sites (B,n3,) for trained and stres
sed rats membranes has been made. The receptor density in stressed 
rats was much higher than in learned ones-mainly due to increase in 
low-affinity population while affinities were similar in both cases. Furt 
hermore, the differences between the curves of trained and intact rats 
were not significant. On this ground we suggest that changes in the 
level of the benzodiazepine receptors are in accordance with the extent 
of emotional excitation during the training.
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НЕИЕЕХИГ^ИТ)
т. 6, № 4, 1987

УДК 612.84+547.466.64

ПОСТНАТАЛЬНОЕ РАЗВИТИЕ РЕЦЕПТОРОВ ГЛУТАМАТА. 
БЕНЗОДИАЗЕПИНА И ГАМК В ЗРИТЕЛЬНОЙ СИСТЕМЕ

КРЫСЫ (СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ)

ШЛИБС Р„ РОТЕ Т.
Институт исследований .мозга им. Пауля Флексига 

Университета им. Карла Маркса, Лейпциг, ГДР

С .использованием метода связывания лигандов было исследовано постнатальное 
развитие глутаматных, бензодиазепиновых и ГАРЛК-рсцепторов в сетчатке, ядре на
ружного коленчатого тела (ЯНКТ). верхнем холмике четверохолмия (ВХЧ) и зри
тельной коре гелевного мозга крыс. Установлено, что в центральных зрительных об
ластях онтогенез мест связывания глутамата опережает развитие рецепторов ГАМК 
и бензодиазепина. Максимальное связывание глутамата было выявлено уже на 14-м 
дне постяатального развития .Временная картина развития бензодиазепиновых рецеп
торов в зрительной коре и сетчатке в этих областях отставала от развития рецепто
ров ГАМК, тогда как связывание бензодиазепина в ЯНКТ и в ВХЧ опережало свя
зывание ГАМК. Различия во времени отчетливого проявления глутаматных, бензо
диазепиновых и ГАМК-рецепторов в зрительных областях указывает, что глутамат- и 
ГАМК-ергическис проводящие пути неодинаково включаются в функциональное соз
ревание зрительной системы крыс. Развитие глутаматных рецепторов в центральных 
зрительных областях, видимо, тесно связано с механизмами избирательной стабили
зации синаптических контактов, тогда как онтогенез рецепторов ГАМК и бензодиа
зепина контролируется более сложным образом.

В зрительной системе крыс происходят постнатальные функцио
нальные и структурные изменения. Можно полагать, что они увязаны 
с развитием функциональных свойств системы опознавания. Адекват
ны։! зрительный поток, видимо, взаимодействует с этим развитием и 
влияет на конечную настройку функциональных н/или структурных 
нейронных связей в зрительном пути [11-

Наши сведения о созревании зрительной системы были получены 
по большей части на основе результатов электрофизиологических и мор
фологических исследований [2]; .меньше данных имеется о развитии 
нейрохимических параметров зрительной системы крыс. Так как глав
ные нейромедиаторы, участвующие в первичной передаче зрительной 
информации, все еще неизвестны, мы сосредоточили внимание на пост- 
иатальном онтогенезе глутамат- и ГАМК-ергической передач, которые 
и головном мозгу рассматривают соответственно как основные возбуж
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дающие и тормозящие системы [3—5]. Нейромедиаторные рецепторы 
являются одними из решающих звеньев в цепи синаптической обработ
ки информации. Благодаря их способности к адаптации в ответ на из
меняющиеся количества нейромедиаторов з зависимости от сдвигов ак
тивности нейронов [6], они особенно важны для функционально-адап
тивных процессов, которые протекают зо время созревания зрительной 
системы. Поэтому мы изучали развитие глутаматных, бензодиазепино
вых и ГАМК-рецепторов в зрительных отделах (зрительной области 
коры больших полушарии, ЯНКТ, ВХЧ и сетчатке) крысы для того, 
чтобы выяснить, существует ли корреляция между онтогенезом этих ре
цепторов и созреванием процессов обработки информации в этой хо-- 
рошо изученной сенсорной системе. Кроме того, мы были заинтересо
ваны в определении величин временных различий в созревании основ
ных возбуждающей и ГАМК-сргической передач, выявляемых при он
тогенезе рецепторов в зрительной системе крыс.

Материалы и методы

Крысы линии BD III любого пола находились в условиях 12-часо
вого затемнения в сутки и обычного виварного содержания. Их декапи- 
тировали в различном (10 90-дневном) возрасте и под стерсомикро- 
скопом, как было описано ранее [7], выделяли зрительную область 
коры, ЯНКТ. ВХЧ и сетчатку. Пробы ткани гомогенезировалн в инку-- 
бац ионном буфере и сохраняли при —20 . Для количественного опре
деления рецепторов исследуемых агентов использовали метод радиоли- 
гандного связывания. После инкубации радиолиганда с мембранной 
фракцией, полученной из ткани соответствующей области, образован
ный лиганд-рецепторный комплекс отделяли либо фильтрованием (при 
определении бензодиазепиновых рецепторов), либо центрифугированием 
(в случае рецепторов глутамата и ГАМК). Радиоактивность материала, 
задержанного на фильтрах или перешедшего в осадок при центрифуги
ровании, измеряли при помощи счета в жидком сцинтилляторе. Для 
определения различных видов рецепторов применяли следующие радио
лиганды: [3Н] глутамат—для глутаматных рецепторов [8]. [3Н] флуни
тразепам—Для бензодиазепиновых [9] и [3Н] мусцимол—для рецепто
ров ГАМК [Ю]. Величину специфического связывания вычисляли как 
разницу между общим связыванием и связыванием, определяемым в 
присутствии немеченого рецепторного ингибитора (неспецифическое свя
зывание). В этих опытах использовали радиолиганды и ингибиторы в 
следующих концентрациях: 3 нМ [3Н] глутамата и 1 нМ немеченого 
L-глута.мата; 1,5 нМ [3Н] флунитразепама и 10 мкМ хлордиазепоксида; 
2 нМ [3Н] мусцимола и 1 нМ ГАМК. Полученные величины специфи
ческого связывания выражали как отношение связанного радиолиганда 
к содержанию белка в пробе, которое определяли по методу Lowry и- 
соавт. [11].
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Результаты и обсуждение

Для сравнения изменявшихся во времени состояний онтогенеза ре
цепторов глутамата, бензодиазепина и ГАМК в изучаемых зрительных 
областях временные сдвиги в специфическом связывании выражали в 
процентах от величины максимального связывания, достигавшейся в те
чение исследуемого периода развития.

В зрительной коре (рисунок, а) связывание глутамата с 10-го по 
14-й день постнатального развития поднималось ~ на 31% и достигало 
максимального уровня, установленного при онтогенезе. К 25-му дню 
связывание глутамата падало («в 10 раз) и уже в этом возрасте

Рис. Постнатальное֊ развитие рецепторов глутамата, ГАМК и бензодиа
зепина в зрительной области коры больших полушарий (а), ядре наруж
ного коленчатого тела (б), верхнем холмике четверохолмия (в) н сетчат
ке глаза (։). Величины связывания выражены в % от максимального, 
принятого за 100%. достигнутого при исследуемом периоде онтогенеза 
соответствующим видом рецепторов. Абсолютные величины составляли 
при этс-м (в пмоль/г белка):
а) 5020*194 (1). 163=4=26 (2) и 356±22 (3);
б) 14891± 1964 (1). ’*12± 17 (2) н 277± 12 (3);
в) 5234*344 (I). 155±Ю (2) „ 399±28 (3);
г) 4064*131 (1). 81±5 (2) 141±3 (3).
По оси абсцисс—возраст в днях, по осн ординат—связывание.

Достигало величины, свойственной взрослым крысам. Связывание ГАМК 
С 10-го по 14-й день значительно увеличивалось (приблизительно в 4 
раза), поддерживалось на высоком уровне до 35-го дня и уменьшалось 
на 43% к 50-му дню. достигая величины, наблюдаемой у взрослых 
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животных. Бензодиазепиновое связывание медленно повышалось с 10-го 
по 25-й день на 22%, достигая максимальной величины, затем оно по
степенно снижалось до 50-го дня. когда становилось характерным для 
взрослых крыс.

В подкорковых областях ЯН КТ и ВХЧ (рисунок, б. в) онтогенети
ческий профиль глутаматных рецепторов был близким к описанному в 
случае зрительной коры. После подъема связывания глутамата с 10-го 
по 14-й день, когда достигалось максимальное связывание, оно стреми
тельно падало, достигая к 25-.му дню. уровня у взрослых животных. 
Связывание ГАМК в ЯНКТ и ВХЧ постепенно увеличивалось от 10-го 
до 35-го дня. достигая максимальной величины с последующим сущест
венным снижением до 50-го дня .когда были отмечены величины, харак
терные для взрослых крыс. Бензодиазепиновое связывание в ВХЧ мед
ленно нарастало с 10-го по 14-й день (на 16%) и оставалось на этом 
уровне до взрослого состояния (рисунок, в), тогда как в ЯНКТ свя
зывание бензодиазепина с 10-го дня постоянно снижалось до величины, 
свойственной взрослым крысам (рисунок, б).

В сетчатке (рисунок, г) максимальное связывание глутамата было՛ 
обнаружено уже > 10-дневных крыс, а затем оно резко снижалось до 
25-го дня. достигая к этому сроку уровня у взрослых животных. Связы- 
ванне ГАМК с 10-го по 14-й день повышалось на 50%. затем снижа
лось до 35-го дня. достигая наблюдаемого в случае взрослых крыс. 
Бензодиазепиновое же связывание с 10-го по 37-й день существенно по
вышалось. находилось на достигнутом уровне до 50-го дня, а потом, 
понемногу опускалось до величины у взрослых.

Сравнение постнатального онтогенеза рецепторов глутамата, бензо
диазепина и ГАМК в зрительных областях головного мозга крыс выя
вило. таким образом, значительные различия в картине развития этих 
рецепторов. В каждой из исследованных зрительных областей развитие 
глутаматных рецепторов предшествовало созреванию рецепторов бензо
диазепина и ГАМК. В центральных зрительных областях самое высо
кое связывание глутамата было установлено на 14-е сутки постнаталь
ного развития. В сетчатке максимальная величина связывания оказалась 
в самый первый срок исследования 10-й день.

Глутамат может служить кортикальным нейромедиатором, как на 
это указывает его Са2 -зависимый выход из эндогенных запасов и спе
цифическое поглощение пирамидными клетками слоя VI зрительной 
коры [12. 13]. В настоящее время имеются веские доказательства, что 
нервные волокна, идущие из зрительной коры в ЯНКТ и ВХЧ, исполь
зуют в качестве нейромедиатора глутамат [14].

Развитие высокоаффинного связывания глутамата, которое можно 
рассматривать как маркер глутаматергических нервных окончаний, ви
димо, протекает параллельно с морфологическим созреванием зритель
ных кортикофугальных и кортико-кортикальных проекций [15]. Период 
максимального связывания глутамата тесно совпадает с тем, когда 
созревание глутаматергических нервных окончаний достигает взрослого 
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состояния. Резкое постнатальное падение- глутаматного связывания б 
центральных зрительных областях с 14-го по 25-й день, таким образом, 
можно рассматривать как деградацию тех мест связывания глутамата, 
которые оказались неэффективно вовлеченными в протекающее образо
вание глутаматергических синаптических контактов. Интересно, что у 
крыс возраст, при котором достигается самое высокое в течение всего 
постнатального развития связывание глутамата, совпадает с временем 
прозревания. Следовательно, «включение» зрения, видимо, побуждает 
окончательное морфофункциональное созревание глутаматергнческой пе
редачи в центральных зрительных областях. Подобное же резкое сни
жение числа мест связывания глутамата в сетчатке, возможно, зави
сит от тех же механизмов.

Временная динамика развития бензодиазепиновых рецепторов в 
зрительной коре и сетчатке отстает от развития рецепторов ГАМК в 
этих областях, тогда как в ЯНКТ и ВХЧ связывание бензодиазепина 
опережает связывание ГАМК. В некоторых частях головного мозга 
бензодиазепиновые рецепторы, возможно, ассоциированы с рецепторами 
ГАМК и белками хлорных каналов, образуя некий супрамолекулярный 
комплекс [16]- Различны։։ ход онтогенеза мест связывания бензодиазе
пина и Г/'ХМК в изученных нами зрительных областях может указывать 
на неодинаковое развитие в них обоих рецепторов или на зависящие от 
возраста изменения в функциональных свойствах ГАМК—бензодиазепино
вый рецептор—хлоридионофорного комплекса.

В зрительно։։ системе крыс наблюдали также региональные отли
чия в типах развития высокоаффинного связывания ГАМК и глутамат- 
декарбоксилазной активности, которые считаются маркерами ГАМК-ер- 
гических пресинаптических нервных окончаний. В ЯНКТ активность 
глутаматдекарбоксилазы достигает уровня, характерного для взрослых 
животных, на 15-и день постнатального развития, тогда как в зритель
ной коре и в ВХЧ и после 30-го дня эта ферментативная активность 
оказывается еще не полностью выраженной [15]. Высокоаффинное свя
зывание ГАМК во всех трех изучаемых областях проявляло выражен
ный пик на 15-й день онтогенеза, несовпадавший с развитием глутамат
декарбоксилазной активности [15]. Таким образом, различные компо
ненты ГАМК-ергической передачи развиваются по разной схеме.

В ВХЧ и зрительной коре развитие рецепторов ГАМК, видимо, 
опережает становление активности глутаматдекарбоксилазы. Наоборот, 
онтогенез мест связывания I АМК в ЯНКТ отстает от развития этой 
ферментативной активности в данной области. Сравнение таких фактов 
указывает, что образование рецепторов ГАМК не требует индукции со 
стороны образования функциональных синапсов, что похоже на резуль
таты онтогенетических исследовании и других нейромедиаторных си
стем [17, 18].

Различное по времени появление рецепторов глутамата, бензодиазе
пина и ГАМК в зрительных областях позволяет допустить, что глута
мат- и ГАМК-ергнческие передачи по-разному вовлекаются в функцио
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нальное созревание зрительной системы крыс. Характер развития глу
таматных рецепторов в зрительной системе указывает на избирательную 
стабилизацию синаптических контактов путем устранения избытка ре
цепторных мест связывания, как это предполагали Changeux и Danchin 
[19]. Совпадение сокращения связывания глутамата с моментом прогре
вания подчеркивает важность характера опознавания для установления 
функционально работоспособной нейронной сети.

На основе данных о типах развития рецепторов ГАМК и бензодиа
зепина нельзя прийти к подобного рода заключениям. Более того, 
ГАМК-ергнческая передача не ограничена лишь одним видом нейронов. 
Поэтому наблюдаемая картина онтогенеза отражает усредненное влия
ние различных механизмов развития и может быть к тому же перекрыта 
эффектами, возникающими под влиянием среды.

Такой же вывод можно сделать и по поводу неодинаковой картины 
развития рецепторов ГАМК и бензодиазепина. Поэтому явные разли
чия в случае этих двух видов рецепторов в сетчатке и в ЯНКТ на 
основе современных сведений трудно объяснить.

DEVELOPMENT OF GLUTAMATE, BENZODIAZEPINE, AND 
GABA BINDING SITES IN RAT VISUAL SYSTEM.

A COMPARATIVE STUDY Л

SCHL1EBS R.. ROTHE T.

Paul Flcchsig institute for Brain Research, Department of Neurochemistry. 
Karl Marx University. Leipzig, G D. R.

The postnatal development of glutamate, benzodiazepine and GABA 
receptors has been studied in the retina, lateral geniculate nucleus, su
perior colliculus and visual cortex of the rat using radioligand binding 
techniques.

In the central visual regions the ontogeny of glutamate binding 
sites precedes that of GABA and benzodiazepine receptors. Highest 
glutamate binding was already detectable on postnatal day 14. The 
temporal pattern of the development of benzodiazepine receptors in the 
visual cortex and in the retina lags behind that of GABA receptors in 
these regions, whereas in the lateral geniculate nucleus and the supe
rior colliculus benzodiazepine binding precedes that of GABA binding.

The temporal distinct appearance of glutamate, benzodiazepine 
and GABA receptors in the visual regions suggests that the glutama- 
tergic and GABAergic transmission systems are differently involved in 
the functional maturation of rat visual system. The development of the 
glutamate receptors in the central visual regions seems to follow closely 
the mechanisms of selective stabilization of synaptic contacts, whereas 
the ontogeny of GABA and benzodiazepine receptors is controlled in 
a more complex fashion.
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Hейpoпептиды и поведение, т. I. Действие АКТГ, МСГ и опиоидных 
пептидов на ЦНС. Pergamon Press, 480 с., 1985-

Neuropeptides and Behaviour—v. 1֊ CNS effects of ACTG, MSH 
and opioid peptides (ed. by D- De Wied-, W. H- Gispen and T. J- B. 
Van Vimarsma Greidanus). Pergamon Press, Oxford, England, 480 p., 
1985.

Этой книгой открывается серия изданий, посвященных нейропептидам 
и поведению. В настоящем томе описаны нейропептнды. связанные с 
АКТГ, МСГ. эндорфинами и энкефалинами, а также локализация, рас
пространение и процессинг проопиомеланокортина в мозгу и вилочковой 
железе. Следующие главы рассматривают их функции в качестве ней
ротрансмиттеров, нейромодуляторов и нейрогормонов, которые выявлены 
с помощью электрофизиологических, нейрохимических и нейробиологиче- 
ских исследований. Предметом рассмотрения являются также поведенче
ские эффекты этих соединений. Книга предназначена для фармакологов, 
нейрохнмиков, иенробиологов и электрофиэиологов
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УДК 616.894.02:6’5.711.1

ЗАВИСИМОСТЬ АКТИВНОСТИ АУТОАДРЕНОРЕЦЕПТОРОВ 
ОТ ИНТЕНСИВНОСТИ СЕКРЕЦИИ НОРАДРЕНАЛИНА

БАЗЯН А. С.. КРУГЛИКОВ Р. И.

Институт высшей нервной деятельности и нейрофизиологии АН СССР. Москва

Исследовали зависимость показателя зоны стабильной секреции, заключенной 
между а- и р-пресииаптическими аутоадренорсцспторами. ст интенсивности секреции 
РН] норадреналина (НА) в тангенциальных срезах теменной коры мозга крыс. Срезы 
деполяризовали повышением концентрации КС1 с 4.8 до 20, 30. 60 м.М в присутствии 
1.3 и 2.6 м.М СаС12 в инкубационной среде. У 7—8-мссячпых животных увеличение 

концентрации КС1 с 20 до 60 мМ при 1.3 мМ СаС12 усиливает интенсивность секре
ции [-Н] НА в 2,87 раза. При этом активность аутсадрсиорецепторов мспяс1ся так. 
что концентрация НА. соответствующая зоне стабильной секреции, увеличивается в 
1000 раз. У 3—4-месячных животных деполяризацию проводили 20 мМ КС1+1.3 мМ 
СаС!2. 20 мМ КС14-2.6 мМ СаС12 и 30 мМ КС1 + 2.6 мМ СаС12. Интенсивность 
секреции [3Н] НА усиливалась в 1.44, 2,21 и 3,18 раза, а концентрация НА. соот
ветствующая зоне стабильной секреции, увеличивалась соответственно в 10, 25 и 
250 раз. Таким образом, обнаружена пропорциональная зависимость между интенсив
ностью секреции и зоной стабильной секреции. Обсуждаются возможные механизмы 
данной зависимости.

В предыдущих работах [1—5] было показано, что а- и Р-аутоадре- 
норецепторы, активируемые НА, изменяют количество секретируемого 
медиатора на последующую деполяризацию. Величина и направленность 
изменений зависит от концентраций НА, активирующих эти рецепторы. 
Низкие концентрации НА усиливают секрецию, активируя Р-аутоадре- 
норецептор. Причем эффект усиления дозозависимо возрастает до опре
деленного предела при увеличении концентрации НА. Дальнейшее уве
личение концентрации НА приводит к тому, что усиливающий секре
цию медиатора эффект р-аутоадренорецептора, постепенно уменьшаясь, 
полностью исчезает. При еще большем увеличении концентрации НА 
наблюдается дозозависимое торможение секреции медиатора вследствие 
активации а-ауторецепторов. Та концентрация НА, при которой пол
ностью исчезает эффект Р-ауторецепторов и еще не проявляется эффект 
а-ауторецепторов, названа нами зоной стабильной секреции. Зона ста
бильной секреции—это тот уровень концентрации НА, при котором 
стабилизируется концентрация секретируемого на каждый импульс ме
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диатора, стабилизируя амплитуду ВПСП после синаптической депрессии 
или синаптического облегчения в серин пресинаптической нмпульсации 
заданной частоты [1. 2].

Теоретический модельный анализ [3] показал, что в адренергиче
ских терминалях усиление секреции медиатора при увеличении частоты 
нмпульсации связано с изменением активности а- и р-ауторецепторов и 
сдвигом зоны стабильной секреции в сторону высоких концентраций НА. 
Таким образом, модельный анализ предсказывает наличие взаимосвязи 
между интенсивностью секреции медиатора и концентрации НА, при ко
торой образуется зона стабильной секреции. Чем выше зона стабиль
ной секреции, тем выше интенсивность секреции и наоборот.

Целью данной работы является проверка предсказания модельного 
анализа путем исследования взаимосвязи между интенсивностью секре
ции НА, вызванной разной степенью деполяризации и зоны стабиль
ной секреции.

Материалы и методы

Опыты проводили на 7—8-месячных самцах белых беспородных 
крыс, массой 300—350 г и 3—4-месячных, массой 180—230 г.

4 или 8 тангенциальных срезов теменной коры толщиной 0.3 мм 
инкубировали в 4 или 8 мл двухбуферной (1 мМ. Ма4-фосфатной и 
15 мМ бикарбонатной. pH 7.25 при насыщении карбогеном) среды 
Кребса-Рингера в течение 15 мин, 37°. Затем в данные объемы инкуба
ционной среды добавляли 10 или 20 мкКи соответственно ОЬ-[3Н] НА 
(«АтегяИат», Англия) с удельной радиоактивностью 10 или 20 Ки/ммоль 
(конечная концентрация 2,5-10՜" моль/.мл НА) и инкубировали еще 
10 мин. Срезы в отдельности, ио одновременно промывали в течение 
30 мин посредством параллельного переноса через каждые 2 мин в чистые 
инкубационные среды. После промывки определяли спонтанную и выз
ванную секрецию [3Н] НА из каждого среза. Спонтанную секрецию оп
ределяли измерением радиоактивности, накопленной в 1 мл нормальной 
среды Кребса-Рингера, после 2-минутной инкубации в ней среза. Выз
ванную секрецию определяли после 2-минутной инкубации среза в 1 мл 
среды, содержащей 20. 60 мМ КС1, 1,3 мМ СаС12 (7—8-месячные жи
вотные), или 20 мМ КС1. 1.3 мМ СаС12, 20, 30 мМ КС1, 2.6 мМ СаС12 
(3_ 4-месячныс животные). Интенсивность секреции 5| определяли
соотношением вызванной секреции к спонтанной. После деполяризации 
срезы промывали нормальной средой Кребса-Рингера 30 мин и повторно 
определяли интенсивность секреции 52. У каждого среза интенсивность 
секреции определяли 3 или 5 раз (5,—53 или 5,—5։). У части срезов 
за 15 мин до повторных исследований интенсивности секреции (52—5г,) 
в инкубационную среду добавляли 10՜"—10՜՜ М Г-НА («5егуа», ФРГ). 
Спонтанную и вызванную секреции в этих срезах определяли в присут
ствии данной концентрации экзогенного НА. Из отношения интенсив
ности секреции в присутствии экзогенного НА к интенсивности секре
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ции в его отсутствие определяли влияние данной концентрации НА на 
интенсивность секреции [3Н] НА—коэффициент регуляции секреции 
С [4]. На основании полученных величин С строили дозозависимую 
кривую активности аутоадренорецепторов. Точку пересечения этой кри
зов с осью абсцисс определяли как зону стабильной секреции [5]. Для 
статистической обработки полученных результатов использовали крите
рии Стьюдента—Р՛, Вилкоксона, для сопряженных пар—Р/ и Вилкок- 
сона-Мана-Уитнн—Рч.

Результаты исследований

Результаты исследовании изменения интенсивности секреции при 
разной степени деполяризации при двух концентрациях Саг+ представле
ны в таблице. Увеличение концентрации КС1 с 20 до 60 мМ усиливает 
интенсивность секреции [։Н] НА у 7—8-месячных животных в 2,87 ра
за. Увеличение концентрации СаС12 с 1.3 до 2.6 мМ при концентрации 
КС1 20 мМ повышает интенсивность секреции у 3—4-месячных живот
ных в 1,44 раза. Увеличение концентрации КС! до 30 мМ, при СаС!2 
2. 6 мМ усиливает интенсивность секреции в этой группе животных в 
3,18 раза по отношению к 20 мМ КС1, 1,3 мМ СаС12 и в 2,21 раза по 
отношению к 20 мМ КС1, 2,6 мМ СаС12.

Рис. Зависимость активности аутоадрсяорчцеятеров у 7—8-мссячных 
(а) и 3՛—4-месячных (б) животных от концентрации экзогенного нора
дреналина при деполяризации срезов коры мозга крыс 20 мМ КС1. 1,3 мМ 
СаС12 (1); 60 мМ КС1, 1.3 мМ СаС!2 (2): 20 мМ КС1. 2.6 мМ СаС12 (3): 
30 мМ КО. 2.6 мМ СаС12 (4). Пунктирная линия—теоретическая крп 
вая зависимости активности аутоадреиорсцспторов от концентрации нора
дреналина [1—3]. По оси абсцисс—логарифм концентрации норадрена

лина, по осн ординат—коэффициент регуляции секреции С

У всех пяти групп животных была исследована активность аутоад
ренорецепторов. Результаты исследований, проведенных на 7—8-мссяч- 
•ных животных, представлены на рис., а. I рафик зависимости активно
сти аутоадренсренепторов от концентрации экзогенного НА у этих жи
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вотных при 20 мМ КС!. 1.3 мМ СаС!о подробно описан в предыдущих 
работах [4, 5]. При данных условиях эксперимента зона стабильной 
секреции равна 5,5-10“9М НА. При увеличении концентрации КС! до 
60 мМ, усиливающей интенсивность секреции [3Н] НА в 2,87 раза, 
характер зависимости активности ауторецепторов от концентрации экзо
генного НА резко меняется. При концентрации 10՜9 М НА наблюдает
ся незначительное повышение интенсивности секреции [3Н] НА 
(С= 1,05~Ь0,13) вместо выраженного усиления секреции при 20 мМ КС!. 
Концентрация экзогенного НА (10 4 М) три 60 мМ КС! достоверно уси
ливает интенсивность секреции (С = 1.37гЬ0,11; Р„ < 0.05) вместо досто
верного уменьшения интенсивности секреции при 20 мМ КС1. Разница меж
ду величинами С в данной точке при 20 и 60 мМ КС! также достоверна 
(Р«<0,01).

Как видно из рис., а, при 20 мМ КС! зона стабильной секреции 
образуется на основании обратной зависимости величины С от концен
траций экзогенного НА 10՜9, 10՜8 М. При 60 мМ КС! эти концентра
ции НА приводят к дозозависимому возрастанию величины С, которое 
свойственно 0-аутоадренорецептору. Таким образом, зависимость актив
ности аутоадренорецепторов от концентрации НА сдвигается настолько, 
что концентрации 10-’, 10-«М НА активируют уже 0-аутоадренорецеп- 
тор. Для наглядности на рис., а пунктирными линиями представили 
теоретически полученный график [2, 3] так, гчтобы он практически 
совпадал с экспериментальными кривыми (в одном случае —с кривой 1. 
а в другом—с кривой 2). Из рис., а видно, что при увеличении кон
центрации КС! с 20 до 60 мМ, усиливающей интенсивность секреции 
[3Н] НА в 2.87 раза, кривые активности аутоадренорсцепторов сдви
гаются в сторону высоких концентраций НА, а зона стабильной секре
ции увеличивается в 1000 раз.

Результаты исследований, проведенных на 3—4-месячных животных, 
представлены на рис., о. График зависимости активности аутоадрено
рецепторов от концентрации экзогенного НА у этих групп животных 
При 20 мМ КС!, 1,3 и 2Д мМ СаС1г подробно описаны в предыдущей 
работе [5]- В присутствии 1,3 мМ СаСЬ зона стабильной секреции с 
использованием теоретического графика приравнивается к 2,4-10“1|М 
НА, а в присутствии 2,6 мМ СаС1о—2,4-10“10М НА. При деполяри
зации срезов 30 мМ КС!, 2,6 мМ СаСЬ концентрация экзогенного НА 
10~10М усиливает интенсивность секреции [3Н] НА (С= 1,18зЬ0,06: 
Р-г = 0,01), достоверно отличаясь от того же показателя при 20 мМ КС!, 
1,3 мМ СаСЬ (Р։<0,05). Концентрация НА 10՜9 М также усиливает 
интенсивность секреции (С= 1,16±0,06; Р/.<0, 05). достоверно отли
чаясь от того же показателя при 20 мМ КС!, 1,3 и 2,6 мМ СаС1« 
(Р(<0,01). При Ю՜8 М НА интенсивность секреции уменьшается 
(С=0,86±0,04; Рх<0,01), но незначительно отличается от данного 
показателя при 20 мМ КС!. Как видно из рис., б. зона стабильной 
секреции при 30 мМ КС! и 2,6 мМ СаС!о соответствует 6-10“9М НА. 
Таким՜ образом, проведенные исследования показали пропори повальную 
зависимость между изменениями интенсивности секреции НА и зоной 
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стабильной секреции. Чем больше интенсивность секреции, тем выше 
зона стабильной секреции.

Анализ величин интенсивности секреции [՝Н] НА показал, 
••то зона стабильной секреции, в отличие от интенсивности сек
реции, является индивидуальным для каждого животного пока
зателем, обладающим достаточно большой вариабельностью. На
пример. в группе 7—8-месячных животных при 20 мМ КС! и 
1.3 мМ СаС1г коэффициент вариации 8 равен 14.2%. а коэффициент 
вариации зоны стабильной секреции равен 135.7%. Вследствии этого 
изменения зоны стабильной секреции могут выявляться при достаточ
ном изменении степени деполяризации, или, что одно и то же, при до
статочном изменении интенсивности секреции. Групповой характер зовы 
стабильной секреции проявляется в сравнении результатов, полученных 
при исследовании 7—8- и 3—4-месячных животных. Средние величины 
интенсивности секреции [3Н] НА в этих группах при 20 мМ КС1 и 
1.3 мМ СаСЬ не отличаются (таблица), а величины С у 7—8-месячных 
животных достоверно выше, чем у 3—4-месячных при 10“‘° и 10 9 М НА 
(Р:<0,01. рис., а и б). Зона стабильной секреции у 7—8-месячных 
крыс в 230 раз выше, чем у 3—4-месячных при коэффициенте вариации 
зоны стабильной секреции у 3—4-месячных животных—106,4%. Такой 
сдвиг зоны стабильной секреции связан, по-видимому, с возрастными 
изменениями у животных. Так как зона стабильной секреции определяет
ся как концентрация секретируемого НА, а интенсивность секреции, то 
есть количество секретируемого НА в этих группах не отличается, то 
причиной увеличения концентрации, которая создается секретируемым 
НА, может быть уменьшение свободного межклеточного пространства 
мозга, вызванное возрастными морфологическими изменениями, напри
мер, ростом и делением глиальных клеток или другими морфологически
ми изменениями. /

Обсуждение результатов

Таким образом, проведенные теоретические [3] и эксперименталь
ные исследования показали прямую зависимость между интенсивностью 
секреции НА и уровнем зоны стабильной секреции: чем выше интен
сивность секреции, тем выше уровень зоны стабильной секреции. Сле
довательно, увеличение степени деполяризации, повышение внеклеточной 
концентрации Са2+ и увеличение частоты стимуляции, усиливающие 
секрецию НА. повышают уровень зоны стабильной секреции, сдвигая 
чувствительность аутоадренорецепторов в сторону высоких концентра
ций НА. Было, показано [6], что активность а-аутоадренорсцептора 
уменьшается при увеличении частоты стимуляции или повышении кон
центрации Са Исследования в основном проводили при одной кон
центрации лиганда. Полученные нами результаты показывают, что уменьше
ние активности а-ауторецепторов, наблюдаемое в этих работах, в основном, 
связано со сдвигом всей кривой активности рецептора в сторону высо
ких концентраций НА (рис., 6). В литературе имеется указание [7] 
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на то. что при увеличении интенсивности стимуляции активность Р-ауто- 
рецептора уменьшается. Эти результаты также получены при одной 
концентрации агониста. Если бы при исследовании 7—8-месячных жи
вотных мы использовали бы только концентрацию 10՜9 М НА. то на 
основании полученных результатов при данной концентрации сделали 
бы точно такой вывод, как и авторы цитируемой работы.

11итенснш.о:ть секргиии [ норадреналина из срезоз керы .мозга крыс
Тйб.шуа

Группы животных Условия де пол я риза пи и Зср Количество 
животных Р։

7—8-месячныс 20 мМ КС1. 1.3 мМ СаС1- 2,15+0,09 13
животные 60 мМ КС!. 1,3 мМ СаС1. 6.28-НО.37 5 <0.0013 — 4-меснчныс 20 ч.М КС!. 1.3 мМ СаС1. 2,18+0,11 8
животные 20 мМ КС!. 2.6 мМ СаС1. 3,14+0,26 8 <0.01

30 мМ КС!. 2,6 мМ СаСК 6,93+0,-18 11 <0.00!

На основании полученных данных можно объяснить результаты 
работ, указывающих на отсутствие активности сс-аутоадренорепспторов 
при чрезмерной интенсивности стимуляции [6] и ее появление при 
уменьшении концентрации Са2+ в инкубационной среде. Чрезмерная 
интенсивность стимуляции настолько сдвигает чувствительность атто- 
адренорецепторов. что исследуемые концентрации лигандов оказываются 
ниже чувствительности рецепторов. Уменьшение внеклеточной концен
трации Са2+ снижает уровень зоны стабильной секреции, то есть чув
ствительность ауторецепторов увеличивается, сдвигаясь вниз по кон
центрации НА. вследствие чего и исследуемая концентрация лиганда 
опять попадает в зону чувствительности ауторецептора.

Теоретический анализ предсказал [3]. что изменение частоты им- 
пульсации, в первою очередь, влияет на активность аутоадренорецепто
ров, следствием чего является изменение интенсивности секреции ме
диатора. Такая последовательность событий определяется как прямая 
реакция, так как основным способом перекодировки информации в моз
гу является частота импульсной активности. Для экспериментального 
увеличения интенсивности секреции были использованы или высокие 
концентрации Са2’ при одинаковой степени деполяризации, или более 
интенсивная деполяризация. Данный способ увеличения интенсивности 
секреции был применен для определения зависимости изменения актив
ности аутоадренорецепторов от изменения интенсивности секреции (об
ратная связь).

Возможные механизмы сдвига кривых активности аутоадренорецеп
торов и уровня зоны стабильной секреции при изменении частоты 
импульсации подробно обсуждены ранее [3]. Пресинаптические адрено
рецепторы осуществляют регуляцию секреции НА через ряд фермента
тивных реакций: аутоадренорецептор—аденилатциклаза (АЦ)—сАМР— 
Са'2+-канал [6].

Увеличение степени Деполяризации или концентрации Са2՜ в инку
бационной среде приводит, в первую очередь, к повышению Са2+-тока 
внутрь терминалей, что влияет на регуляцию Са^-зависимых процес-
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сов (активности протеинкиназной и АЦ-реакции) [8]. Так как коли
чество открываемых Са2т-каналов определяется содержанием сАМР. 
осуществляющей протеинкиназную реакцию в присутствии Са2՜. то ло
гично предположить, что количество открываемых Са2+-каналов и ак
тивность АЦ находятся в состоянии динамического равновесия. Следо
вательно. увеличение Са2~-тока влияет на активность АЦ. Последняя, 
в свою очередь, аллостерическим механизмом [8] изменяет активность 
аутоадренорепепторов, что в конечном счете приводит к сдвигу кривых 
активности аутоадренорепепторов так, как это проявляется в наших ис
следованиях. Возможно, что обратная реакция (повышение Са2*-тока,- 
увеличение интенсивности секреции—повышение зоны стабильной сек
реции) осуществляется описанным выше способом.

DEPENDENCE OF AUTOADRENORECEPTORS ACTIVITY FROM 
THE INTENSIVITY OF NORADRENALINE SECRETION

BAZYAN A. S.. KRYGLIKOV R. I.

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology. 
Academy of Sciences of the USSR, Moscow

Dependence of the index of the zone of stabile secretion (between 
« and '' presynaptic adrenoreceptors) from the .intensivity of 'H—NA 
Secretion in tangential slices of rat parietal lobe has been studied. The 
slices have been depolarized by increasing KCl concentration from 4,8 
to 20, 30 and 60 mM in the presence of 1,3 and 2,6 mM C.:CL in the 
media. In 7—8 months old animals increase of KCl from 20 to 60 mM 
(CaClj—1,3 mM) enhances —-HA secretion 2,8-Iold aud leads to a 
1000-fold increase in NA concentration in a stabile secretion zone. In 
3—4 months-old animals depolarization was carried out with 20 mM 
KCl/1,3 mlvl CaCL, 20 mM KCI/2,6 mM CaCL, 30 mM KCl 2,6 mM 
CaCL. Intensivity of JH-NA secretion enhanced 1,44, 2,21 and 3,18-fold, 
and NA concentration, corresponding to the zone of stabile secretion, 
increased 10, 25 and 250-fold, respectively. Thus, a correlation between 
the intensivity and the zone of secretion has been established. The 
possible mechanisms of this phenomenon are discussed.
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ДЕЙСТВИЕ NAD* НА ВЫСВОБОЖДЕНИЕ ДОФАМИНА И 
'СЕРОТОНИНА ИЗ СИНАПТОСОМ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС

ХАЛМУРАДОВ А. Г.. КУЧ.МЕРОВСКАЯ Т. М.. ПАРХОМЕЦ П. К.

Институт биохимии им. А. В. Палладииа АН УССР. Киси

Изучали действие NAD* н։ высвобождение (2-'<CJ дзфзмияа и [2-«С] серого- 
пина из предозрительио обогащенных ими сииаптосом головного мозга крыс. Похл- 
заио чг° NAD* а конечной концентрации 1.1. 10-։ М стимулирует высвобождение 
2-"С] дофамина и [2-'серотонина из сииаптосом наиболее выражено через 

Ю мт, инкубации на 38 н 61,„ соответственно по срапхекню со спонтанным проц.-, 
сом. По характеру модулирующего действия „а синаптическую мембрану NAD* в 
обоих случаях напоминает аффект высоких концентраций КС1 (90 мМ)-нзвестного 
деполяризующего агента. При совместном внесении в среду инкубации стимулирую- 
щис эффекты NAD- и МЛ ка высвобождение [2-“С] дофамина и 12-НС] серотонина 
на еннаптосом не суммируются. Эффект NAD* „а высвобождение [2-"С] дофамина 
„оеит дозозавненмын характер „ „з„болсс „ы₽ажс„ При, концентрации, равной 
I, I • 10՜31VJ.

Модулирующее синаптическую мембрану действие NAD* опосредовано наличием 
Сап в среде. В бесхальцневон среде, как и в присутствии верапамила, стимелиртю- 
ЩИЙ эффект NAD- па высвобождение [2-'<С] дофамина и [2-><С] серотонина' из СИ- 
наптосо.м нс реализуется.

По-видимому, иейромодуляторное Дсйстпис NAD* осуществляется путем деполяри
зации мембраны и опосредованной Ca2i стимуляции высвобождения дофамина и се
ротонина из нервных терминалей.

На синаптических мембранах коры головного мозга крыс ранее 
нами была выявлена высокоспецифическая система взаимодействия 
NAD+ с двумя участками связывания, характеризующимися высоким 
(Кб|=З.ЗЮ֊»М) И низким (Кда=14,4Ю֊»М) сродством к рецептору 
[1]. Были приведены Доказательства, что синаптический мембранный 
рецептор NAD- является сложным липопротеидным комплексом с уг- 
леводным микроокружением, локализованным на наружной стороне мемб
раны, и для его взаимодействия с лигандом существенное значение 
имеют SH-группы аминокислотных остатков белкового компонента [2].

Эти данные проливают свет на механизм выявленного в нашей ла
боратории концентрационнозависимого сдвига электрических свойств 
гладкомышечных клеток taenia coli ц менового пузыря морской свинки 
При аппликации никотинамидных нуклеотидов [3. 4]. Не исключена
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также вероятность, что в основе благоприятного терапевтического эф
фекта NAD4՜ и его предшественников—никотинамида и никотиновой 
кислоты при лечении шизофрении, эпилепсии и психозов различной этио
логии [5—7] лежит взаимодействие перечисленных соединений со спе
цифическими структурами синаптических мембран головного мозга, при
водящее к реализации еще окончательно не распознанной последователь
ности функциональных ответов возбудимых клеток.

С целью выяснения возможного физиологического значения взаимо
действия NAD* с синаптическими мембранами в настоящей работе мы 
изучили действие NAD* на высвобождение дофамина и серотонина из 
предварительно обогащенных этими нейромедиаторами синаптосом го
ловного мозга крыс.

Материалы и методы
Фракцию синаптосом получали из клеток коры больших полуша

рий. продолговатого и промежуточного отделов головного мозга крыс- 
самцов линии Wistar массой 120—180 г по методу Abita и соавт. [8]. 
Чистоту и морфологическую нативность выделенных синаптосом контро
лировали электронно-микроскопическим путем [1].

Синаптосомы обогащали [2-|!С] дофамином или [2-''С] серотонином 
(«Amersham», Англия) в среде ранее описанного ։состава [1]. содержа
щей 1-10֊°М ипрониазида—ингибитора МАО, При этом в инкубацион
ную среду (6 мл) вначале вносили белок синаптосом (6 мг) и пробу 
преинкубировали 5 мин при 37° на водяной бане при постоянном пе
ремешивании. Затем в пробы добавляли 0.26 мкМ [2-иС] дофамина или 
1.48 мкМ [2-|4С]серотонина и продолжали инкубировать в течение 10 мин 
при 37°, постоянно перемешивая. По завершении инкубации пробы 
центрифугировали при 105000g на препаративной ультрацентрифуге 
VAC 601 (ГДР) в течение 5 мин при 4°. Осадок синаптосом дважды про
мывали 0,32 М сахарозой. Аликвоту (0.2 мл) надосадочной фракции вно
сили в сцинтилляционную жидкость ЖС-103 (5 мл) и измеряли не погло
щенную сииаптосомами радиоактивность на счетчике «Intertechnique 
SL-ЗО» (Франция).

При изучении характера высвобождения [2-”С] дофамина и 
[2-нС] серотонина под действием различных агентов обогащенные про
бы. синаптосом (6 мг белка) вносили в инкубационную среду (6 мл) и 
тщательно перемешивали при 37° на водяной бане. После этого в пробы 
в зависимости от специфики эксперимента вносили NAD* (1,1 • 10՜’М), 
КС1 (90 мМ), ЭГТА (3—4 мМ), верапамил (1.7-10 4М) как в от
дельности, так и в сочетании, проводя инкубацию в течение различных 
интервалов времени при 37°. После инкубации пробы центрифугировали 
при 105000 g в течение 5 мин при 4°. В аликвотах (0.2 мл) надосадоч- 
иой жидкости измеряли высвободившуюся из синаптосом радиоактив
ность. Высвобождение [2-нС] дофамина или [2-11С] серотонина из сн- 
наптосом в описанных выше условиях выражали в % и в имп/мин/мг бел
ка. Содержание белка определяли по Lowry и соавт. [9].

Полученные результаты обрабатывали статистически [10)..
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Результаты н обсуждение

Типичная динамика спонтанного высвобождения [2-нС] дофамина 
из предварительно нагруженных им синаптосом головного мозга крыс 
отображена на рис. 1. 1. Как видно из направленности кривой, на
чальная скорость спонтанного высвобождения указанного нейромедиа
тора достаточно высока. В результате этого за 5 и 10 мин инкубации

Рис. 1. Действие NAD+ на высвобождение [2-нС] дофамина из синапто- 
сом головного мезга крыс (каждая точка соотпетгтвует средним данным 
из 7 опытов). По оси абсцисс—время инкубации (мня), по оси орд и 
лат—уровень накопления (%), /—спонтанное высвобождение; 2—90 мМ

KCI; м-М NAD+; ^—1.1 мМ NAD’-г90 мМ КС!

синаитосомы высвобождают соответственно 12 и 28% заключенного в 
них [,2-нС] дофамина. По мере дальнейшего удлинения времени инку
бации скорость процесса спонтанного высвобождения нейромедиатора 
из синаптосом несколько замедляется, что сказывается на уровне выс
вобождения, который через 15, 20 и 30 мин составляет соответственно 
32. 37 к 52%.

Известно, что высвобождение нейромедиаторов из синаптосом ин
дуцирует ряд факторов, вызывающих деполяризацию мембраны. R ним: 
относят электрическую стимуляцию, повышение внеклеточной концен
трации калия, воздействие вератридином или ядом скорпиона, тормо
жение функционирования натриевого насоса оубанном или путем умень
шения внеклеточной концентрации №+. Однако вызванная высокой кон
центрацией К4'деполяризация признается более специфичной при изу
чении скорости высвобождения нейромедиаторов, чем другие факторы, 
включая электростимуляцию [11].
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Поэтому, исходя из вышеизложенного, в своих исследованиях в 
качестве агента, деполяризующего мембрану синаптосом, мы избрали 
высокие концентрации КС!. Из рис. 1, 2, видно, как добавление в ин
кубационную среду, содержащую обогащенные [2-14С] дофамином си- 
наптосомы, КС! в концентрации 90 мМ вызывает резкое увеличение 
скорости высвобождения нейромедиатора. В результате этого через 5. 
10, 15, 20 и 30 мин инкубации высвобождение составляло соответствен
но 25, 43, 51, 56 и 68%. Причем характерно, что, как и в случае спон
танного высвобождения, под действием КС! наиболее высокая скорость 
процесса высвобождения [2-нС] дофамина из синаптосом отмечается в 
в начальные сроки инкубации.

Мы уже упоминали, что при аппликации никотинамидных нуклеоти
дов на полоски гладкомышечной ткани taenia coli морской свинки в на
шей лаборатории были установлены сдвиги их электрической активно
сти [12]. Было сделано предположение о возможном деполяризующем 
эффекте определенных концентраций NAD՜ [13] на мембраны возбуди
мых клеток, опосредованном высвобождением некоторых нейромедиато
ров в синаптическую щель. Правомочность подобного предположения 
проверяли, изучая действие NAD* на высвобождение [2-нС] дофамина 
из предварительно обогащенных им синаптосом клеток головного мозга 
крыс.

Когда в инкубационную среду, содержащую обогащенные [2-иС] до
фамином сйнаптосомы, вносили NAD* в конечной концентрации 
1,1-10-3М высвобождение [2-|4С] дофамина из синаптосом явно усили
валось. За 5, 10, 15, 20 и 30 мин действия NAD* на высвобождение 
[2-,4С] дофамина составляло 27, 41, 50, 57 и 70% соответственно 
(рис. 1, 3). Если скорость высвобождения [2-։։С] дофамина из синапто
сом при действии NAD* сравнить с таковой, имеющей место при дей
ствии KCI, то можно убедиться в существовании параллелизма в дей
ствии этих деполяризующих факторов (рис. 1, 2, 3). Иными словами, 
каждый из них, вызывая деполяризацию мембраны, стимулирует прак
тически одинаковую скорость высвобождения [2-,}С] дофамина из си
наптосом. Даже при условии сочетанного их действия эффекты двух 
этих факторов не суммируются (рис. 1. 4).

Представленные данные служат достаточным основанием для от
несения NAD՜ к числу агентов, деполяризующих мембрану синаптосом 
и таким путем регулирующих скорость высвобождения нейромедиа
торов в синаптическую щель. Разумеется, подобный эффект NAD* 
должен носить дозозависимый характер ,как на это указывают резуль
таты электрофизиологических исследований, проведенных в нашей ла
боратории [3, 4].

Сказанное подтверждается данными, приведенными на рис. 2: ин
дуцируемое действием NAD* высвобождение [2-14С] дофамина из си
наптосом наиболее выражено при концентрации никотинамидного динук
леотида, равной 1.1 • 10՜3 М, а при концентрации, равной 1 • 10՜10, 
6-Ю՜6, 5-Ю”5М, стимулирующий высвобождение эффект отсутствует.
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Вероятно, при этих концентрациях NAD4* вместо деполяризации мемб
раны происходит ее гиперполярнзация, в результате чего высвобожде
ние нейромедиатора в синаптическую щель подавляется. Подобное яв
ление имело место при аппликации высоких концентраций NAD՜** 
(1.1-10՜'’— 1 • 10՜3 М) на гладкомышечные клетки taenia СОН и мочевого 
пузыря морских свинок, когда наблюдаемая при концентрациях NAD4*, 
равных 1-Ю՜10—1-10“бМ, гиперполяризация мембраны сменялась су
щественной ее деполяризацией [3].

Полученные в настоящей работе данные наводят на мысль о том, 
что регулирующее высвобождение нейромедиаторов действие никотина**

клетках головного мозга крыс распространяется 
на другие медиаторы.

мидного динуклеотида в 
на дофамин и, вероятно,

Рис. 2. Зависимость высвобождения 
[2-|’С] дофамина из сииаптосом го
ловного мозга‘крыс в % от концен
трации ХАО” в среде (каждая точ
ка соответствует средним данным 
из 7 опытов). /—спонтанное высво
бождение; 2—ю֊։оМ ХАО֊}; 3----
6* 10-« М .\’ЛО+; 4 —5* 10-5.М

ХАЕН; 5—1.1- 10-3 М ХЛО+
Рис. 3. Действие ХАО+ на высво
бождение, [2-14С] серотонина из си- 
каптоссм головного мозга :к,рыс 
(в %). /—спонтанное высвобожде
ние; 2-90 мМ КС!; 3-1.1 мМ 

ХАО г; 4—1,1 мМ ХЛО+ + 90.мМ КС!

В связи С этим, учитывая биогенетическую общность NAD4՜ и се
ротонина в тканях животных, в частности в головном мозгу, нами было 
изучено действие NAD' на эффективность высвобождения [2-нС] серо
тонина из сииаптосом головного мозга крыс при соблюдении точно тех 
же условий опыта, что и при изучении высвобождения [2-14С] дофамина. 
Принимая во внимание, что наиболее высокая скорость высвобождения 
[2-нС] дофамина из сииаптосом под влиянием NAD4* отмечалась через 
10 мин после начала инкубации, опыты с [2-мС] серотонином были про
ведены при таком же отрезке времени.

Из данных, представленных на рис. 3, видно, что если при деполя
ризации мембраны сииаптосом посредством КС! (90 мМ) высвобож
дение [2-нС] серотонина увеличивается почти на 60% по сравнению со 
спонтанным процессом, то точно такой же эффективностью действия на 
высвобождение [2-нС] серотонина из сииаптосом обладает и NAD+ (в 
конечной концентрации 1,1-10~3М). Когда же в инкубационную среду 
вносили одновременно КС! (90 мМ) и NAD4* (1.1 • 10՜՜3 М). высвобож
дение [2-иС] серотонина из сииаптосом оставалось на том же уровне 
(57%). что и при раздельном добавлении указанных деполяризующих 
агентов.

Иными словами, по характеру действия на высвобождение [2-,4С]до
фамина и [2-|4С] серотонина NAD+ напоминает KCI—широко исполь
зуемый деполяризующий агент. Отсюда следует, что установленное на- 
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ми высокоспецяфическое взаимодействие NAD՛’՜ с хинаптической мемб
раной [1] в одинаковой мере стимулирует секрецию дофамина и серо
тонина, вероятно, подобно КС! вызывая деполяризацию мембраны.

Судя по тому, как действие NAD* на высвобождение указанных 
нейромедиаторов противоположно направлено эффектам ATP, ADP, 
АМР, аденозина и аденина .являющихся отрицательными модуляторами 
высвобождения АХ. катехоламинов и дофамина из пресинаптических 
окончаний [13—15]. можно утверждать действительное наличие на си
наптической мембране специфического рецептора (NAD*՝ [2], отличного 
по топографии и свойствам от известных пуриновых и аденозиновых ре
цепторов. Вероятно, это объясняется наличием в структуре NAD+, по
мимо аденозикового. еше и никотинамидмононгклеотидного фрагмента 
[16].

Известно, что в высвобождении нейромедиаторов важная роль при
надлежит ионам кальция. Зависимость .от Са2՜—универсальная харак
теристика активного секреторного процесса как нейромедиаторов, так и 
гормонов. Фактором сопряжения деполяризации и высвобождения ме
диаторов является увеличение пассивного поступления Са2+ внутрь нерв
ного окончания. В опытах на гигантском аксоне кальмара с использо
ванием внутриклеточно введенного флуоресцентного белка-маркера (эк
ворина), реагирующего со свободным Са2+, показана хорошая корреля
ция между уровнем деполяризации, высвобождением медиатора и концен
трацией накопленного в нервном скончании Са2՜ [17].

Таблица
Высвобождение [2-։ ։С] дофамина и [2-!4С] серотонина 

(имп/мик/мг белка, 10 мин) из синаптосом головною мозга, 
крыс под действием некоторых фактора» (и 8)

Условия опыта
Высвобождение

[2-։4С] дофа
мина

[2-։4С| серо
тонина

719+61 995+99
NAD+(1,1 мМ) 1061+68* 1609+123*
КС1 (90 мМ) 1006—63* 1589+154*
NAD+ (1.1 мМ) KCI (90 мМ) 1011+48* 1563-Н36*
NAD+(1.1 мМ) —ЭГТА (3-4 мМ) 140+12* 348+33*
KCI (90 «МН ЭГТА (3-4 мМ) 114+10* 236+21*
NAD + (1,1 мМ)-֊-всраиа.мил (1,7*10-4 М)
KCI (90 мМ)~-верапамил (1.7-10~4 М)
NAD+(11 мМ) KCI (90 мМ)-гверапа-

264+23* •109 ^36՝
644x57* 1080-т64*

мил (1,7- lb-4 М) 337+29* 562+43*

Примечание. ‘ различия во всех случаях по отношению к соответствующему воз
действию достоверны, 0,01 р 0,001.

С целью выяснения вопроса о том, насколько вызванные \АГ)Г 
деполяризация мембраны и стимуляция высвобождения [2-иС] дофа
мина и [2-иС] серотонина из синаптосом имеют отношение к Са-+, мы 
провели серию опытов с использованием агентов, хелатирующих՝ Са-4* 
(ЭГТА) и препятствующих его транспорту внутрь синаптосом (вера
памил).
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Результаты этих экспериментов суммированы в таблице, из кото
рой видно, что в среде, свободной от Са®+ то есть, когда весь Са2* 
был связан внесенным в среду ЭГТА (3—4 мМ), индуцированное 
КС, высвобождение [2-иС] дофамина и [2-1’С] серотонина уменьшалось 
соответственно на 91 и 86% по сравнению с контролем (действием КС! в 
среде без ЭГТА). Примерно то же самое происходило и при действии 
NAD* в бескальциевой среде, когда уменьшение высвобождения [2-’'։С] до
фамина и [2-|,։С] серотонина составляло соответственно 87 и 79% по 
сравнению с имеющим место при действии NAD4՛ в среде без ЭГТА.

Уменьшение высвобождения обоих нейромедиаторов из синаптосом 
было обнаружено нами и при использовании верапамила—известного 
антагониста Са2*. Так. при внесении в среду инкубации верапамила в 
концентрации 1,7-10՜* М. высвобождение [2-14С] дофамина и [2-|4С] се
ротонина тормозилось на 76 и 75% соответственно в случае деполяри
зации мембран КС! и на 75 и 62% соответственно при внесении в среду 
NAD+ е качестве деполяризующего агента. Когда же в среду одновре
менно вносили KCI, NAD*՜ и верапамил, высвобождение [2-։4С] дофами
на и [2-’<С] серотонина из синаптосом составило 33 и 35% по сравне
нию с опытами, в которых среда содержала KCI и NAD* одновременно.

Таким образом, при любой постановке эксперимента модулирующее 
мембрану синаптосом действие NAD*, так же как и в случае КС1, опо
средовалось иенами кальция.

Совокупность представленных в настоящей работе данных поз
воляет заключить, что NAD’’ вызывает деполяризацию мембран синап
тосом, индуцируя усиление высвобождения дофамина и серотонина из 
нервных окончаний, и этот процесс опосредован наличием Са2+. Следо
вательно, физиологическое значение взаимодействия NAD՜*՜ с синапти
ческой мембраной заключается в его нейромодуляторных эффектах, по
средством которых регулируются процессы высвобождения дофамина и 
серотонина из нервных окончаний.

Установленные различными авторами благоприятные терапевтиче
ские эффекты никотинамида, никотиновой кислоты и их биологически 
активной формы—NAD при излечивании шизофрении, эпилепсии и 
психозов различной этиологии [5—7], вероятно, реализуются посред
ством изложенных в настоящем исследовании механизмов контроля за 
секрецией нейромедиаторов.

EFFECT OF Nad ON DOPAMINE AND 
5^HYDROXYTRIPTAMINF. RELEASE FROM RAT BRAIN 

SYNAPTOSOMES

KHALMURADOV A. G„ KUCHMEROVSKAYA T. M„ PARKHOMETS P. K.

Л. V. Palladin Institute- of Biochemistry, Ukrainian SSR Academy 
of Sciences, Kiev

The effect of NAD* on the release of [2-”C] dopamine and [2-”C] 
-^erjtonin from preliminarily enriched by these neurotransmitters rat 
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brain synaptosomes has been studied, it is demonstrated that NAD* 
(10 min incubation, 1,1 mM) stimulates release from synaptosomes of 
[2-i։C] dopamine (for 38%) and [2-nC] serotonin (for 61%) compared 
to the spontaneous release. The ability of NAD + to stimulate release 
of these neurotransmitters from synaptosomes is similiar to the action 
of high concentration of КС! but simultaneous addition of NAD+ and 
KC1 in the incubation mixture does not lead to the further increase in 
[2-։‘C] dopamine and [2-։‘C] serotonin release.

Effect of NAD՜ on the release of [2-JJC] dopamine depends on 
the dose of NAD* and is much more pronounced when 1,1 NAD is 
used. Modulating effect of NAD+ on the synaptic membranes is reali
zed only in the presense of Ca2u: in calcium-free media, as well as in 
the presence of verapamil, the stimulating effect of NAD* on the re
lease of dopamine and serotonin from synaptosomes is not observed.

The conclusion is made that neuromodulatory action of NAD1՜ on 
Ca2 -dependent dopamine and serotonin release is realized by means 
of synaptic membrane depolarization.
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НЕИРОХИМИЛ

т. 6, № 4, 1987

УДК 612.884:615.212

О РОЛИ ГАМК В ИЗМЕНЕНИИ БОЛЕВОЙ 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ

НОЦИЦЕПТИВНОМ ВОЗДЕЙСТВИИ

ИГНАТОВ Ю. Д.. АНДРЕЕВ Б. В.

I Медицинский институт им. И. П. Павлова. Ленинград

Изучена взаимосвязь между изменением обмена ГАМК и болевой чувствительно 
<-ьк> при хроническом ноцицептивном воздействии. Установлено, что при повоежв. 
«ин седалищного нерва скачала происходит активация синтеза и катаболизма ГАМК 
и коре больших полушарии, переднем .мозгу н ствоке »<4«и ГАМК и повышение ее уровня в структура" ЧежХч
Г \ \ . рлх межуточного мозга. Усиление
ГАМК-сртичесхих процессов сопровождалось сниженном болевой чувствительности в 

отдергивания хвоста, ко не в тесте вокаличаиип к ....
полностью устраняли проявления гипоалысэии. возникаю " ""Ч’о™"""
повреждения седалищного нерва. В этн же сроки до 'т' 0 “
ший Эффект депакина к ТИГР', а действие баклофена " и,Г "’’“и՝ 
ГАМК-негатив.... . препараты не сказывали »«„„ "։и'иял«ь- Ч'Р« 2 ՝■«»«»
тогда как эффект депакина .. ТН1Р существенно снижался в’то'Т" ГКПОЛЛ‘>Г“И"՛ 
ЗИЯ. вызываемая баклофеном, усиливала.ь Предка ' В Т° ПОеМЯ 
чувствительности ..ри длительном ноцицептивном' воздействии Ч™ ““""н"' °олсвэй 
"нем ГАМК-ергическнх механизмов, причем „ зависимости ООусл”л'"° вовл'4" 
тиопон стимуляции реализация этого процесса осушеств °Г дл’г”ль”остя «оцицеп 
ГАМК-рецепторов. '«ествляется через различные типы

В последние годы установлено, что плч ..м лмяпс а , |ТО при ноцицептивном воздействии
происходит активация процессов ГАМК-ео“х ергическои передачи, которая Рассматривается как одна из адаптивных ш-акпий л... 1. ■■ реакции организма, направ
ленных на поддержание нейрохимического_ г тт тг- г и лп - IV о։ о к энергетического гомеостаза
“ ЦНС [1, 2]. ГАМК-ергические механизмы, по-виднмому, имеют оп
ределенное значение и в модуляции активности антииоцицептивиых си
стем. поскольку ГАМК-иегативные препараты уменьшают выраженность 
анальгезии, возникающей при стимуляции центрального серого вешества 
среднего мозга и при стрессе [3]. Однако все эти данные получены в 
Условиях кратковременного ноцицептивного раздражения. При длитель- 
нои ноцицептивной стимуляции характер и направленность нейроме-

ТН1Р-4. 5. 6. 7-тетрагидроизоксазоло /4.5 с/ пириднн-3-ол 
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диаторной перестройки, а также нейрохимическое обеспечение антино- 
цицептцвных систем имеют определенные различия [4]. Подобная за
кономерность установлена ,в частности, для опноидергических процессов 
[5, 6]. Поэтому целью настоящей работы явилось изучение обмена 
ГАМК при хроническом ноцицептивном воздействии и выявление воз
можной взаимосвязи между изменением активности процессов ГАМК-ер- 
гнческой передачи и показателями болевой чувствительности.

Материалы и методы

Опыты были выполнены на белых крысах-самцах массой 180— 
230 г, содержащихся в режиме свободного доступа к пище и воде. Но
цицептивное воздействие вызывали путем повреждения седалищного 
нерва [7]. У крыс под нембуталовым наркозом (45 мг/кг) в средней 
части бедра выделяли седалищный нерв, на который накладывали по
лихлорвиниловую трубку с диаметром, меньшим диаметра нерва на 1 мм. 
С помощью нихромовой проволоки нерв ущемляли на протяжении 5 мм 
и подшивали к мышцам бедра. У всех животных за день до операции 
и затем еженедельно на протяжении двух месяцев определяли болевую՛ 
чувствительность с помощью тестов отдергивания хвоста (tail-flick) 
и вокализации [8. 9]. Часть животных (по 15 крыс в каждой подгруппе) 
через 1 и 2 месяца после повреждения седалищного нерва декапитиро- 
вали и выделяли кору больших полушарий. ’ передний, межуточный » 
продолговатый мозг. Уровень ГАМК, активность глутаматдекарбокси- 
лазы (ГДК) и ГАМК-трансаминазы (ГАМК-Т) оценивали с помощью об
щепринятых биохимических методов [10, 11]. В другой группе животных 
(п = 60) в эти же сроки исследовали влияние ГАМК-негативных (бикукул
лин. пикротоксин) и ГАМК-позитивных (баклофен, депакии, THIP) пре
паратов на болевую чувствительность. Все вещества вводили внутри
брюшинно: бикукуллин («Sigma», США)—1,5 мг/кг за 7 мин, пикро
токсин («Sigma», США)—1.75 мг/кг за 20 мин, депакин («Labaz», 
Франция)—400 мг/кг за 30 мин. THIP (любезно предоставлен проф. 
Р. Krogsgaard-Larsen, Дания) — Ю мг/кг и баклофен («Ciba-Geigy-»,. 
Швейцария) - 7,5 мг/кг за 60 мин до опыта.

Все исследуемые показатели оценивали в одно и то же время су
ток: с 10 до 11 ч. Контролем служили ложно оперированные животные. 
Статистическую обработку осуществляли с помощью методов парамет
рической и непараметрической статистики.

Результаты исследовании

Через 1 месяц после повреждения седалищного нерва наблюдали՛ 
отчетливое повышение активности ГДК и ГАМК-Т в коре больших 
полушарий, переднем мозгу и стволовых структурах в среднем до 44% 
и 44,5% (рис. 1). Содержание ГАМК в этих структурах практически- 
не изменялось. При увеличении продолжительности опыта до 2-х меся- 
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цсв изменения активности ГДК и ГАМК-Т в большинстве образова
ний мозга были менее отчетливыми (рис. 1). В то же время в межуточ
ном мозгу отмечено достоверное снижение активности ГАМК-Т и повы
шение уровня ГАМК, тогда как активность ГДК существенно не из
менялась.

Длительное ноцицептивное воздействие приводило к достоверному 
увеличению латентного периода болевой реакции в тесте tail-flick в 
среднем на 50% через 1 месяц и на 64% через 2 месяца после опера
ции. тогда как в тесте вокализации показатели болевой чувствительно
сти существенно не изменялись на всем протяжении опыта (рис. 2). 
Бикукуллин и пикротоксин восстанавливали латентный период отдерги
вания хвоста до исходных величин. Однако при уве

жА 20

личении длительно-

Рис. I. Изменение обмена ГАМК п коре больших полушарий (а), перед
нем мозгу (<>)• межуточном мозгу (в) и стволе (г) при хроническом но
цицептивном воздействии. По оси ординат: изменение содержания ГА.МК. 
АКТИВНОСТИ ГДК и ГАМК-Т в % от контрольного уровня. /—ГАМК. 
>_ ГДК. 3—ГАМК-1 через 1 месяц после повреждения седалищного
аерва (О)= показатели обмена ГАМК через 2 месяца после опера ц и.: 

(•). р<0.05
Рис. 2. Изменение показателей болевой чувствительности при хроническом 
ноцицептивном воздействии. Г1о левой оси ординат—латентный период бо
левой реакции (с) в тесте отдергивания хвоста; по правой оси ординат—по- 
Р0ГИВО31ГИКН0ВСНИЯ вокализации при электрсс-дчмуляции корня хвоста в мА) 
0_контроль.® —опыт (латентный период отдергивания хвоста),

д_ контроль. Л —опыт (пороги возникновения вокализации). По оси
«бсцисс: 7—исходные показатели болевой чувствительности. 2. 3—их из
менение через 1 и 2 месяца после повреждения седалищного нерва соот

ветственно. *** р<0.001
Рис .3. Влияние бикукуллина и пикротоксина на проявления гипоальге- 
•»и>| через 1 месяц («О и 2 месяца (б) после повреждения седалищного 
'ерва. По оси ординат: латентный период отдергивания хвоста (с). /—ис
ходные ' показатели болевой чувствительности, 2—показатели болевой 
чувствительности через 1 и 2 месяца после повреждения седалищного нер
па. 3—бикукуллин (1.5 мг/кг). 4—пикротоксин (1.75 мг/хг), ' р<0,001 
<по сравнению с исходным уровнем). +р<0,001 (по сравнению с опыт

ной группой). 
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ст и эксперимента до 2-х месяцев эти препараты не обладали таким 
действием и даже несколько увеличивали время болевого реагирования 
в тесте tail-flick (рис. 3).

Болеутоляющее действие баклофена через 1 месяц после поврежде
ния седалищного нерва было сопоставимо с его эффектом в контроль
ной группе, а анальгезия, вызываемая в эти же сроки депакином и 
THIP, достоверно увеличивалась (таблица). Однако это наблюдалось 

Т аблииа 
Влияние ГАМК-позитивных препаратов за болевую чувствительность в различны;

сроки после повреждения седалищного нерва

Баклофен—7,5 мг/кг

Условия экспери
мента

Латентный период отдерги
вания хвоста (с) Порог вокализации (мА)

исходный
после 
препа
рата

% исходный после 
препарата %

Контроль
Через 1 месяц 

операции
Через 2 месяца 

операции

после

после

14.2+0,7 19,6+2,5

15.0+0.819,8+0.8

15.7+1,1 29,7+0.3

133-

132"

189"'
+~+1

0,38+0,09

0.54+0,03

0.50+0.06

0.58+0.06

0,82+0.02

1,05+0,05

153***

152***

2!0,։*
► + 4*

Депакин—400 мг/кг

Контроль 13.9+1.123,6+2.4 170* ’ 0,50+0.03 0,74+0.06 148-’•
Через 1 месяц после

операции 16,3+0,6 27.0+1,4 166" 0.53+0,06 0.01+0.11 190”*
Через 2 месяца поел

операции 15.7+1,3 16.8+1,6 107" 0.54+0.02 1,65+0,04 120*” +■4*

THIP—10 мг/кг

Контроль 14.0+1,0 25.2+2,31 180** 0.43+0.03 0.70+0,05 1634»
Черлз 1 месяц после ,՜ 1

операции
Через 2 месяца после

14.3+0.5 29.6+0.3՛ 207*” 0.47+0.03 1,00+0.08 213” 
*

операции 13,4+0.916,3+1.3 122՛
1 “1 + +

0.45+0.05 0.67+0,07 149**

Примечание. Интенсивность термического воздействия у контрольных животных 
снижали таким образом', чтобы латентный период отдергивания хвоста в опытной и 
контрольной группах существенно не отличался. * р<0,05; ”* р<0,01; *” р<0,001 (по 
сравнению с исходным уровнем); + р<0.05: +’ р<0.01; р<0.001 (по сравнению
с контрольной группой; критерий t-Стьюдента).

только в тесте вокализации, ио не в тесте tail-flick. Введение баклофе- 
на через 2 месяца после начала опыта приводило к усилению его бо
леутоляющего эффекта. Причем в тесте tail-flick латентный период бо
левой реакции возрастал у большинства животных до 30 с, то есть 
до максимальной величины. В то же время болеутоляющее действие 
депакина и THIP у крыс с повреждением седалищного нерва было 
достоверно ниже, чем у контрольных животных (таблица).
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Обсуждение результатов

Предполагается, что повреждение периферических нервных стволов 
У животных приводит к возникновению болевого синдрома, идентичного 
хроническому болевому синдрому у человека [12, 13]. Однако подоб
ная точка зрения разделяется не всеми авторами [14]. Сопоставление 
результатов этих экспериментов с данными, полученными ранее [1, 3], 
свидетельствует, что ущемление седалищного нерва, как и другие виды 
болевого раздражения (электрическое, механическое, химическое), вы
зывает изменение обмена ГАМК и болевой чувствительности. Более 
того, как при кратковременной болевой стимуляции, так и при повреж
дении седалищного нерва происходят принципиально однотипные сдви
ги метаболизма ГАМК, проявляющиеся сначала активацией ее синтеза 
и катаболизма, а затем—угнетением ферментативной инактивации и по
вышением уровня ГАМК. что. как известно, сопровождается увеличе
нием активности процессов ГАМК-ергической передачи [15, 16].

Поскольку одним из факторов. способствующих возникновению 
хронического болевого синдрома, является недостаточность тормозных 
механизмов [17, 18]. то усиление тормозных ГАМК-ергических процес
сов как на начальных, так и на последующих этапах болевого воздей
ствия может иметь существенное значение в угнетении ноцицептивной 
импульсации [17]. По-видимому, этот эффект ГАМК .обусловлен вез- 
лечеиием процессов ГАМК-ергической передачи в деятельность анти- 
ноцицептивных систем, следствием чего и является возникновение ги- 
поальгезии. Правомочность такого предположения подтверждается наши
ми экспериментами, а также данными других авторов [5] о способно
сти ГАМК-негативных препаратов ослаблять, а ГАМК-позитивных ве
ществ—усиливать г'ипоальгезию. В пользу этого свидетельствует и то 
обстоятельство, что дополнительная активация процессов ГАМК-ергн- 
ческой передачи при введении баклофена, депакина и TH IP способство
вала усилению эндогенных антииоцицептивных влияний, ориентирован
ных на подавление не только перцептивных (тест tail-flick), но и аф
фективных (тест вокализации) проявлений боли, которые, как известно, 
не изменяются или даже усиливаются при хроническом ноцицептивном 
воздействии [19, 20].

Как следует из представленных данных, способность ГАМК-ерги
ческих веществ модулировать болевую чувствительность на фоне хро
нической ноцицептивной стимуляции существенно зависела от дли
тельности воздействия, а также ют их влияния на ГАМКЛ или 
յ АКМ|; -рецепторы. Эти факты, по нашему мнению, могут свидстель- 
ствовать о том, что на различных этапах адаптационной перестройки к 
хроническому болевому воздействию участие отдельных подтипов 
^АМК-рецепторов в подавлении боли, а следовательно, и в деятельно
сти антииоцицептивных систем неоднозначно. Действительно, бикукул
лин и пикротоксин, антагонисты исключительно ГАМКд-рецепторов 
[21. 22], устраняли гипоальгезйю только через 1 месяц после повреж
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дения седалищного нерва. В эти же сроки депакин и ТН1Р; болеуто
ляющий эффект которых, как предполагается, реализуется через 
ГАМК А (депакин) или через оба типа (ТН1Р) ГАМК 1 рецепторов 
[3, 23]. вызывали более сильную анальгезию. В то же время усиление 
действия селективного агониста ГАМК Б -рецепторов баклофена [22] 
возникало только через 2 месяца после начала болевого воздействия. 
Весьма вероятно, что одним из факторов, способствующих изменению 
эффекта ГАМК-ергических препаратов, является возникновение разно- 
модальных сдвигов функциональной активности ГАМК-рецепторов. 
Правомочность такого заключения подтверждается данными, свидетель
ствующими о принципиальной возможности разнонаправленного измене
ния плотности ГАМКа- и ГАМКБ -рецепторов при длительной но
цицептивной стимуляции [24]. Установлено также, что колебания уровня 
глюкокортикоидов, возникающие в различные периоды хронического 
болевого синдрома [19], могут приводить как к увеличению, так и к 
снижению аффинности ГАМК А-рецепторов [25].

GABA PARTICIPATION IN MODULATION OF PAIN 
SENSITIVITY UNDER THE CONDITIONS OF PROLONGED 

NOCICEPTIVE INFLUENCES

IGNATOV Yu. D.. ANDREEV В. V.

I. P. Pavlov First Leningrad Medical Institute

Correlation between GABA-synthesis, GABA-catabolism and sen
sitivity to pain was studied under the conditions of prolonged nocicep
tive influences. Activation of GABA synthesis and GABA catabolism 
in the cortex, forebrain and brain stem was the first step of GABA- 
system reaction on /V. ishiadicus alteration and the second step is inhi
bition of GABA inactivation (increase of GABA level) in mesencepha
lon. Increase in GABA-ergic processes correlates with decrease in pain 
sensitivity in tail-flick test, but not in vocalisation test. Bicuculline 
and picrotoxine abolished hypoalgesia produced by alteration of /V. Zs- 
hiadicus (I month after operation). At the same time analgesic effect 
of depakin and THIP was increased. GABA-negative drugs have no ef՜ 
fects on hypoalgesia 2 months after operation, but depakin and THIP 
effects significantly decreased. Analgesia produced by baklophen was 
increased. It was considered, that inhibition of pain sensitivity under 
the conditions of prolonged nociceptive influences is produced by positive 
GABA-ergic mechanisms. Multiple GABA-ergic receptors are involved 
in different steps of prolonged nociceptive stimulation.
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НЕИРЕХИГ1ИЛ
т. 6, № 4, 1987

УДК 577.17

ВЛИЯНИЕ ОСТРОГО СТРЕССОРНОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ 
НА ПОВЕДЕНИЕ И НЕКОТОРЫЕ БИОХИМИЧЕСКИЕ 

ПОКАЗАТЕЛИ У МЫШЕЙ ИНБРЕДНЫХ ЛИНИЙ 
C57BL/6 и DBA/2 С РАЗЛИЧНЫМ ПОТРЕБЛЕНИЕМ 
АЛКОГОЛЯ В УСЛОВИЯХ СВОБОДНОГО ВЫБОРА

ГАМАЛЕЯ Н. Б.. ВЕКШИНА Н. Л.. ШУМАЙЛОВ И. Н.

ВНИИ общей к судебной психиатрии им. В. П. Сербского. Москва

У мышей линии C57BL/6 и DBA/2 с различным генетически закрепленным от
ношением к алкоголю выявлена неодинаковая реакция на 60-минутяое электроболсоо- 
раздражение лап электрическим током частотой 50 Гц. напряжением 10 В. пре
рывающимся каждую мин. Мыши линии 1?ВЛ/2 (отвергающие этанол) хорошо адап
тировались к стрессорному воздействию, что проявлялось лучшей выживаемостью, 
меньшим количеством прыжков и менее выраженной реакцией писка, чем у мышеи ли
нии C57BL/6. предпочитающих этанол. Мыши линии DBA/2 характеризовались а обыч
ных условиях существенно более высоким уровнем адреналина в надпочечниках и се
ротонина в крови, чем мыши линии C57BL/6. При электроболевом раздражении у 
мышей линии DBA/2 отмечено выраженное повышение уровня дофамина в мозгу и 
кропи, снижение уровня серотонина в крови и адреналина в надпочечниках. Свойства 
серотониновых рецепторов в мозгу животных изучаемых линий существенно нс от
личались в норме и не менялись под влиянием стрсссорного воздействия. Аналогии 
нь:г результаты получены при изучении уровня эндогенного этанола. Сделано заклю
чение об относительно большей устойчивости мышей линии DBA/2 по сравнению с 
мышами линии C57BL/6 к кратковременному стрессорному воздействию, в основе 
которой может лежать ряд выявленных особенностей обмена биогенных аминов в 
мозгу и на периферии характеризующих эти линии мышей.

К настоящему времени накоплено много данных в пользу сущест
вования генетической предрасположенности к развитию алкоголизма. 
Одним из доказательств является существование стабильных линий ла
бораторных животных (мышей и крыс), предпочитающих в условиях 
свободного выбора раствор этанола или воду. Примером таких живот
ных являются ,в частности, мыши линий C57BL/6 и DBA/2, предпочи
тающие или отвергающие алкоголь соответственно [1], а также крысы 
линий АА (предпочитающие алкоголь) и ANA (отвергающие алкоголь), 
селекционированные по алкогольному предпочтению из родоначальной 
линии Long Evans [2]. Изучение биологических особенностей живот
ных. предпочитающих алкоголь, в сравнении с животными, отвергаю
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щими этанол, является одним из путей решения проблемы предраспо
ложенности к развитию алкоголизма, что имеет важное значение для 
разработки комплексных мер профилактики. В связи с наличием убеди
тельных данных о значительной роли стресса в развитии алкоголизма 
у людей [3] представляет интерес определение чувствительности к 
воздействию стрессорных факторов лабораторных животных с генети
чески закрепленными различиями в характере алкогольной мотивация 
и выявление возможных биологических коррелятов. Целью настоящей 
работы явилось изучение влияния острого стрессорного воздействия на 
поведение и некоторые биохимические показатели у мышей инбредных 
линий С57ВЕ/6 и ОВА/2.

Материалы и методы

Эксперименты проводили на мышах-самцах линий С57ВЕ/6 и ОВА/2 
массой 18—20 г. Моделью острого стрессорного воздействия явилось 
электроболевое раздражение лап в камере с полом из металлических 
прутьев, на которые подавали переменный ток с частотой 50 Гц и нап
ряжением 10 В. Каждую секунду ток прерывали с помощью преры
вателя. Продолжительность стрессорного воздействия составляла 60 мин.

У мышей определяли уровни дофамина (ДА), норадреналина (НА) 
и серотонина (5-ОТ) в целом мозгу, уровни адреналина (А), НА и 
ДА в надпочечниках и уровни ДА и 5-ОТ в цельной крови. Биогенные 
амины определяли спектрофлуорометрическим методом [4]. В целом 
мозгу определяли также состояние серотониновых рецепторов методом 
радиорецепторного связывания [5] с использованием [3Н]-5-ОТ 
(У. А. 14,4 Ки/ммоль) в концентрациях от 0.5 до 1 пмоль и неме
ченого 5-ОТ в концентрации 10 мкмоль, в крови мышей—уровень эн
догенного этанола методом газовой хроматографии [6].

Статистическую обработку проводили по 1- критерию Стьюдента, 
о корреляционной связи судили по коэффициенту корреляции

Результаты исследования

Для определения уровня потребления алкоголя мышей помещали 
на 14 дней в индивидуальные клетки со свободным доступом к сухому 
корму и градуированным поилкам с водой и 10%-ным раствором 
этанола. Показатели первых трех дней не учитывали. У мышей линии 
С57В1_/6 среднесуточное потребление 10% этанола составляло 110±4 мл/кг 
(54—65% от всего объема выпитой жидкости), а у мышей линии 
ВВА/2—20,0г^д2.0 мл/кг (7,1—9,5% от всего объема выпитой жидкости), 
что соответствует литературным данным [7].

Изучение поведения мышей при нанесении электроболевого раздра
жения выявило следующие особенности. Мыши линии ЭВА/2 лучше 
адаптировались к электроболевому раздражению лап. их поведение 
было более спокойным, они меньше прыгали и пищали. Подсчет числа 
прыжков в пер'вые 5 мин электрического раздражения выявил значи
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мые различия: у мышей линии ОВА/2 количество прыжков составило 
6,84=3,3, а у мышей линии С57ВЕ/6—56.8^6.9 (различие достоверно, 
р<0,001). В пропессе стрессориого воздействия некоторые мыши 
С57ВЕ/6 погибали. Сравнение общей двигательной активности мышей 
этих линий до воздействия стресса не выявило различий. Пороги элек- 
троболевой чувствительности, о которых судили по появлению писка и 
прыжков, у мышей указанных линий были сходными.

Таблица 1
Биохимические особенности лини։։ мышеи, предпочитающих или отвергающих

Таблииа 2

алкоголь п условиях свободного выбора (фоновые показатели)
Линия

Ткань 
(ед. измерения)

С 57 ВЬ 6 (п=12) ОВЛ 2 (п=14)

Мозг ДА НА 5-ОТ ДА НА 5-ОТ
(нг г) 235+25 292+42 674+31 181+20 275+12 634+31
Надпочечники А НЛ ДА А НА ДА

(иг мг) 454+54 247+34 5.66+2.20 601+47 231+29 6.80+2.50

Кровь ДА 5-ОТ ДА,5-ОТ
(р<0,05) 

ДА 5-ОТ ДА 5-ОТ
(нг мл) 213±17 20621:171

(р<0.01)
0.11 ±0,02 2354-26 1361 ±122 0,20±0.03 

(р<0,05)

Примечание Здесь ։ в табл. 2 статистическую обработку проводили по 1-кри
теряю Стьюдента (двусторонняя критическая область). Сравнение показателен (р)
проведено между группами ■исследованных линии 
мин, НА—норадреналин. 5-0 Г—серотонин.

мышей. А—адреналин ДА—дофа-

Биохимические особенности лини։՜։ мышеи, предпочитающих или отвергающих 
алкоголь в условиях свободного выбора, после стрессориого воздействия.

Линия
Ткань 
(ед. измерения)

С 57 В1. 6 (п = 18) ОВА/2 (п 20)

Мозг
(яг/г)
Надпочечники

(нг/мг)
Кровь 
(нг мл)

ДА 
317±36 

А 
437^21 

ДА 
202±25

НА 
278+17 

НА 
234+16 
5-ОТ 

1519+235

5-ОТ 
681+33

ДА 
13.6+3.0 
ДА 5-ОТ

*7+0,04

ДА 
252+16

А 
331 Т-43 

ДА 
442±89 

(р<0,05)

НА 
238+36

НЛ 
180+21 
5-ОТ 
982+115

5-ОТ 
686+24

ДА 
10,1+3,3 
ДА.'5-ОТ 
0,37+0.06 
(р<0,05)

Базальное значение исследованных нейрохимических параметров у 
мышей представлены в табл. 1» а соответствующие показатели после 
стрессориого воздействия в табл. 2. Как видно из таблиц, отличитель
ной особенностью мышей линии С57ВЕ/6, предпочитающих этанол в 
условиях свободного выбора, является более низкий уровень А в над
почечниках и более высокий Уровень 5-ОТ в крови, чем у мышей 
ВВА/2, отвергающих этанол. В ответ на электроболевое раздражение 
лап у мышей обеих линий отмечены однонаправленные изменения уров
ней биогенных аминов в целом мозгу, при этом у мышей линии ЭВЛ/2 
повышение уровня ДА достигало статистической значимости (р<С0,01), 
а стрессорное воздействие вызывало выраженное (на 37%) снижение 
уровня А в надпочечниках (р<0,01) до уровня, близкого к таковому 
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У мышей линии С57ВЕ/6, и более значительное, хотя и не достигающее 
статистической достоверности, снижение уровня НА в надпочечниках. 
В крови у мышей линии ОВА/2 стресс вызывал достоверное повышение 
уровня ДА (р<0,05) и снижение уровня 5-ОТ (р<0,05). что опре
делило и существенное повышение показателя ДА/5-ОТ (р<0,05), 
характеризующего баланс между ДА- и 5-ОТ-ергической системами.

При исследовании свойств серотониновых рецепторов в целом моз
гу мышей ‘были выявлены некоторые различия в сродстве рецепторов 
к 5-ОТ и в уровне общего специфического связывания, не достигавшие, 
однако, уровня статистической значимости. У мышей С57ВЕ/6 базаль
ные значения К<! составили 3,5+0,7 пмоль, тогда как у мышей ОВА/2— 
2,5+0,5 пмоль. После стрессорного воздействия эти значения составили 
4.3+0.5 и 5,0+0,6 пмоль соответственно. Вшах (в фмолъ/мг белка) у 
мышей С57ВЕ/6 составляла 222,0+51.0 до стресса и 198,2+46.5 после 
стресса, а у мышей ОВА/2 152,55+20,0 и 218,0+25,6 соответственно.

Определение уровня эндогенного этанола у одних и тех же жи
вотных до и после стрессорного воздействия не позволило выявить 
статистически значимых различий. Средний уровень эндогенного эта
нола у мышей линии С57ВЕ/6 составил 31,9-10-4+1,6-10“4% до стрес
са, а у мышей линии ОВА/2—32,8-10_’+2,5-10 4%. После стресса 
соответствующие значения были равны 34,8-10՜'+ 4.0-10՜4 % и 
31,7-10՜4+2.3-10֊4%.

Обсуждение результатов
Из данных литературы известно, что инбредные линии мышеи С57ВЕ/6 
и ОВА/2 характеризуются рядом биологических особенностей. Одним 
из отличительных признаков является характер алкогольной мотивации, 
которому соответствует различная скорость метаболизма этанола и 
ацетальдегида. Мыши линии С57ВЕ/6 предпочитают этанол в условиях 
свободного выбора и характеризуются высокой активностью альдегид- и 
алкогольдегидрогеназ по сравнению с мышами линии ОВА./2 [1]. В 
работе Но и соавт. [8] выявлена еще одна отличительная особенность 
мышей линии С57ВЕ/6: существенно более высокий уровень АХ в 
целом мозгу и более низкая активность АХЭ по сравнению с мышами 
линии ОВА/2. Авторам не удалось обнаружить существенных различий 
у мышей обеих линий по таким нейрохимическим показателям, как уров
ни ДА. НА и 5-ОТ в целом мозгу, а также интенсивность захвата 
[3Н]НА и [3Н]ДА гомогенатами целого мозга.

В проведенном исследовании мы также нс выявили значимых раз
личий в уровнях биогенных аминов при исследовании целого мозга 
мышей тех же линий. Однако Ходорова и соавт. [9] установили значи
мые различия в’ уровнях 5-ОТ и НА в отдельных областях мозга мы
шей линии С57ВЕ/6 и СВА (с низкой алкогольной мотивацией). По
лученные нами результаты о высоком уровне А в надпочечниках у 
мышей линии ОВА/2 .совпали с данными СиапеПо и соавт. [10], ко
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торые отмечали высокую концентрацию А и НА в надпочечниках у 
мышей этой линии.

Примененная в работе модель острого стрессорного воздействия 
позволила выявить некоторые различия в поведении мышей линии 
C57BL/6 и DBA/2. Кратковременное воздействие электрического тока 
вызывало более выраженные биохимические изменения у мышей линии 
DBA/2, физиологическое состояние которых в процессе воздействия 
стресса нарушалось в меньшей степени. У мышей обеих линий был от
мечен подъем уровня ДА в целом мозгу, достигший у мышей линии 
DBA/2 уровня статистической значимости (р<С0,01). В литературе мы 
также находим сведения о том, что кратковременное стрсссорное воз
действие (иммобилизационный стресс в течение 35 мин) способствова
ло ускорению синтеза ДА в мезолимбическнх дофаминовых нейронах 
у крыс [11], тогда как более длительное *и сильное воздействие (иммо
билизационный стресс в сочетании с раздражением электрическим то
ком в течение 3 ч) вызывало снижение уровня ДА и НА в среднем 
мозгу и гипоталамусе крыс [12].

У мышей линии DBA/2 с низкой алкогольной мотивацией стрес- 
сорное воздействие вызывало выраженное снижение уровня.А (в 1,57 
раза, р<0.01) в надпочечниках и существенное повышение (в 1,85 раза, 
р<0,05) показателя ДА/5-ОТ в крови, связанное как со снижением 
уровня 5-ОТ, так и с повышением уровня ДА и свидетельствующее 
о преобладании в крови катехоламинергичсской активности. У мышей 
линии C57BL/6 стресс не вызывал существенного изменения исследован
ных биохимических параметров.

Интересно отметить, что между степенью предпочтения этанола и 
уровнем ДА в крови мышей после стресса была выявлена существен
ная отрицательная корреляция (г = —0,44, р<0,05). а между степенью 
предпочтения этанола и концентрацией 5-ОТ в крови после стресса— 
положительная корреляция (г ==0,392), приближающаяся к уровню 
статистической достоверности.

В связи с существующей гипотезой, согласно которой важным фак
тором формирования алкогольной мотивации является низкий уровень 
эндогенного этанола и повышенная скорость элиминации этанола [13]. 
у мышей линии C57BL/6 и DBA/2 было проведено определение эндо
генного этанола. Нам, однако, не удалось выявить значимых различий 
в этом показателе между изучаемыми линиями мышей, хотя Ходорова 
и соавт. [9] отметили повышение У мышей линии C57BL/6 скорости 
элиминации тест-дозы этанола из кровяного русла, тогда как у мышей 
линии DBA 2 (с низкой алкогольной мотивацией) скорость элиминации 
этанола из крови была снижена. В нашем исследовании уровень эндо
генного этанола в крови мышей после воздействия электроболевого 
раздражения практически не изменился, так что этот показатель являет
ся менее чувствительным, чем уровень биогенных аминов.

Полученные нами данные об относительно большей устойчивости 
мышей линии DBA/2, отвергающих алкоголь в условиях свободного 
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выбора, к кратковременному стрессорному воздействию (электроболе- 
вое раздражение лап) и соответственно большей чувствительности мы
шей линии C57BL/6 можно сопоставить с данными, представленными 
з работе Бурова [14] о высокой конкурентоспособности в борьбе за 
биологически значимые цели у крыс, потребляющих малые количества 
алкоголя, а также с данными об увеличении у крыс с исходно высокой 
алкогольной мотивацией периферического и центрального пула р-эндор- 
фнна как показателя стрессорной готовности этой группы живот
ных [15].

На основании проведенных нами исследований можно прийти к 
выводу, что мыши линий DBA/2 и C57BL/6 наряду с выраженными от
личиями в потреблении алкоголя в условиях свободного выбора по- 
разному реагируют на электроболевое раздражение лап, что может быть 
связано с рядом биологических особенностей, в том числе с базальным 
уровнем А в надпочечниках и его изменением под влиянием стресса, а 
также с характером изменения в результате воздействия электроболе- 
вого раздражения уровней ДА и 5-ОТ в крови. Нельзя исключить, 
конечно, и роли других факторов, не исследованных в данной работе, 
в частности, состояния эндогенной опиатной системы и др. Проведен
ные нами исследования подтверждают значение генетически детерми
нированных биологических особенностей лабораторных животных в 
обеспечении их устойчивости к стрессорным воздействиям. На возмож
ность генетического контроля реакции катехоламинов плазмы (А. НА) 
в ответ на воздействие иммобилизационного стресса, а также влияния 
этанола на характер этой реакции у крыс указали Vogel и Deturck [16]. 
Для более определенных выводов о причинно-следственных связях между 
потреблением алкоголя в условиях свободного выбора и характером реак
ции на стрессорное воздействие, а также рядом нейрохимических осо
бенностей необходимо проведение сравнения линии мышей C57BL/6 также 
с другими линиями мышей, отвергающих этанол (например, СВА).

THE INFLUENCE OF ACUTE STRESS ON BEHAVIOR AND 
SOME BIOCHEMICAL PARAMETERS IN INBRED LINES OF

MICE C57 BL/6 AND DBA/2 WITH DIFFERENT FREE CHOICE 
’ ALCOHOL CONSUMPTION

GAMzXLEYA N. B., VEKSHINA N. L„ SHUMAYLOV I. N.

All-Union Institute of General and Forensic Psychiatry, Moscow

Different reaction to acute stress (electric footshock produced by 
alternating current, 50 Hz, 10 v, interrupted every second, lasting for 
60 minutes) was observed in two inbred lines of mice C57 BL/6 and 
DBA/2 with different genetically determined attitude to alcohol. The 
DBA/2 mice (rejecting alcohol) adapted well to stress, which was ma- 
flifested by better survival, fewer jumps and weaker peeping reaction, 
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than in C57 BL 6 mice (prefering alcohol). The LEA/2 mice were cha
racterized by higher basal levels of epinephrine in adrenals as well as 
higher levels of serotonin in blood in comparison with the C57 BL,6 
mice. In the DBA 2 mice the electric footshock produced a pronounced 
increase in dopamin levels in the whole brain and blood, a decrease in 
serotonin levels in blood and epinephrine levels in adrenals. The proper
ties of serotoninergic receptors, in brains of mice of the mentioned lines 
did not differ significantly before stress nor changed under the influen
ce of stress. 1 he analogous results were obtained when the levels of 
endogeneous ethanol were studied. It’s concluded that the mice of the 
DBA/2 line are more resistant to acute stress than the mice of the 
C57 BL/6 line which can be based on some biochemical properties of 
their biogenic amines metabolism in brain and periphery.
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т. 6, № 4, 1987

УДК 612.822.1.015

Н’-АТРаза МЕМБРАН СИНАПТИЧЕСКИХ ПУЗЫРЬКОВ 
МОЗГА: ИДЕНТИФИКАЦИЯ И ХАРАКТЕРНЫЕ 

СВОЙСТВА СИСТЕМЫ ТРАНСПОРТА Н+

МЕЛЬНИК В. И.. ГЛЕБОВ Р. Н.

НИИ общей патологии и патологической физиологии АМН СССР. Москва

Исследовано участие АТРазы мембран синаптических пузырьков мозга крыс V 
активном транспорте Н+, который измеряли с помощью флуоресцентного амина 
акридиноранжа. АТР-зависимый транспорт Н+ устранялся Х-этилмалсимидом (ХЕМ), 
а АТРазиая активность разделялась на два компонента, отличающихся по чувстви
тельности к ингибитору.

Основной компонент (74%) чувствителен к КЕМ .и идентифицирован как 
Н+-АТРаза на основании следующих критериев: а) совместная с 1Н-насосом очист
ка во время выделения мембран; б) идентичная с ним чувствительность к КЕМ; 
в) избирательная стимуляция активности в присутствии С1“ или разобщителей; 
г) близость характеристик к таковым Н4-насоса—К1Н для \lg-ATP (0,64 мМ) !£ 
рН-оптнму.м (6.0). Найдено, что максимальные градиенты pH генерируются при 
pH 7.5—8.0, где активность Н+-насоса сильно лимитируется низкой концентра
цией II1.

Минорный компонент АТРазной активности полностью устойчив к действию 
ХЕМ к проявлял Кт для М^-АТР = 0.10 мМ и широкий рН-оптимум в щелочной 
области.

Кислая среда внутри синаптических пузырьков (СП) нервной ткани, 
необходимая для поддержания их нормальных функций (активности ло
кализованных там ферментов, процессов сопряженного транспорта ме
диаторов и их предшественников), поддерживается мембранным Н+-на- 
сосом за счет энергии АТР [1, 2]. Н+-насос СП отличается от Н+-на- 
сосов классического митохондриального типа устойчивостью к олигоми
нину, меньшей чувствительностью к дициклогексилкарбодиимиду и вы
сокой чувствительностью к ЭДЕМ [1]. Этими свойствами он близок к 
протонным насосам секреторных гранул и других органелл кислого ком
партмента клетки: лизосом, эндосом, «одетых» везикул и аппарата 
Гольджи [3].

Транспорт Н+ через мембрану СП является АТР-зависимым, что 
предполагает участие соответствующей Н+-АТРазы. Механизм сопря
жения между гидролизом АТР и транслокацией не может быть 
выяснен без кинетической характеристики обеих активностей—АТРазной 
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и транслоказной. Однако АТРазная активность СП. особенно в неочи
щенных препаратах [1, 4]. явно гетерогенна, а применяемые ингибито
ры в большинстве случаев недостаточно специфичны.

В настоящей работе исследовали возможность применения NEM 
для избирательного выявления активности Н+-АТРазы мембран СП. 
В низких концентрациях NEM полностью блокирует транспорт Н+ [1J 
и частично ингибирует АТРазную активность [5, 6]. Результаты пока
зывают, что в выбранной нами системе измерения NEM проявляет 
свойства специфического ингибитора Н+-АТРазы. Идентификацию 
NEM-чувствительного компонента в качестве Н+-ЛТРазы подтверждает 
совместное с активностью Н+-насоса обогащение в процессе очистки 
мембран СП и идентичность их функциональных и кинетических свойств.

Необходимой частью работы было изучение кинетических свойств 
Н+-насоса. При этом потребовалось уточнить существующие методиче
ские подходы, основанные на использовании проникающих слабых ос
нований, в частности флуоресцентного амина акридиноранжа (АО). 
Проведенный кинетический анализ показал, что система транспорта 
Н* в СП активируется субстратом транспорта—Н+, причем максималь
ная активация наблюдается при pH 6,0. В то же время градиент pH 
(ДрН) достигает максимальной величины в физиологической, слабоще
лочной области pH 7,5—8,0.

Материалы и методы

Очищенные мембраны СП мозга получали после осмотического 
шока неочищенной фракции синаптосом, применяя условия центрифу
гирования, предложенные в работе March, Thornton [7]. Ткань целого 
мозга крыс массой 200—250 г промывали в среде выделения (0,32 М 
сахароза, 10 мМ трис-НС1, pH 7,4 при 4 ) и размельчали за 4 «хода» 
тефлонового пестика в стеклянном гомогенизаторе (зазор 0,2 мм, ско
рость вращения 500 об/мин) в 6 8 объемах среды. Гомогенат центри
фугировали 10 мин при 1000 g, супернатант сливали, а осадки повторно 
гомогенизировали и центрифугировали. Объединенные супернатанты 
центрифугировали 10 мин при 10000 g. Полученный осадок неочищен
ных синаптосом суспендировали в 8 объемах бидистиллированной воды 
и гомогенизировали в том же гомогенизаторе (3 «хода» пестика, 
1500 об/мин). Последовательным 11снтРиФугированием лизата (55000 g, 
60 мин, снова 55000g, 60 мин и 100000g, 75 мин) получали три осадка 
субклеточных фракций Ф|, Фг и Фз соответственно. Последняя фракция 
представляла собой очищенные мембраны СП. Осадки суспендировали в 
среде выделения до концентрации белка 2-—4 мг/мл „ хранили неболь
шими аликвотами при —20° в течение 1—2 недель.

Активность Н+-насоса измеряли методом непрерывной регистрации 
трансмембранного ДрН с помощью флуоресцентного слабого основания 
АО [1, 8]. Измерения проводили в кварцевых кюветах спектрофлуоро
метра «Hitachi MPF-4» (Япония) при длинах волн возбуждения и 
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испускания 491 и 530 им соответственно. Среда измерения (конечный 
объем 2 мл) содержала 2 мкМ АО в 150 мМ КС1, 20 мМ НЕРЕЗ/трис 
pH 7,4 при 25°. После 4 мин преинкубации белка (8—15 мкг/мл для 
Фз) инициировали транспорт Н՜ добавлением 1 мМ Мд-АТР (экви
молярная смесь М£ЗО< и трис-АТР, pH 7,4) и после снижения флуо
ресценции АО до стационарного уровня добавляли 10 мкл 2М 
(ЫН^гЗС^ для обращения флуоресцентного ответа (рис. 1). Устраняя 
АрН, добавление соли аммония позволяет точно определить исходный 
уровень флуоресценции (Ер) с учетом изменения, вызванного иеспецифн- 
чески.м (такой же эффект оказывает АВР) взаимодействием зонда с 
АТР в момент внесения последнего [1].

Величину У. А. Н^-насоса в стандартных условиях измерения выра
жали из относительной величины изменения флуоресценции АО. Ско
рость транспорта принимали равной начальной скорости тушения флуо
ресценции АО (—с!Е/(К, диапазон линейности—до 25 мкг белка/мл) 
в мин“|’*мг՜1, а величину стационарной аккумуляции Н4՜—отношению 
потушенной флуоресценции зонда к непотушенной (Ео—Е)/Е, диапазон 
линейности—до 13 мкг белка/мл) в мг՜’. Эти величины пропорцио
нальны изменениям концентрации Н~ внутри везикул при поддержании 
постоянного pH среды [8].
Измерение АТ Разных и АМ Разной активностей. Общую М£2+-АТРаз- 
ную активность измеряли при инкубации белка (15—25 мкг/мл) в те
чение 30 мин в присутствии 2 мМ М&-АТР в такой же среде, что и 
тля транспорта Н+, только без АО (pH 7,4 при 37°). В части опытов 
вместо КС1 среда содержала 1ЧаС1 либо 0,3 М сахарозу. Олигомицин- 
чувствитсльную АТРазную активность определяли как активность, ин
гибируемую 0,5 мкг/мл олигомицином, а ЫЕМ-чувствительную—как ак
тивность, ингибируемую 0,2 мМ ХЕМ. Ха4՜, Кл-АТРазную активность 
определяли как разность в отсутствие и в присутствии 1 мМ уабаина 
в среде, содержащей 2 мМ М£-АТР, 130 мМ ЫаС1. 20 мМ КС1, 20 мМ 
НЕРЕЗ/трис (pH 7,4 при 37°).

Активность кислой АМРазы (кислой 5'-нуклеотидазы, маркера ли
зосом) [9] измеряли при инкубации белка (0,8 мг/мл) в течение 
30 мин в присутствии 5 мМ М§-АТР (эквимолярная смесь и
•ИзгАМР) в 0,1 М Ма+-ацетатном буфере (pH 5,0 при 37 ).

АМР- и АТРазные реакции инициировали добавлением субстратов 
(конечный объем 1 мл) после 20 мин преинкубации белка в присут
ствии или в отсутствие ингибиторов и ионофоров- Реакции останавли
вали и определяли содержание образовавшегося при гидролизе суб
стратов Р1 добавлением 1 мл свежеприготовленного реактива, состоя
щего из следующих компонентов: 10%-ный ДДС-Ха, 2 М ацетатный 
буфер, приготовленный титрованием трисом до pH 4,3 0,1 М Си8О<, 
2%-ный молибдат аммония и 10%-ная аскорбиновая кислота в соот
ношении 1:8:0,1:1:0,2. Реактив стабилен на льду 30—40 мин после до
бавления аскорбата. Через 25 мин при комнатной температуре (или 
при 37° в тех случаях, когда необходимо предупредить выпадение осад
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ка ДДС-К) измерял» экстинцию проб при 735 нм? Содержание Pi 
рассчитывали, исходя из прироста экстинции, вызванного присутствием 
в инкубировавшихся параллельно «холостых» (белок добавляли после 
остановки реакции) пробах 200 нмоль КН2РО4 в полной среде инку
бации, включающей АТР или АМР, которые, как и KCI, занижают 
окраску ([10] к собственные данные), обусловленную восстановлением 
фосфомолибдатного комплекса.
Материалы. Использовали АО. NEM, олигомицин, карбонилцианид 
Ш-хлорфенилкарбазон (CI-CCP), валиномицин и сахарозу фирмы 
«Serva» (ФРГ), неорганические соли квалификации х. ч. Олигомицин, 
CI-CCP и валиномицин добавляли в пробы из спиртового раствора так, 
что конечная концентрация этанола составляла 0,5%, и столько же 
спирта добавляли в контрольные пробы. Трис-АТР получали пропуска
нием раствора Na^ATP («Reanal», Венгрия) через колонку с катионо- 
обменником Dowex 50w Х2 в Н“-форме. Элюат нейтрализовали трисом, 
и концентрацию АТР определяли спектрофотометрически, принимая 
значение £259= 15400 М՜1 - см՜՜1՜.

Результаты исследования

Флуоресцентные ответы АО, наблюдавшиеся при последовательном 
добавлении СП и Mg-АТР в среду измерения (рис. 1), были анало
гичные тем, которые описаны для неочищенной фракции СП мозга [1]. 
Отличия сводятся к двум моментам: во-первых, величина У. А. транс
порта Н+ в очищенных препаратах в 3 4 раза выше; во-вторых, эндо
генный градиент pH (ДрН), который проявляется в тушении флуо
ресценции АО при добавлении СП (подробнее см. [1]), в очищенных 
мембранах значительно ниже и в отсутствие АТР полностью рассеи
вается за 3—4 мин, в отличие от 15 мин для неочищенной фракции. 
Последнее обстоятельство, очевидно, вызвано длительным пребыванием 
везикул в гипоосмотической среде в процессе выделения, в чем при
меняемый нами метод отличается от исходной процедуры March, 
Thorton [7]- Вследствие этого наши препараты представляют собой 
«тени» или мембраны СП с вымытым в процессе выделения содержи
мым. Такие препараты удобны для исследования транспорта Н+, гак 
как буферной емкостью внутривезикулярного объема «теней» можно пре
небречь, что упрощает интерпретацию такого параметра, как аккумуля
ция Н+.

Для уточнения локализации И’-насоса и оценки чистоты препара
тов на всех стадиях очистки, следующих за осмотическим шоком гру
бой фракции синаптосом, измеряли активности транспорта Н+, раз
личных АТРаз и маркерных ферментов наиболее вероятных примесей. 
Из табл. 1 видно, что маркер митохондрий—олигомицинчувствительная 
АТРаза полностью удаляется в процессе очистки. Кроме того, в от
сутствие АТР добавление 1 мМ NADH не вызывало подкисления ве
зикул (не показано), что служит дополнительным указанием на отсут
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ствие «вывернутых наизнанку» внутренних мембран митохондрий—суб
митохондриальных частиц. Величина У. А. маркера плазмалеммы— 
Ыа+, К^-АТРазы значительно снижалась в ходе очистки. Возможно, 
что неполное удаление плазмалеммы вызвано прогрессирующе։։ везя- 
куляризацией поверхностной мембраны синаптосом при гипотонической 
обработке. Величина У. А. лизосомного маркера—кислой АМРазы была 
низкой во всех фракциях порядка на два ниже, чем в очищенных лизо
сомах [9], а с учетом распределения белка основная часть фермента 
сосредоточена во фракции крупных частиц Фь

Рис. 1. Изменения флуоресценции акридинораяжа при последовательном 
добавлении мембран СП и Л^-АТР. Стрелками указаны моменты до
бавления СП (12,5 мкг белка/мл). Мд-АТР (1.0 мМ) и (КН.|)25О4 

(10 мМ)
Рис. 2. Ингибирующее действие МЕМ на транспорт Н+ (1) и АТРазную 
активность (2) мембран СП в стандартной КО-содсржащсй среде. Кри
вая /—общая для скорости транспорта (О) и аккумуляции и+ (ф;

В отличие от маркерных ферментов митохондрий, плазмалеммы и 
лизосом, величина У. А. АТР-зависимого транспорта Н4՜ резко возра
стала в процессе очистки (табл. 1). Это показывает, что Н+-насос дей
ствительно является компонентом мембраны СП. В то время как общая 
АТРазная активность нс проявляла корреляции с каким-либо маркер
ным ферментом, что объясняется ее суммарным характером, наблю
далась положительная корреляция между транспортом И՜ и ХЕМ-чув- 
ствитсльным компонентом АТРазной активности.

На рис. 2 представлены концентрационные зависимости ингибирую
щего действия .ХЕМ па транспорт Н* и АТРазную активность мембран 
СП. Полное ингибирование транспорта Н+ и максимальное торможение 
АТРазной активности (на 74% в КС1-содержащей среде) наблюдается 
при 0,2 мМ ЫЕМ, и дальнейшее повышение концентрации ингибитора 
не приводит к дополнительному ингибированию АТРазной активности. 
Полумаксимальное торможение транспорта Н+ и чувствительного к ин
гибированию компонента АТР-азной активности наблюдалось при 13 

521



и 12 мкМ ХЕМ соответственно. Такие же результаты были получены 
при определении АТРазной активности в сахарозной среде. Когда ин
гибитор добавляли после АТР, степень торможения транспорта Н+ 
значительно снижалась, достигая максимально 15—20%. Защита суб
стратом от ингибирования тиоловыми реагентами описана для многих 
SH-зависимых ферментов. Полученные результаты позволяют предпо
ложить. что только основной, NEM-чувствительный компонент АТРаз
ной активности связан с транспортом Н* и может быть отождествлен 
с Н*-АТРазой.

Таблица Г
Удельная активность маркерных ферментов и транспорта 

протонов в субклеточных фракциях Ф.. Ф2. Ф3

Активность
Фракция

Ф։ Ф: Ф3

Общая АТРазная, мкмоль-
•мг-։-ч-։ 43,3+4,5 32.7+2.7 37.8+1.3

Олнгоминипчувствитсльная
0,6+1.0АТРаза, мкмоль-мг—։• ч-։ 21,6+3,9 0,0+0.7

№ ЕМ-чувствительная АТРаза,
16,7+2.4мкмоль•мг~1 • ч —։ 6.2+1.8 28,3+1,6

ЭДа+, К + -АТРаза. мкмоль-
44.7+5,0• м г -։ • ч —1 58,8+5,4 7.1+1,5

Кислая АМРаза, мкмоль-
0,32+0.07• мг՜ ։-ч—։ 0,30+0,10 0,22+0,06

Транспорт Н+։ скорость,
3.2+0.7 14.2+7,6мин՜’■ мг—1 45,5+3,1

аккумуляция, мг—1 5,8+0,5 29.2+11,6 77,5+2,2
Выход белка, мг г сырой ткани 7,15+2,11 0.38+0.18 0,20+0,04

Примечание. Представлены данные 4—5 опытов. О размерностях величин тран
спорта Н+ см. раздел «Методы исследования».

АТРазиая активность мембран СП стимулировалась в присутствии 
КС! или ХаС1 (табл. 2). Очевидно, стимуляция обусловлена С1՜, сопря
женный перенос которых обеспечивает электронейтральность транспорта 
Н+ [1]. В присутствии ХЕМ активация АТРазной активности не наб
людается, следовательно, это свойство присуще только ХЕМ-чувстви- 
тельному компоненту.

Разобщители устраняют АрН либо создавая высокую проводимость 
для Н+ в мембране (протонофор С! -ССР), либо связывая Н+ при 
аккумуляции внутри везикул в ответ на АрН (проникающие слабые 
основания). В обоих случаях, нарушая сопряжение между гидролизом 
АТР и транспортом ионов, разобщители вызывают стимуляцию 
Н+-АТРаз, работающих в их присутствии «вхолостую». На рис. 3 
показано действие двух разобщителей —протонсфора С1-ССР и вали- 
номицина на транспорт Н՜ в мембранах СП. В согласии с предыдущими 
данными [1], валиномицин. который обычно проявляет свойства ^-спе
цифического ионофора, более эффективно устранял транспорт Н+ в 
присутствии ХаС1, чем КС!. Для обоих разобщителей характерно, что 
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значительно более высокие концентрации требовались для торможения 
скорости транспорта, чем аккумуляции Н+. Величины Ко.։ равнялись 
для С1 -ССР 0.50 и 0.20 мкМ. а для валиномицина—0,85 и 0,35 мкМ 
в присутствии КС1 и 0.35 и 0,10 мкМ в присутствии ЭДаС! соответственно.

Оба ионофора-разобщителя, а также представитель проникающих 
слабых оснований—ХНз, добавленный в виде раствора (МИ^оЗО.։, на
рушая сопряжение с транспортом Н+, избирательно стимулировали 
(табл. 2) ИЕМ-чувствительную АТРазную активность, не влияя на 
активность, -проявляющуюся в присутствии МЕМ (К'ЕМ-резистентный 
компонент). Стимуляция наблюдалась в сахарозной и в КС1-содержа- 
щей средах, то есть в условиях электрогенного и электронейтрального 
транспорта Н+ соответственно.

Таблица 2

АТРазиая активность, %

Изменения АТРазной активности мембран СП при 
воздействии хлоридов и разобщителей в присутствии 

и в отсутствие К’ЕМ

Условия опыта
без NEM +NEM

сахароза 100 36+2
сахароза 4֊ CI-CCP 119+5- ЗбтЗ
сахароза-т-валккомицип 134+10” 36+2

KCI 145+6- 36+3
KCI+CI-CCP 168+9** 36+3
KCR(NH,).SO։ 170+14” 37-»-3
KCI •[-палиномицян 183+16*- 36+3

NaCl 152+7» 407-4
NaCl ; валиномкцин 190+14” 39+3

Примечание. Концентрации: 300 мМ сахароза. 150 мМ KCI, 150 мМ NaCl, 
10 мкМ CI-CCP. 2 мкМ валнномиции .10 мМ (NH4)2SO4, 0.2 мМ NEM. За 100% 
принята активность в сахарозной среде в отсутствие NEM и разобщителей. Пред
ставлены данные 6 (с CI-CCP) или 3 (с сульфатом аммония и валияомицнном) опы
тов. >:р<0,005 по сравнению с сахарозной средой, **р<0.01 по сравнению с отсут
ствием разобщителя

Оба компонента АТРазной активности проявляли гиперболические 
зависимости от концентрации Мд-АТР, а линеаризация в координатах 
Хейнса-Вулфа (см. [11]) показала, что они сильно отличаются по 
сродству к субстрату (рис. 4). ИЕМ-чувствительиыи компонент харак
теризуется величиной Кт 0,64 мМ, а соответствующая величина для 
ЫЕМ-резистентного компонента составляет 0,10 мМ. Исследование по
добной зависимости активности Н+-насоса с помощью флуоресцентного 
зонда АО показало, что она описывается кривой сложной, негиперболи
ческой формы, причем увеличение концентрации М§-АТР выше 1 мМ 
вызывало снижение флуоресцентных ответов. Это вызвано усилением 
взаимодействия зонда с АТР при увеличении концентрации последнего, 
поэтому были применены особые методические приемы, которые будут 
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описаны в отдельной публикации, с помощью которых установили, что 
величина Кт Н^-насоса близка величине Кт ИЕМ-чувствительного ком
понента.

Исследования рН-зависимостсй двух компонентов АТРазиой актив
ности показали (рис. 5. а), что МЕМ-чувствительный компонент прояв
ляет четкий пик активности при pH 6,0. Стимуляция активности в- 
присутствии КС1 наблюдалась во всем исследованном диапазоне pH. 
В то же время активность ХЕМ-резистентного компонента была мак
симальной в щелочной области.

Рис. 3. Влияние протоиофора С1-ССР (°) и валиномицина (6) на транс
порт Н+ в мембранах СП (в %). Измерения проводили в присутствии 
150 мМ КС1 (1, 2) или ХаС! (3. 4). Представлены средние величины 
скорости транспорта (1, 3) и аккумуляции Н+ (2, 4) из трех опытов

АТР-зависимые флуоресцентные ответы АО, которые отражают 
транспорт Н+, проявляли особую зависимость от pH, будучи макси
мальными при pH 7,5—8,0 (рис. 5, б, кривые 7 и 2). Обычно считается, 
что эта зависимость тождественна рН-зависимости Н+-насоса. На са
мом деле, согласно известному уравнению [8։ 12], флуоресцентные от
веты пропорциональны величине трансмембранного градиента концен
трации Н+:

Ко-г
Р “ [Н+].х V» П>

где индексы |П и ех относятся к внутри- н вневезикулярному объемам 
(V) соответственно. Активность Н+-насоса, конечно, следует выражать 
не с помощью термодинамического параметра [Н+]!<1/|Н + ]«х. а кинети
ческого—количества переносимых через мембрану ионов. Поэтому ве
личина аккумуляции Нг будет пропорциональна достигаемой в стацио
нарном состоянии концентрации Н՜*՜ внутри везикул:
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(Н+■ V։„ =[Н 4 ]„ • V„ • (Fo— F)/ F (2)
Учитывая, что при одинаковой концентрации белка Vin и Vex постоян
ны, удельную величину аккумуляции Н+ можно выразить как

[Н ' ~const [Н ]«-tF0—F)/F (3).

Такой же подход справедлив и в отношении скорости транспорта 
Н4՜. Дифференцируя уравнение (3) с учетом того, что для начальных 
изменений флуоресценции (Fo—F)/F можно заменить на (Fo—F)/Fo, 
получим:

d[H ’ ];,Jt ——const [Н ]„-dF dt (4).

Таким образом, при варьировании pH среды оба параметра—скорость 
и величину флуоресцентных ответов—следует умножать на концентра
цию Н+ в среде измерения.

Рис. 4. Зависимости скорости (V) АТРазиых реакций от концентрации 
MgrATP (s) в координатах Хейнса-Вулфа. ХЕМ-чувствитсльную (1. 2։ 
и ХЕМ-рсэистектнуга (3. 4) АТРазные активности измеряли з присут
ствии 150՝ мМ KCI (I и 5.0 или 300 мМ сахарозы. (2. 4. ф ). Дан- 

ныс для 3 и 4 представлены одной обшей прямой

Чтобы представить данные на одном рисунке, - не меняя масштаба, 
воспользуемся тем, что величина [Н+]сх при изменении pH среды иа 
0,5 единиц каждый раз изменяется в 10” ’ раз, то есть в ) 10 раз. Вы
брав подходящую экспериментальную точку в качестве начальной для 
отсчета величины флуоресцентных ответов в остальных точках, отли
чающихся на П-0.5 единиц pH, достаточно разделить (при повышении 
pH) или умножить (при снижении pH) на п-10 раз. На рис. 5, б при
ведены полученные таким способом кривые, построенные при выборе 
pH 6,5 и pH 5,5 для начала отсчета (кривые 4 и 5. из которых видно. 
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что максимальная аккумуляция Н+ наблюдается при pH 6.0. Точно 
такой же результат получен и для скорости транспорта (кривая 3). 
Таким образом. рН-зависимости Н+-насоса и ЭДЕМ-чувствительной 
АТРазы практически одинаковы ,и их активность в широком диапазо
не стимулируется повышением концентрации Н4՜ в среде.

Рис. 5. рН-Зависимости АТРаэных активностей (а) и Н+.։։асос։ 
мембран СП: а—\ЕМ-чувгтвитсльная (I. 2) и ХЕМ-рсзнетснтная (3. 4) 
активности в присутствии 150 мМ КС! (1 и 3. О) или ^00 мМ саха
розы (2, и 7. ). Результаты для 3 и 7 представлены одной общей кри
вой; б—скорость генерации (1)н величина (2) стационарного градиента 
концентрации Н*; скорость (3) и величина (4. 3) стационарной акку
муляции Н՜1 в относительных единицах (см. текст) при выборе для начала 
отсчета точек рЫ 6.5 (3. 7) или pH 5,5 (3). Измерен»։ • проводили при 
25е. используя в качестве буферов .МЕ5/трис в диапазоне pH 5,0—6.5 и 
11ЕРЕ8/трис в диапазоне pH 7.0—9.0 при суммарной концентрации бу

ферных компонентов 40 мМ

Обсуждение результатов

Анализ распределения маркерных ферментов, проведенный в настоя-- 
шей работе, подтверждает локализацию Н՜-насоса в мембране СП моз
га. Правда, мы не исследовали распределение «одетых» везикул, однако 
удельные величины АТРазной активности и транспорта Н4՜ в них на 
порядок ниже, чем в мембране СП [3]- К тому же было показано, что 
в использованном нами режиме центрифугирования «одетые» везикулы, 
имеющие большие размеры и плотность, удаляются на промежуточных 
стадиях выделения СП [7]. Явное отличие в распределениях активности 
Н+-насоса и маркера плазмалеммы, вопреки недавнему утверждению 
[13], свидетельствует об отсутствии связи Н^-насоса с синаптической 
мембраной.

Отдифференцировать активность АТРазы, ответственной за транс
ворт Н (без солюбилизации, в нативной мембране СП), можно лишь 
с помощью специфических ингибиторов. Свойства такого ингибитора 
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проявляет МЕМ: активность, не связанная с транспортом Н+, рези- 
стента к его действию, а активности №а+, К4՜- и Са2+странспортиой 
АТРаз, проявляющих к нему известную чувствительность, не могли 
проявиться без добавления Ма+ или Са24՜ в среду измерения. Ингиби
рование соответствующей АТРазы полностью объясняет действие ЫЕМ 
на транспорт Н+, и нет никаких оснований предполагать его косвенное, 
«разобщающее» действие [14]. Такой вывод подтверждается защитным 
Эффектом АТР и отсутствием расхождений в действии МЕМ на два 
параметра активности Н^-насоса (рис. 2). Действие разобщителей как 
раз характеризуется такими расхождениями—скорость транспорта более 
устойчива, чем величина аккумуляции (рис. 3).

Функциональные свойства МЕМ-чувствительной АТРазы полностью 
соответствуют идентификации ее в качестве Нт-транспортнон АТРазы. 
Они включают: а) подверженность действию разобщителей: 6) стимуля
цию активности анионом хлора: в) совпадение кинетических характери
стик с таковыми Н+-насоса.

Действие разобщителей не требует особого комментария, за исклю
чением валиномицина. Даже не касаясь отсутствия специфичности это
го ионофора в отношении К*, объяснить его действие стимуляцией 
электрогенного входа катионов невозможно, так как в присутствии С1՜ 
мембранный потенциал не мог образоваться. К тому же такой потен
циал (положительный внутри) должен был привести к торможению 
АТРазпой активности, а наблюдается, наоборот, стимуляция. Так что 
механизм разобщающего действия валиномицина в наших опытах ос
тается непонятным. Подобные эффекты в отношении АТР-зависимого 
транспорта АХ наблюдали в интактных, не подвергшихся осмотиче
скому шоку, СП электрического органа ската [15]. Аномальные эффек
ты валиномицина наблюдали также в других мембранных системах [16].

Стимуляция активности Н+-АТРазы хлоридом, впервые отмечен
ная в хромаффинных гранулах (ХГ) надпочечников [17]. наблюдается 
при всех экспериментальных условиях—во всем исследованном диапазо
не pH и концентраций М^-АТР. в присутствии и в отсутствие разеб- 
щителей. Возможно, она отражает более общее свойство Н~-АТРазы, 
чем просто потребность в проникающем анионе для поддержания элек
тронейтральности. Иначе трудно объяснить, почему стимуляция наблю
дается в присутствии разобщителей (табл. 2).

Имеющиеся в литературе (на материале секреторных гранул) дан
ные о кинетических свойствах Н+-насоса основаны исключительно на 
изучении генерации мембранного потенциала. Были получены очень 
низкие сценки Кы для М?-АТР [14. 18]. тогда как рН-зависимость 
в ряде работ характеризовалась максимумом в районе pH 6—6.5 [18— 
20]. Однако применение термодинамических параметров для изучения 
кинетики в общем случае неприемлемо, о чем свидетельствует анализ 
поведения термодинамического (АрН) и кинетического (активность) 
пгараметров при варьировании pH среды. Разработанный нами для это
го случая чисто кинетический способ выражения активности Нг-насоса 
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из флуоресцентных ответов АО легко распространяется и на другие 
методы. Например, изотопные, основанные на аккумуляции слабых ос
нований или слабых кислот, если вместо (Ио—Е)/Е использовать от
ношение концентраций С;п Ссх. Скорость проникновения незаряженной 
формы АО не лимитирует даже при низких pH, когда се количество 
сильно уменьшается, так как изменения флуоресценции быстро обратимы 
и не наблюдается отличия между рН-профилями скорости и величины 
аккумуляции.

Найденные таким способом кинетические характеристики Н^-иасо- 
са совпадают с таковыми Н+-АТРазы (рН-оптимум 6,0 и Кт для 
Мё-АТР 0.64 мМ). Это является независимым подтверждением спра
ведливости примененного подхода, а также исключает возможность при
сутствия более чем одной АТРазы со сходной чувствительностью к 
№ЕМ. Кинетические характеристики Н+-АТРазы находят подтвержде
ние в ряде работ, где изучали общую АТРазную активность СП мозга 
[6], ХГ [19, 21] и секреторных гранул нейрогипофиза [20], что обус
ловлено давно известным для ХГ [22] преобладанием в ней ИЕМ-чув- 
ствительного компонента. Правда, иногда сообщали характеристики, 
близкие таковым Х'ЕМ-резистентного компонента. Однако в этих рабо
тах препараты СП хранили [5] или ХГ подвергали длительной обра
ботке [23] при 4°, а это, как известно [5]. приводит к быстрой инакти
вации ЭДЕМ-чувствительной АТРазы. ,

Различия в проявлении кинетических и термодинамических пара
метров, отмеченные выше, имеют непосредственное отношение к анализу 
сопряженных транспортных процессов. Так, жестко сопряженный транс
порт Н՜ и С1". способный вызвать осмотический лизис и выход содер
жимого, характеризуется в ХГ оптимумом pH 5,8—6,2 и К11։ для 
Мё-АТР 0,6 мМ .[24], а сопутствующие изменения объема—близкой ве
личиной Км 0.5 мМ [25]. что совпадает с описанной выше кинетикой 
Н^-нлсоса. Другая ситуация наблюдается при непрямом сопряжении, 
когда транспорт Н+ создает движущую силу (в термодинамическом 
смысле) для сопряженного процесса. АТР-зависимый транспорт кате
холаминов [26] и АХ [15] в СП резко возрастает с повышением pH 
среды и достигает максимума в районе pH 7,5—8.0. повторяя рН-за- 
висимость генерации ДрН, отмеченную в настоящей работе. Таким об
разом, характер рН-зависимости (зависимость от концентратии Мё-АТР’ 
не была описана для двух последних процессов) может служить пря
мым указанием на механизм сопряжения—кинетический (прямой) или 
термодинамический (косвенный)*

Кинетический анализ показывает, что активность как Н^-насоса, 
так и Н^-АТРазы проявляет двухфазную зависимость от концентра
ции II՜. Наблюдаемая при повышении концентрации Н+ до 1 мкМ ак
тивация свидетельствует. во-первых, что генерация ДрН обусловлена 
транслокацией Н+ внутрь везикул (а не ОН изнутри) и, во-вторых, 
что фермент, осуществляющий эту транслокацию, можно классифициро
вать как Н+-стимулируемую М&2+-зависимую АТРазу. Активность 
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фермента в физиологических условиях лимитируется низкой концентра
цией Н+ в цитоплазме, зато при этом с минимальными энергетическими 
затратами поддерживается максимальная величина ДрН для обеспечения 
биоэнергетики везикул.

В отличие от NEM-чувствительной, NEM-резистентная АТРаза, 
по-видимо.му, является пру.месньпи компонентом в препаратах СП, так 
как ее активность снижается в процессе очистки. Похожая ситуация 
наблюдается при анализе распределения ХГ в градиентах плотности [22]. 
NEM-резистентная АТРаза может использовать в качестве субстрата 
Са2+-АТР (неопубликованные данные), который не поддерживает транс
порт Н+ [1]. Кинетические характеристики ее близки к таковым низко- 
аффинной Cas~/Mg2+-ATPa3bi синаптических мембран мозга, что ука
зывает на вероятное происхождение этой активности в препаратах мемб
ран СП.

Нч-ATPase OF BRAIN SYNAPTIC VESICLE MEMBRANES.
IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF AN 

H!-TRANSPORT SYSTEM

MELNIK V. 1., GLEBOV R. N.

Research Institute of General Pathology and Pathophysiology, 
USSR. Academy of Medical Sciences. Moscow

The involvement of an ATPase of brain synaptic vesicle membra
nes in the active H "-transport as monitored with a fluorescent weak 
base, acridine orange, has been studied. The ATP-dependent H+-trans- 
port was abolished by N-ethylmaleimide (NEM) while the ATPase ac
tivity was resolved into two components differing in their sensitivity 
to the inhibitor.

A major component (74%) was sensitive to NEM and was identi
fied as an H -ATPase on the basis of the following criteria: a) copu
rification with the H‘■•pump during isolation of the membranes, b) their 
identical sensitivities towards NEM, cl selective stimulation of the ac
tivity by the presence of Cl՜ or uncouplers, d) similarity of characte
ristics to those of the H -pu.np, i. e., K,„ for Mg-ATP of 0.64 mM 
and pH-optimum 6 0. Maximal pH gradients were generated at pH 
7,5—8,0, where the activity of the H + -purnp was found to be severely 
limited by a low H concentration.

A minor component of the ATPase activity "’as completely resis
tent to NEM and exhibited a K„, of 010 mM and a broad pH-optimum 
in the alkaline range.
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УДК 577.354.2-

ХАРАКТЕРИСТИКИ И СОДЕРЖАНИЕ ФОСФОДИЭСТЕРАЗЫ 
ЦИКЛИЧЕСКОГО 3', 5'-ГУАНОЗИНМОНОФОСФАТА В

НАРУЖНЫХ СЕГМЕНТАХ ФОТОРЕЦЕПТОРОВ 
СЕТЧАТКИ СУСЛИКА

КАЛИНИН Е. В.. ОРЛОВА Т. Г.. ФРЕЙДИН А. А.. ОРЛОВ Н. Я.
Институт биологической физики АН СССР. Пущино

Исследованы свойства фосфодиэстеразы (ФДЭ) циклических нуклеотидов в раз
личных типах препаратов из сетчатки суслика .подавляющую часть зрительных клеток 
которой «составляют фоторецепторы системы фотопнческого .֊зрения—колбочки. Об
наружено. что данный фермент подобен по всем исследованным характеристикам ФДЭ 
циклического 3,,5,-гуанозинмоиофосфата (сСМР) наружных сегментов палочек—фо
торецепторов скотспнческого зрения позвоночных. Методом центрифугирования в гра
диенте плотности сахарозы показано, что распределение активности ФДЭ совпадает 
с распределением светочувствительного пигмента, иденткфицнреванного как зритель
ный пигмент колбочек сетчатки суслика. Относительное содержание фермента в сет
чатке оценено величиной 4—6 молекул ФДЭ на 100 молекул зрительного пигмента 
колбочек. Полученные данные позволяют предположить, что сОМР-специфичнаЯ ФДЭ 
являете։։ эндогенным ферментом наружных сегментов фоторецепторов сетчатки сус
лика и может быть важным элементом системы фототразедукции в рецепторах фото- 
пичсского зрения позвоночных.

По современным представлениям [1]. уникальная специфичная к 
сСМР ФДЭ (КФ 3.1.4.1)—ключевой элемент ферментативного каскада 
усиления светового стимула в наружных сегментах палочек (НСП) сет
чатки позвоночных (система скотопического зрения). Обесцвечивание 
молекулы зрительного пигмента родопсина, локализованного в мембра
нах дисков НСП, ведет к активации за 1 с до 1000 молекул ФДЭ 
таким образом, индуцирует значительное уменьшение концентрации 
сСМР [1], который выполняет роль диффузионного медиатора и спо
собен непосредственно контролировать режим работы катионных кана
лов плазматической мембраны НСП [2]. Посредником в процессе фото- 
активации ФДЭ в НСП является СТР-связывающий белок трансду- 
цин [1].

ФДЭ НСП—периферический белок мембран дисков [1. 3]—легко 
экстрагируется из них растворами низкой ионной силы и состоит из 
трех субъединиц ФДЭ ■. ФДЭз и ФДЭ- с Мг~88. 84 н<13 кД соот
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ветственно [1, 3]. Ее относительное содержание в НСП велико и со
ставляет ~ 25 молекул фермента на 1000 молекул родопсина [4]; в ре
жиме максимальной активности молекул ФДЭ гидролизует 4000— 
4500 молекул cGMP в секунду [4, 5]. В темноадаптированных НСП ак
тивность ФДЭ значительно подавлена в результате взаимодействия 
апофермента ФДЭ'-ФДЭ, с субъединицей ФДЭТ, характеризующейся 
высоким сродством к нему (К, ~ 1010 М~! [5]) и играющей роль инги
битора его ферментативной активности [5. 6]. Субъединица ФДЭ 
термостабильна, но легко инактивируется в присутствии трипсина [5, 6].

Результаты недавних работ, выполненных нами [7] и другими ав
торами [8], дают основания предполагать, что наружные сегменты кол
бочек (НСК) сетчатки позвоночных (система фотопического зрения) 
также содержат ФДЭ, специфичную к cGMP. Однако вопросы о функ
циональной роли этого фермента в НСК н степени подобия систем фо
тотрансдукции палочек и колбочек пока остаются открытыми, а их 
решение требует ряда дополнительных данных и, в частности, данных 
о содержании ФДЭ в НСК и ее характеристиках. Исследования в этом 
направлении ограничены трудностями получения достаточно очищен
ных препаратов НСК: известные способы фракционирования гомогена
тов сетчаток, содержащих как палочки, так и колбочки, не позволяют 
разделить НСП и НСК [9]; животные, обладающие; преимущественно 
колбочковыми сетчатками (суслики, змеи, дневные ящерицы и т. д.), 
труднодоступны.

В настоящей работе для получения частично очищенных препаратов 
НСК использовали сетчатки сусликов (Cittelus undulatus). Подавляю- 
щая часть (>95%) фоторецепторов этих сетчаток—колбочки [10], 
содержащие зрительный пигмент с максимумом спектра поглоще
ния— 520 нм [11]. Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
в наружных сегментах фоторецепторов сетчатки суслика присутствует 
cGMP-специфичная ФДЭ, близкая по всем исследованным характери
стикам детально изученной ранее ФДЭ НСП сетчатки быка [3]. Сог
ласно выполненным оценкам, содержание ФДЭ в сетчатке суслика со
ставляет 4—6 молекул фермента на Ю0 молекул зрительного пигмента. 
Совокупность этих данных не только подтверждает предположение о 
том, что cGMP-специфичная ФДЭ является эндогенным ферментом 
НСК, ио и показывает, что этот фермент может быть ключевым эле
ментом системы, фототрансдукции рецепторов фотопического зрения.

Материалы и методы

Животных декапитировали при слабом комнатном освещении, глаза 
адаптировали к темноте в течение 2—3 ч при 20°. Последующие опера
ции по препарированию сетчаток и их фракционированию проводили при 
•слабом красном свете (л >680 нм) и температуре 4° по описанному ра
нее методу [7] с некоторыми модификациями. Сетчатки резко встряхи
вали в течение 4—5 мин в 47% (вес/объем) растворе сахарозы, приго- 
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товлениом на изотоническом буфере А (10 мМ трнс-НС1, pH 7.4. 
140 мМ NaCI. 3.5 мМ KCI. 0.5 мМ MgCI2 и 0.1 мМ дитиотреитол). и 
центрифугировали 15 мин при 10000g. Супернатант (Si) собирали, го
могенизировали в тефлоновом гомогенизаторе, помещали на дно центри
фужной пробирки, последовательно наслаивали 40%- и 30%-ный 
(вес/объем) растворы сахарозы, приготовленные на буфере А, а затем 
центрифугировали I ч при 100000 g. Материал, локализованный после 
центрифугирования на границе между 30%- и 40%-ными растворами 
сахарозы (препарат НСК) и в стартовом 47%-ном растворе сахарозы 
(препарат Фцг) собирали, хранили в темноте при 0э и использовали в 
течение трех дней с момента получения. Выход препарата НСК состав
лял 100—300 мкг белка на сетчатку и в значительной мере определялся 
условиями гомогенизации. В качестве экстрактов препаратов НСК ис
пользовали супернатанты, полученные в результате гомогенизации пре
паратов НСК в растворе с низкой ионной силой (10 мМ трис-НО, 
pH 7,4) и последующего центрифугирования (100000 g, 2 ч). Анало
гичным образом получали экстракты фракции Ф47.

В ряде опытов были использованы препараты S т —супернатанты, 
полученные по несколько отличной от вышеописанной методике из сет
чаток животных, адаптированных к темноте в течение 10—12 ч. Дека
питацию животных, препарирование сетчаток и все последующие 
операции проводили в темноте или слабом красном свете. Сетчатки 
(1—2 шт.) помещали в 1—2 мл буфера А, резко встряхивали и центри
фугировали 1 мин при 300 g. Полученный таким образом супернатант 

-Sw собирали, хранили в темноте при 8—10° и использовали в работе в 
течение 20—30 мнн после их получения.

НСП и ФДЭ НСП сетчатки быка выделяли, как описано ранее 
[7]. Препараты ингибиторной субъединицы ФДЭ из НСП сетчатки 
быка (И-НСП) получали по стандартному методу [5] с некоторым! 
модификациями. Суспензию НСП (концентрация по белку 1—3 мг/мл) 
в буфере А закисляли до pH 2—3 титрованием 0,1 М НС!, инкубиро
вали при 100° в течение 5 мин, охлаждали до 20°, защелачивали до 
•pH 7.6—8,0 добавлением 0,1 М NaOH и центрифугировали 30 мин при 
lOUUO g. Супернатант собирали и использовали в качестве препарата 

TI-НСП. Ингибитор ФДЭ из препарата НСК (И-НСК) получали ана
логичным образом. Определение концентрации белка выполняли, как 
юписано ранее [7].

Измерение активности ФДЭ в светоадаптированных препаратах 
проводили pH-метрическим методом [7]. Закисление среды в ходе 
реакции гидролиза сАМР или сОМР регистрировали спектрофотометри
чески по изменению пропускания pH-индикатора крезолового красного 
при 575 нм [7]. Реакционная среда (объем 1—2 мл) содержал* 
2—Ю мМ трис-НС! (начальное значение pH 8,0, конечное значение 
рН$>7,8), 5 мМ MgCI-2, 25—50 мкМ крезоловый красный, сАМР или 
cGMP (0 02—15 мМ, «Sigma», США) и исследуемый препарат. За 
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исключением особо отмеченных случаев ФДЭ в препаратах предвари
тельно активировали’ трипсином в концентрации 10 мкг/мл в течение 
2 мин при 30°. Протеолиз останавливали ингибитором трипсина из сои 
(40 мкг/мл). Реакции инициировали добавлением циклических нуклео
тидов и вели 5—30 мин при 30°. Ингибиторную способность И-НСП и 
И-НСК определяли, измеряя pH-метрическим способом скорость гидро
лиза С АМР (2—10 мМ) трипсинизированными препаратами НСП ь 
ИСК. до и после добавления препаратов ингибиторов. Опыты по изу
чению влияния видимого света (Х>540 нм) на активность ФДЭ в 
препаратах S. проводили при температуре 20°, используя в качестве 
субстрата [НС] cGMP (У.А. 55 мКи/ммоль, «Amershain», Англия). 
Реакционная смесь содержала (в мМ): трис-НС1—50. pH 7,4, NaCi—140. 
MgCb—5, [НС] cGMP—2—3 (конечная У. А. 5—20 мКи/ммоль) и 
указанное количество препарата S т. Количество [КС] GMP и [14С] cGMP 
в пробах, взятых из реакционного объема в соответствующие моменты 
времени определяли в результате их разделения методом тонкослойной 
хроматографии на силикагелевых пластинах «Kieselgel 6OF054» («Merck», 
ФРГ) в смеси изопропанол-аммиак-вода в соотношении 7:1:2 по объему 
с последующей резкой пластин и определением радиоактивности соответ
ствующих зон на счетчике SL-4000 («Intertechnique», Франция) в 
толуольном сцинтилляторе. Фотолиз препаратов S: и ։ определение со
держания обесцвеченного пигмента проводили по стандартной схеме 
[7. 9. 12].

Спектральные и спектрофотометрические измерения выполняли па 
спектрофотометре «Specord UV VIS» (ГДР)՛ Для полного обесцвечива
ния зрительного пигмента в образцах их облучали светом с Х>540 нм в 
течение 2 мин.

Гель-фильтрацию экстрактов препаратов НСК и Ф47 проводили на 
предварительно калиброванной с помощью белков-маркеров и декстрана 
колонке (55 смХ1 см) с сефакрилом S-200 («Pharmacia», Швеция) в 
5 мМ трис- HCl, pH 8.0. 500 мМ NaCL 0,1 мМ MgCl2 и 0,1 мМ дитио- 
треитоле при скорости элюции 5 мл/ч и температуре 4°. В качестве мар
керов использовали очищенную ФДЭ НСП [7], димер и мономер сыво
роточного альбумина быка, овальбумин, миоглобин кашалота и декстран 
с МгХЮ“3=180, 134, 67. 45. 18 и 2000 Д соответственно. Поглощение 
элюата при 280 им регистрировали с помощью проточного денситометра 
«Uvicord S» («LKB», Швеция) при длине оптического пути 0,2 см. 
Объем собираемых фракций составлял 0,9 мл. ИЭФ экстрактов НСК и 
Ф.',7 в градиенте плотности сахарозы в диапазоне pH 3,5—10 проводили 
при 0е на колонке с рабочим объемом 35 мл при концентрации амфоли
тов («LKB», Швеция) 0,5% (по объему) и конечных значениях тока и 
напряжения 0.5 мА и 600 В в течение 24 ч. Объем собираемых фрак
ций— 1 мл.

Центрифугирование препаратов НСК при 100000 g в течение 2 ч 
в линейном градиенте концентрации сахарозы (25—45%, вес/объем), 
приготовленном на буфере А. проводили в пробирках с объемом 35 мл 
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а темноте при 10—15° в роторе со свободно подвешенными стаканами. 
Препарат НСК, разбавленный в 2,5 раза буфером А (объем 1—1,5 мл. 
концентрация белка 1—2 мг/мл) наносили на поверхность предвари
тельно сформированного градиента концентрации сахарозы. Нанесение 

■ препарата и сбор фракций проводили при слабом красном свете 
(Л >680 нм). Плотность раствора и концентрацию сахарозы в образ
цах определяли взвешиванием дозированного объема (100 мкл), ото
бранного из - фракций.

Точность определения активности ФДЭ составляла 5—7%. Каж
дый из описанных в работе экспериментов был выполнен не менее 2— 
3 раз с практически одинаковыми результатами.

Результаты и обсуждение

Светоиндуцированные изменения спектральных характеристик пре
паратов НСК. Облучение препаратов НСК светом с Л >540 им приво
дило к уменьшению их поглощения в диапазоне 430 — 650 нм

— 520 нм) и его увеличению при длинах волн<430 нм (л„=380— 
390 нм) (рис. 1). Последующая инкубация образцов в темноте в те
чение 1—2 ч. а также их дальнейшее облучение не вызывали дополни
тельных спектральных изменений. Однако спектральные изменения, 
аналогичные представленным на рис. 1. можно было наблюдать в ре-

Рис. I. Дифференциальный спектр, представляющий собой разность оп
тических плотностей (Д А) обесцвеченного и темкоадаптнрояанного пре- 
паратон НСК (концентрация белка 3,6 мт/мл). По оси абсцисс—длина 

волаы л (кМ). Длина оптического пути— 0.5 см.

зультате темновой инкубации светоадаптированных препаратов НСК с 
11-цис-ретнналем (но не его транс-формой) и их последующего облуче
ния светом.

Описанное спектральное поведение характерно для зрительных пиг
ментов позвоночных, распадающихся при фотолизе на белковую часть 
и хромофор ретиналь в полностыо-транс-форме (Хм =380—390 нм) и 
восстанавливающих свои спектральные характеристики в ходе темновой 
реакции с 11-цнс-ретиналем [12]. Следовательно, светочувствительный 
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пигмент препаратов НСК, по-видимому. является зрительным пигмен
том. Положение максимума его спектра поглощения (?. м ~520 нм) ука
зывает на то, что этот пигмент является зрительным пигментом НСК, 
а не НСП сетчатки суслика [11]. Спектральных изменений, свидетель
ствующих о присутствии светочувствительных пигментов в других пре
паратах, полученных при фракционировании сетчаток суслика, не наб
людалось.

Содержание зрительного пигмента колбочек в сетчатке суслика оп
ределяли путем измерения величины фотоиндуцированного уменьшения 
поглощения при 520 нм в препаратах НСК, полученных из известного 
количества сетчаток. Значение молярного коэффициента экстинкции 
было равно 40000 М 1 см՜1 [12]. По данным 6 определений, выполнен
ных на 4 независимо полученных препаратах НСК, сетчатка суслика 
содержала 65:^218 пмоль зрительного пигмента колбочек.

Близкая величина получена нами в результате оценки, выполненной 
иным образом. Известно [12], что концентрации зрительных пигментов 
в фоторецепторах сумеречного и дневного зрения позвоночных близки 
и составляют около 3 мМ. Данные электронномикроскопического ана
лиза [13, 14] позволяют рассчитать,, что сетчатка суслика содержит 
1,2—1,5- 10е колбочек, наружные сегменты которых имеют длину՜՝՝՜? мкм 
и диаметр~2 мкм. Таким образом, их. общин объем составляет 0,026— 
0.033 мкл. Следовательно, содержание зрительного пигмента колбочек 
в сетчатке суслика должно составлять около 80—100 пмоль. Это допол
нительно свидетельствует о том. что присутствующий в препаратах НСК 
пигмент с ?.м 520 нм действительно является зрительным пигментом
колбочек сетчатки суслика.

Характеристики ФДЭ препаратов НСК и Ф*՜- Активность ФДЭ 
в препаратах $1 составляла подавляющую часть (>95%) активности 
гомогената сетчаток и находилась в пределах 0.8 1 мкмоль сСМР в 
мин на сетчатку. 60—70% ферментативной активности было обус
ловлено препаратом НСК. При центрифугировании препаратов НСК в 
линейном градиенте концентрации сахарозы распределение активности 
ФДЭ и светочувствительного пигмента с ли при 520 мм: полностью 
совпадали (рис. 2), при этом пигмент и материал, обладающий актив
ностью ФДЭ, локализовались в зоне с плотностью 1,12—1,13 г/см3 
(концентрация сахарозы ~ 31—33%, вес/объем). Подобные значения 
плавучей плотности характерны для препаратов изолированных наруж
ных сегментов фоторецепторов как палочек, так и колбочек сетчатки 
позвоночных [9]. Изложенные данные позволили предположить, что 
активность ФДЭ в препаратах НСК является результатом функцио
нирования эндогенного фермента наружных сегментов фоторецепторов 
сетчатки суслика. В согласии с этим предположением в сравнительных 
экспериментах было показано, что ФДЭ в составе препаратов НСК 
сетчатки суслика подобна фоторецепторной ФДЭ НСП быка по чув
ствительности к действию трипсина и термостабильности (рис. 3). Вы
сокая чувствительность к действию трипсина позволяет допустить, что 
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в наружных сегментах фоторецепторов может присутствовать протеоли
тический фермент. участвующий в регуляции активности ФДЭ.

Процессы гидролиза сАМР и сОМР препаратами НСК хорошо 
описывались кинетикой Михаэлиса. Полученные значения кинетических 
характеристик представлены в таблице. Преимущественным субстратом 
реакции всегда являлся сОМР. Преинкубация препаратов НСК с трип
сином увеличивала скорость гидролиза циклических нуклеотидов в 8— 
15 раз и заметно уменьшала величины Кт. Значения удельных скоро
стей гидролиза сАМР и сОМР варьировали от препарата к препарату, 
однако их отношение было постоянной величиной для всех исследован
ных образцов (см. таблицу). Близкими кинетическими характеристика
ми описываются и процессы гидролиза циклических нуклеотидов пре
паратами НСП сетчатки позвоночных [3—5. 8].

Рис. 2. Анализ препаратов НСК методом центрифугирования в линейном 
градиенте концептрации сахарозы. X—номер фракции. /—активность ФДЭ 
при использовании в качестве субстрат?. 5 мМ сАМР (нмоль сАМР в 
мин на фракцию); 2—концентрация белка С (мг/мл) во фракциях; 3—от
носительное содержание светочувствительного пигмента с максимумом пог
лощения при 520 нм. измеренное как разность поглощения фракций в кю
вете с длиной оптического пути 0.5 см при 520 нм (ДА520) до к после 
их облучения светом с Х>540 нм; *—концентрация сахарозы 5 
(%, вес/объем). Вертикальной стрелкой отмечена зона .в которую был 

внесен препарат НСК. Объем фракций—0.35 мл

Результаты дальнейших экспериментов дали основания считать, что 
ФДЭ препаратов НСК сетчатки суслика, как и ФДЭ сетчатки позво
ночных '[1, 3], является водорастворимым ферментом. В самом деле, 
общая активность ФДЭ в экстрактах НСК. полученных при гомогени
зации препаратов НСК в .растворе с низкой ионной силой и последую
щего центрифугирования, составляла 70—80% общей ферментативной 
активности исходного препарата НСК. Последующий анализ экстрак
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тов НСК методами гель-фильтрации и ИЭФ показал (рис. 4), что 
ФДЭ, экстрагированная из препарата НСК, ведет себя “как глобуляр
ный белок с Мг около 180 кД и характеризуется значением pl 5,3—5,6. 
Такие результаты дополнительно свидетельствуют о подобии фермой гэ 
препаратов НСК и ФДЭ НСП сетчатки позвоночных [3].

Рис. 3. Зависимости активности ФДЭ (о % от максимального значения) 
препаратов НСК (1). (2) сетчатки суслика и НСП сетчатки быка
(3) от концентрации трипсина (а) я температуры креинкубации (б): 
а—препараты НСК. Ф4- и НСП (конечные концентрации 1:0' белку 135. 
160 и 50 мкг/мл соответственно) проинкубировали с трипсином в указан
ных концентрациях в течение 2 мин при 30'. Активность ФДЭ измерял.։ 
при 8 мМ сАМР (1. 2) или 2 мМ сАМР (3). Уровни ферментативной 
активности, принятые за 100%. составляли 0.8. 0.115 и 3 мкмоль сАМР 
в мин на мг белка препаратов НСК. Ф47 и НСП соответственно: б—пре

параты преинкубирозали в течение 10 мин при указанных температурах 
и быстро охлаждали до 10’. Значения удельной скорости гидролиза 8 мМ 
сАМР, принятые за 100%. составляли 0.6. 0.08 и 9 мкмоль сАМР в м»:н 

на мг белка препаратов НСК. Ф47 и НСП соответственно

Заметная часть (25—30%) активности ФДЭ в супернатантах 5| 
принадлежала препарату Фч7- Эксперименты показали, что фермент, от
ветственный за гидролиз сАМР и сСМР препаратами Флт, подобен 
ФДЭ препаратов НСК по кинетическим характеристикам (см. таблицу), 
чувствительности к действию трипсина и термостабильности (рис. 3). 
Общая активность ФДЭ в экстрактах препаратов Ф47 составляла по
давляющую часть общей активности исходного препарата Ф47 (>90%). 
а поведение элюированной формы фермента при гель-фильтрации и 
ИЭФ не отличалось от поведения ФДЭ, присутствующей в экстрактах 
препаратов НСК. Таким образом, ферменты препаратов НСК и Ф47, 
скорее всего, подобны. По-видимому, присутствие ФДЭ в препаратах 
Ф47 связано с частичной экстракцией фермента из фоторецепторных 
структур в процессе гомогенизации сетчаток и фракционирования гомо
генатов.
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Препараты И-НСК подавлял։։ активированный трипсином процесс 
гидролиза сАМР как в препаратах НСК сетчатки суслика, так и в пре
паратах НСП сетчатки быка, причем степень ингибирования была при
мерно пропорциональна количеству I'1-HCK (рис. 5, а. б.). Предвари
тельная инкубация И-НСК с трипсином (10 мкг/мл) в течение 10 мин 
при 20° полностью подавляла его ингибирующую способность. Это мо
жет означать, что в составе препарата НСК присутствует белковый 
компонент, близкий по своей термостабильности и функциональной ак
тивности субъединице ФДЭ фермента НСП сетчатки позвоночных. В

Т аб.гииа
Кинетические характеристики процессов гидролиза сАМР и 

cG.MP препаратами НСК и Ф4- сетчатки суслика

Параметр Режим измерения 
ФДЭ-активности

Препо

НСК

рат

К.С„Л(«М) 

к;°(>։М) 

V։G,'V։A

К'А(уМ) 
К'°(иМ)

V‘c,VeA

Примечание. Индексы с А
CG.MP соответственно). при 
значения. Каждое из нриведе

без трипсина

без трипсина 

без трипсина

с трипсином

с трипсином

с трипсином

и ей при К|И и 
!СЯО.\ЬЗОВаНИ1! кото 
։ных значений явл

5.5+1,2 ! 5.0+1,0

0.25±0,10 0.3+0.12
1.2+0,3 I 1,3+0.4

1.5+0.3 1 1.2+0,4

0.10+0,03 0,11±0.СЗ
2.7+0.7 | 2,7+0.6

V означают субстрат (сАМР или 
рого получены указанные в таблице 
яется результатом намерений. выпел-

пенных не менее чем на трех независимо полученных препаратах.

последующих опытах было показано, что И-НСП подавляет гидролиз 
циклических нуклеотидов не только в препаратах НСП сетчатки быка, 
но и в препаратах НСК сетчатки суслика (рис. 5,в, г). Таким образом, 
субъединица ФДЭ из НСП сетчатки быка, по-видимому, может вы
ступать в роли ингибитора фермента препарата НСК. Совокупность 
полученных данных хорошо согласуется с предположением о том, что 
присутствующий в препарате НСК сетчатки суслика фермент близок 
ФДЭ НСП сетчатки позвоночных.

В целях изучения принципов регуляции сСМР-специфичного фер
мента сетчатки суслика мы выполнили ряд опытов с использованием 
супернатантов $։, полученных из сетчаток животных, длительно адапти
рованных к темноте. Кратковременное облучение светом таких препа
ратов в присутствии 25 мкМ СТР быстро увеличивало скорость гид
ролиза сСМР (рис. 6, а): активность ФДЭ в образце, содержа
щем— 10% обесцвеченного зрительного пигмента, была близка к ак
тивности фермента в полностью обесцвеченном препарате и составляла 
до 50% от величины активности ФДЭ в трипсинизированном суперна
танте 8Т (рис. 6, а). В темноадаптированных супернатантах 8։ добав
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ление СТР не меняло активности сСМР-специфичнон ФДЭ (рис. 6, а), од
нако, в согласии с полученными ранее результатами [7]. в светоадап
тированных образцах СТР увеличивал скорость гидролиза сСМР в 2— 
3 раза (рис. 6, б). Совокупность полученных данных позволяет предполо
жить, что сСМР-специфичный фермент сетчатки суслика активируется 
при обесцвечивании зрительного пигмента, а СТР, как и в НСП сетчатки 
позвоночных, играет роль кофактора в процессе фотоактивации ФДЭ.

Рис. 4. Гель-фильтрация (а) и ИЭФ (б) экстрактоа препаратов ИСК. 
Разделению подвергали 100 .мкл (а) и 300 мкл (6) экстрактоа с копись՜ 
трапной по белку 0.8 мг/мл и величиной У. А. ФДЭ 1.2 мкмоль с АМР 
а мин на мг белка (при 8 м.М сАМР). У—номер фракции. Стрелками по 
казаны фракции, в которых элюировались белки-маркеры и декстран ука
занных значений М;.ХЮ՜3. 1—активность ФДЭ (нмоль сАМР в мин на 
фракцию). 2—поглошение элюата при 280 нм (Аоэд). 3—значение pH в 

полученных фракциях

Известно [4, 5]. что максимальная скорость гидролиза сСМР фос- 
фодиэстеразой НСП очень велика (~0,25 мкмоль сСМР в мин на 
пмоль фермента) и практически равна предельному значению V (огра
ниченному диффузией) для фермента с Кт около 10՜4 М. Согласно дан
ным настоящей работы, сСМР-специфичная ФДЭ фоторецепторов сет
чатки суслика подобна ФДЭ НСП сетчатки быка по всем использован
ным для сравнения характеристикам. Это дает основание считать, что 
величина максимальной удельной активности фермента фоторецепторов 
сетчатки суслика не может значительно превышать приведенное выше 
значение V. Согласно нашим данным, сетчатка суслика способна гидро
лизовать 0,8—1 мкмоль сСМР в мин. Следовательно, фоторецепторные 
структуры этой сетчатки содержат не менее 3—4 пмоль ФДЭ.

Количество зрительного пигмента с л.։ —520 нм в сетчатке суслика 
составляет около 65 пмоль. следовательно на 100 молекул зрительного 
пигмента колбочек приходится не менее 4—6 молекул ФДЭ. Относи
тельное содержание ФДЭ в НСП сетчатки позвоночных составляет 
около 2 молекул фермента на 100 молекул родопсина [4]. а в сетчатке 
суслика палочки составляют не более 5% от общего количества фото
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рецепторных клеток ,[10]. Таким образом, результаты выполненного 
выше расчета фактически исключают возможность того, что гидролиз 
циклических нуклеотидов в препаратах сетчатки суслика является ре
зультатом функционирования ФДЭ НСП. Следовательно, обнаружен
ная нами сСМР-специфичная ФДЭ. скорее всего, является эндогенным 
ферментом колбочек.

пиролиза 2 ,мМ сАМР (а, 6) и 10 мМ сАМР (о. 1) препаратами ИСК 
сетчатки суслика (а. в) и НСП сетчатки быка (6. ։). 7. 2—активность 
ФДЭ (нмоль сАМР в мин на пробу) в препаратах ИСК и НСП до н 
после их инкубации с трипсином соответственно. 3. 6—активность ФДЭ 
в препаратах ИСК и НСП после добавления указанных количеств (в мкл) 

препаратов И-НСК или И-НСП. Объем реакционной смеси—2 мл

Полученные нами данные показывают, что в НСК сетчатки сус
лика присутствует фермент, подобный ФДЭ НСП по своим кинетиче
ским характеристикам во всех исследованных режимах его функциони
рования, термостабильности, чувствительности к действию трипсина, 
поведению при его анализе методом гель-фильтрации, значению pl, 
способности заметно активироваться в присутствии обесцвеченного 
зрительного пигмента и GTP, а также ингибироваться термостабильным 
трипсининактивируемым белковым компонентом, функционально подоб
ным субъединице ФДЭ НСП сетчатки быка. Результаты выпол
ненного нами ранее исследования [7] позволяют предполагать, что в 
состав ФДЭ НСК сетчатки суслика входят субъединицы с Мг около 
90 кД. Это хорошо согласуется с данными работы Hurwitz и соавт. [8], 
в которой было продемонстрировано, что НСК сетчатки позвоночных 
содержат фермент, иммунологически родственный ФДЭ НСП. Хотя 
поведение этого фермента при его анализе методом ИОХ несколько 
отличалось от поведения ФДЭ НСП, он, как и ФДЭ НСП, обладал
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ярко выраженной специфичностью к сСМР. имел в своем составе субъ
единицы с Мг~90 кД и активировался в присутствии трансдуцина 
НСП и ОТР [8]. Совокупность этих результатов, а также полученные 
нами данные, согласно которым содержание ФДЭ в НСК не ниже, 
чем в НСП, дают веские основания предполагать, что колбочки, как и 
палочки, содержат ферментативный каскад усиления зрительного сти
мула, ключевым элементом которого является ФДЭ. посредником—СТ Р- 
связывающнй белок, а сСМР играет роль диффузионного медиатора. 
Это заключение хорошо согласуется с данными о наличии в НСК 
СТР-связывающего белка [15] (по-видимому, несколько отличающегося 
от трансдуцина [16]) и высоком содержании в колбочках сСМР [17], 
способного, как и в палочках, управлять катионной проводимостью 
фоторецепторных мембран [18, 19].

Рис. 6. Действие света (а) и ОТР (а. 6) на процесс гидролиза (^С) 
сО.'ЛР темноадаптмрованнымн (а) и светсадагл кропанными (б) препарата* 
мн супернатантов Б т ֊ По осн абсцисс—время реакции (мин). 6МР—ко
личество образовавшегося [։<С] ОМР (нмоль) в реакционной смеси (объ
ем 30 мкл). Реакции инициировали добавлением [։?,С] сСМР до конеч
ных концентраций 3 мМ (а) к 2,5 мМ (6)՝ Реакционная смесь содержала 
3 мкл (а) и 15 мкл (6) препаратов 5Т, полученных в результате двух 

независимых выделений: а—в отмеченные стрелками моменты времени в 
реакционную смесь добавляли СТР до конечной концентрации 25 мкМ 
и облучали образец в течение 20 с светом с д>540 нм, обесцвечивав 
шим~10% зрительного пигмента. Кинетики .гидролиза сОМР 
предварительно полностью обесцвеченными и прсинкубнрованиымн с 
25 мкМ С։ТР препаратами 8Т (2) или препаратами 5Т , проинкубированны
ми с трипсином в стандартных условиях (3), приведены для сравнения; 
б—кинетики гидролиза [։/,С] сСМР светоадаптированнь:мн препаратами 
5Т в отсутствие СТР (I), в присутствии 25 мхМ СТР (2) и после пред

варительной инкубации препарата с трипсином в стандартных экс
периментальных условиях (3)

Хорошо известно [20], что колбочка, в отличие от палочки, харак
теризуется относительно низкой чувствительностью, но обладает вы
соким быстродействием и способна работать в широком диапазоне ин
тенсивностей света. Это предполагает наличие некоторых отличий в 
характеристиках систем фототрансдукции НСП и НСК. Поиску и ис
следованию таких отличий будет посвящена наша последующая работа.
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CYCLIC 3',5'-GUANOSINEMONOPHOSPHATE 
PHOSPHODIESTERASE PROPERTIES AND CONTENT IN THE 

GROUND SQUIRREL RETINAL PHOTORECEPTORS OUTER 
SEGMENTS

KALININ E. V.. ORLOVA T. G., FREID1N A. A., ORLOV N. J. 
Institute of Biological Physics of the USSR Academy of Sciences, 

Poustchino, Moscow region, USSR

The cyclic nucleotides hydrolysis in the different preparations of 
cone-dominant ground squirrel retinas has been investigated. Dafa ob
tained indicate that this retina contains the cGMP-specific PDE (cGMP- 
PDE). The characteristics of this enzyme are very similar to those of 
cGMP-PDE in vertebrate retinal rod outer segments. This enzyme se
diments with cone visual pigment containing membranes at sucrose den
sity linear gradient centrifugation. The cGMP-PDE content in the gro
und squirrel retina has been estimated to be 4—6 copies pf enzyme mo
lecules per 100 molecules of cone visual pigment. These results sug
gest that cGMP-PDE is an endogenous enzyme of cones and may play 
an important role in phototransduction in vertebrate photopic vision 
receptor cells.
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НЕИРОХ1ЛЕ1ИЛ

т. 6, № 4, 1987

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

Са’+.КАЛЬМОДУЛИНЗАВИСИМАЯ 5'-НУКЛЕОТИДАЗА 
ГИПОТАЛАМУСА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА И

ЕЕ РЕГУЛЯЦИЯ С-МОДУЛИНОМ

ГАЛОЯН А. А.. ГУРВИЦ Б. Я.. ШАРОВА И. П.. АЛЕКСАНЯН С. С.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

э'-яуклсотидаза (5'-НК) была выделена из растворимой фракции гипоталамуса 
быка с использованием I ЮХ на ДЭАЭ Т5К, аффинной хроматографии »;а фг: ил-сс- 
фарозс, с которой 5'-НК связывалась в присутствии Са-~ и элюировалась буфером, 
содержащим ЭГТА .а также аффинной хроматографии на конканавалия А-сефарозс. 
Установлено, что выделенный фермент активируется более чем в »6 раз под действием 
кальмодулина (КМ) в комплексе с Са2+ (10 ՛ М). Полумакенмальный эффект наблю
дался при концентрации КМ 5.10՜՜ М.

Наряду с этим продемонстрирована активация 5'-НК иод влиянием термоста
бильного Са2+-независимого пептида (С-модулика). обнаруженного в составе фрак
ции, содержащей карднотропный нейрогормон *»С^. выделенной ранее из гипоталамуса 
быка. С-модулии проявлял более высоко? сродство к ферменту по сравнению с КМ и 
активировал 5Х-НК в отсутствие Са$+.

Высказано предположение о сходстве механизмов регуляции 5'-! 1К и других 
КМ-зависимых ферментов.

Согласно современным представлениям, подавляющее число процес
сов, регулируемых ионами кальция, происходит с участием Са2+-связы- 
вающнх белков [1]. Одним из наиболее известных внутриклеточных 
рецепторов Са24 является КМ [2|. Связывание Са24՜ индуцирует конфор
мационные изменения молекулы КМ, вызывающие увеличение степени ее 
гидрофобности. Вследствие этого белок-модулятор приобретает способ
ность взаимодействовать с различными ферментами, белками, пептидами, 
компонентами мембран и низкомолекулярными соединениями.

В настоящей работе приведены новые данные о взаимодейст
вии 5'-НК (КФ 3.1.3.5) гипоталамуса с Са24՜ и с КМ. Они свидетель
ствуют о том, что пути регуляции этого Са24՜, КМ-зависимого фермента 
аналогичны механизмам, характерным для других активируемых КМ си
стем. Наряду с этим продемонстрирована возможность активации 5,-НК 
под действием термостабильного пептидного фактора, обнаруженного в 
составе фракции, содержаще։։ кардиотропный нейрогормон С», выделен
ный ранее из гипоталамуса быка [3]. Этот фактор был назван С-модули- 
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ном в связи с тем, что он, по всей вероятности, является модулятором 
кардиотропного действия нейрогормона «С», сопровождая его почти на 
всех этапах очистки, а также на основании его способности вызывать ак
тивацию фосфодиэстеразы (ФДЭ) циклических нуклеотидов, подобную 
КМ по характеру действия на фермент.

Материалы и методы

В работе были использованы следующие реактивы: 5'-АМР. 
О'-СМР, АЭР, АТР, дитиотреитол (ДТТ)(гКеапаЬ, Венгрия); ЭГТА 
(«СаИЯосЬетэ, США); ,3-меркаптоэтанол (тМегск-», ФРГ); трис («Зегуаэ, 
ФРГ); хроматографические сорбенты: ОЭАЭ ТЭК Тоуореаг! 650 М, 
«Тоуо Зос1аэ, Япония), фенил-сефароза и конканавалин А-сеЦ1ароза, 
а также сефакрил 5-200 (Соп А-сефароза) (тРЬагтас)аг, Швеция); 
анионообменная смола Амберлит СС-400, 100-200 меш («-Бегуа, 
ФРГ); пластины тСилуфолэ (тКа\уа1)ег, ЧССР); а-метилманноза (а-ММ) 
была предоставлена сотрудником нашей лаборатории Возным Я. В. 
։’С] 5'-АМР и |"С] 5'-СМР («-СЬешарок, ЧССР); остальные препара
ты марок х. ч. и ос. ч. («Союзхимреактивэ. СССР).

Фермент выделяли из гипоталамуса крупного рогатого скота в 
соответствии с методом, использованным ранее для очистки ФДЭ цик
лических нуклеотидов [4], модифицированным [5] на основе афивной 
хроматографии на фснил-сефарозе [6]. Ткань гомогенизировали в 2,5 мМ 
трис-НС1 буфере. pH 7.0 (1:2,5). содержащем 1 мМ Л^СЬ, в отсут
ствие или в присутствии 0.1 мМ ЭГТА. Супернатант, полученный при 
центрифугировании гомогената (75 000 £. 60 мин) наносили на колонку 
(4X6 см) с ДЭАЭ Т5К. Колонку промывали тем же буфером, содер
жащим 0.05 М 1\аС1. Элюцию проводили с использованием линейного 
и ступенчатого градиента 1\аС1 (0,05—0,35 М). Элюат подвергали 
далее аффинной хроматографии на колонке с фенил-сефарозой (4X6 см), 
предварительно уравновешенной буфером, содержащим 1 мМ СаС1е. 
После промывки колонки элюцию осуществляли буфером, содержащим 
5Ю“’М ЭГТА и 0,15 М КаС1, а затем тем же буфером с использо
ванием непрерывного обратного градиента 5!аС1 (0,15—0,00 М). Элюат 
наносили далее на колонку (1,2X1,5 см) с Соп А-сефарозон, уравно
вешенную 25 мМ трис-НС! буфером, pH 7,0, содержащим ОЯМ К’аС), 
1 мМ МдС12, 1 мМ СаС1а и 1 мМ МпС!2. После промывки колонки 
элюцию проводили буфером, содержащим 0,1 М а-ММ. В некоторых 
случаях выделенный фермент подвергали гель-фильтрации на колонке 
(1,5X100 см) с сефакрилом 5-200 со скоростью 10 мл/ч с примене
нием 25 мМ трис-НС1 буфера, pH 7.0. содержащего 0.1 К'аС1 и 10՜4 М 
ЭГТА. Все операции проводили при 4°. Выход белка контролировали 
по изменению оптической плотности при длине волны 280 нм.

КМ был выделен из мозга быка по методу 0ора1акп՝811па, Ап- 
•бегзоп [6] с некоторыми модификациями [5].
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Активность 5'-НК определяли двумя способами. В первом случае 
для этого использовали 10 мкл инкубационной среды, содержащей 
50 мМ трис-НС! буфер, pH 7,0. 1 мМ М?С!2. 5'-АМР и [иС]-5'-АМР 
(0,1 мкКи) или 5/-ОМР и [|4С] 5'-ОМР (0.1 мкКи) в качестве суб
страта. и определенное количество фермента элюированных с колонок 
фракций. Инкубацию проводили при 30~ в течение различных промежут
ков времени. Реакцию останавливали в кипящей водяной бане. Про
дукты реакции разделяли с помощью ТСХ на силикагеле и идентифи
цировали с применением свидетелей в ультрафиолете. Счет радиоактив
ности проб определяли с помощью жидкостного сцинтилляционного 
спектрометра типа «1п1ег1есйп!(|ие» (Франция).

Во втором случае продукты гидролиза, осуществляемого в инкуба
ционной смеси объемом 100 мкл, разделяли с использованием анионооб
менной смолы «Амберлит». По окончании ферментативной реакции к 
пробам добавляли 0,5 мл смолы, суспендированной в воде (1:2). После 
центрифугирования производили счет радиоактивности супернатанта 
(8000 об/мин. 5 мин), содержащего [|4С] аденозин, нс сорбирующийся 
на смоле, в отличие от 5/-АМР. В первом случае использовали сцин
тиллятор ЖС-106, во втором—ЖС-7А. Результаты рассчитывали по 
количеству гидролизованного субстрата с учетом остаточной радиоак
тивности проб в отсутствие фермента и уровня неспецифической сорб
ции аденозина на ионообменнике при полном гидролизе субстрата в 
присутствии избытка фермента.

Результаты и обсуждение

ИОХ растворимой фракции гипоталамуса быка на колонке с 
ДЭАЭ ТЭК выявила наличие двух пиков активности 5'-НК (рис. 1). 
Эти пики элюируются при концентрации Х’аС! в буфере 0,15 и 0,25 М, 
соответственно. При аффинной хроматографии суммарного элюата пер-

Рис. /. Хроматог.рафНЯ 5'-НК на колонке с ДЭАЭ Т$К. По осн абсцисс— 
объем элюата в мл; по осн ординат (слева)—базальная активность фер

мента (нмоль 5'-ОМР/.мин) при концентрации субстрата — 5 мсМ

вого пика на фенил-сефарозе оказалось, что фермент обладает способ
ностью связываться с гидрофобной матрицей при наличии Са2* (0,1 мМ)г 
в отсутствие которого этого связывания не происходит. Возможность
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элюирования связанного фермента с колонки с помощью ЭГТА 
(0,2 мМ), специфично хелатирующего Са2+, свидетельствует о Са2+-за- 
висимом взаимодействии 5'-НК с фенил-сефарозой. Можно полагать, 
что под влиянием Са2* происходят конформационные изменения моле
кулы фермента, приводящие к увеличению степени её гидрофобности. 
С фенил-сефарозы фермент также элюировался двумя пиками (рис. 2, а). 
5 -НК, выделенная в каждом из этих пиков, активировалась при до
бавлении Са2+.

Рис. 2. а—хроматография 5'-НК на колонке с фенил-сефарозой. По ос»: 
абсцисс—объем элюата в мл; по осн ординат (слева)—активность фер
мента в присутствии 5-10~4М ЭГТА (нмоль 5'АМР/мин) при концен
трации субстрата—5 мкМг б—хроматография 5'-НК на колонке с Со;. 
А-ссфарсзон. По оси ординат (слева)—активность фермента (мкмоле 

5'-АМР/мн11 при концентрации субстрата—5 мкМ

Далее фермент подвергали аффинной хроматографии на Con А-сефа- 
розе. Оказалось, что 5 -НК, выделенная как в первом, так и во втором 
пиках с колонки с фенил-сефарозой, связывается в Con А в присут
ствии Мп24' и Са2+ (1 мМ) и элюируется буфером, содержащим 0,1 М 
сс-ММ (рис. 2, б)- Это, вероятно, свидетельствует о том, что выделенная 
из растворимой фракции гомогената 5'-НК, подобно ферменту фракции 
мембран [7], является гликопротеином, имеющим в своем составе 
a-D-маннопиранозильные остатки. Чувствительность 5'-НК, элюирован
ной с Con А-сефарозы, к активации в присутствии Са2+ сохранялась. 
Зависимость активности 57-НК от Са2+ в диапазоне концентрации 
10՜8—10՜5 М имела сигмоидный характер (рис. 3, а). Полумаксималь- 
ная активация наблюдалась при концентрации Са2+ 5-10~'М, что сви
детельствует о высоком сродстве фермента к Са2+. Максимальный эф
фект достигался в присутствии 10՜5 М Са2+. При дальнейшем повыше
нии концентрации Са2+ степень активации фермента снижалась.

Несомненный интерес представлял вопрос о возможности регуля
ции активности f5z-HK под действием КМ. Результаты исследования 
показали, что 5'-НК, специфично элюированная с Con А-сефарозы, ак
тивируется КМ в присутствии 10֊4М Са2+ (рис. 3, б). Чувствитель
ностью к активации КМ обладала как первая, так и вторая форма фер
мента, выделенная с помощью фенил-сефарозы и подвергнутая даль
нейшей очистке. При внесении в инкубационную смесь 1 мМ ЭГТА 
активирующий эффект нс проявлялся. Это свидетельствует о том. что 
стимулирующее действие КМ на активность 5Л-НК является Са2 -за- 
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висимым процессом. В большинстве случаев КМ в комплексе с Са2+ 
активировал фермент приблизительно в 6 раз, кривая зависимости ско
рости реакции от концентрации КМ, так же как и в случае Са2+, носила 
сигмоидный характер.

Кинетический анализ показал, что действие КМ выражается в 
увеличении V; сродство фермента к субстрату при этом не изменяется 
(Kin для 5'-АМР составляет 5 мкмоль). Отметим при этом, что аде
ниловые нуклеотиды конкурировали с субстратом за активный центр: 
ADP (50 мкМ) и АТР (250 мкМ) полностью подавляли активность 
5'-НК.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 5Z-HK՛ гипота
ламуса является Са2+-зависимым ферментом. Наряду с этим было 
обнаружено, что термостабильный пептидный фактор—С-модулин,. вы
деленный из состава фракций кардиотропного нейрогормона «С» [3], 
также способен активировать 5-НК, но Са2+-независимым * способом. 
С-модулин в концентрации 1 мкг/мл стимулировал фермент в.5—8 раз 
в отсутствие экзогенного Са2+ (рис. 4). При добавлении в инкубацион
ную смесь 10՜'' М СаС1г или 10՜’ М ЭГТА результат не изменялся. 
С-модулин проявлял значительно большее сродство к 5'-НК по сравне
нию с КМ. Можно полагать, что при лимитированных концентрациях 
Са2+ или КМ в интактной клетке 5'-НК преимущественно регулируется 
С-модулинподобными пептидами, не требующими присутствия: Са2+ для 
проявления своей активности. При этом нельзя исключить вероятность 
того, что в ксронарорасширяющем влиянии нейрогормона «С» опреде
ленную роль играют С-модулины, которые способствуют образованию 
5'-АМР из сАМР. а затем и аденозина. При этом необходимо принять 
во внимание данные, свидетельствующие о нейротрансмиттерных функ
циях аденозина в ЦНС. опосредованных пуринергическимн рецепторами 
[7], а также о роли аденозина в регуляции сердечно-сосудистой дея-- 
тельности [8].

Нам представляется, что 5'-НК по своим свойствам проявляет зна
чительное сходство с другими КМ-зависимыми ферментами, которые 
обладают способностью активироваться Са2+ в отсутствие экзогенного’ 
КМ. Наиболее характерными примерами этих ферментов могут служить 
киназа фосфорилазы [9] и фосфопротеинфосфатаза (кальцинейрин) [10]. 
Они могут стимулироваться Са2+ двумя путями. С одной стороны, эф
фект возникает в результате взаимодействия Са2+ с Са2+-связывающим 
белком, входящим в качестве субъединицы в состав фермента (в слу
чае киназы фосфорилазы этим белком является КМ, в случае кальци- 
нейрнна—отличный от КМ белок с Мг=19 кД). С другой стороны, 
стимулирование активности обусловлено наличием у фермента дополни
тельного КМ-связывающего центра, к которому проявляет сродство 
комплекс Са2+-КМ.

Взаимодействие с КМ при минимально возможных в условиях 
клетки концентрациях Са2+(<10՜7 М), недостаточных для насыщения 
КМ, показано и для Са2+, Mg2+-ATPa3bi [11]. Авторами высказано- 
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предположение о том, что КМ может быть слабо связанной субъеди
ницей АТРазы. Оказалось, что фермент располагает, по крайней 
мере, двумя КМ-связывающими центрами, а комплекс КМ-АТРаза— 
тремя Са2*-связьшающими центрами.

Рис- 3. Актипация 5'-НК под действием Са2+ (а) и КМ в присутствия 
10՜4 М Са2т- (6). По оси ординат — активность фермента (нмоль 

5'-АМР/мкн) при концентрации субстрата 5 мкМ
Рис. 4. Активность 5'-НК (в мкмоль 5'-АМР/мип) в отсутствие и в при

сутствии С-модулина (1 мкт/мл)

По-видимому, и ФДЭ циклических нуклеотидов мозга крысы также 
обладает способностью к образованию прочного комплекса с КМ в от
сутствие Са2+. Одна из множественных форм фермента активировалась 
Са2+ без экзогенного КМ [12]. Ранее это свойство было продемонстри
ровано на ФДЭ легких [13]. Отмечалось, что ФДЭ мозга и сердца 
быка менее прочно связывает эндогенный КМ, который легко отделяет
ся от фермента под действием ЭГТА [14, 15].

В пользу существования промежуточного комплекса КМ ФДЭ, об
ладающего низкой активностью, свидетельствует также тот факт, что 
диссоциация КМ из тройного активированного комплекса КМ-Са2+-ФДЭ 
под действием ЭГТА происходит медленно, в то время как инактива
ция ФДЭ—очень быстрый процесс.

На основании вышеизложенного можно сделать заключение, что 
наряду с известными Са2+-связывающими белками, к числу которых 
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относятся парвальбумины, тропонины-С, кальмодулин,՜՜ легкие цепи 
миозина, белок S-100 и др., роль рецепторов Са2+ могут играть фер
менты, содержащие эти белки в составе ферментного комплекса. В то же 
время существует система пептидов в мозгу, оказывающих регулирующее 
влияние на активность ФДЭ сАМР и 5'-НК без участия Са2+ и кальмо
дулина.

5'-НК является гликопротеином и принадлежит к эктоэнзимам во 
многих тканях, в том числе и в мозгу [17]. Первоначально Naidoo в 
1962 г. было высказано мнение, что 5'-НК является миелиновым фер

ментом [18] и связана главным образом с аксолемой олигодендроглии. 
Нам же удалось выделить 5'-НК из растворимой фракции гипоталамуса.

Недавно было обнаружено, что выделенная нами 5'-НК гипотала
муса обладает также фосфодиэстеразной активностью (неопубликован
ные данные). При использовании последовательных этапов очистки 5'-НК па 
ДЭАЭ TSK, фенил-сефарозе. голубой сефарозе, Con А-сефарозе, сАМР- 
силккггеле и сефакриле S-200 нами были получены пики активности 
5'-НК. которые строго соответствовали пикам активности ФДЭ цикличе
ских нуклеотидов. Кроме того, была выявлена взаимосвязь между эти
ми ферментами. Так, при исследовании начальных скоростей 5'-НК по
казано, что константа скорости реакции первого порядка в 100 раз выше в 
случае гидролиза 5Z-AMP, образующегося из сАМР, по сравнению с 
гидролизом 5'-АМР, внесенного в пробирку извне. Полуденные резуль
таты позволяют предположить существование в гипоталамусе сопряжен
ной системы ФДЭ—5'-НК.

Са-’*, CALMODULIN-DEPENDENT 5'-NUCLEOTIDASE FROM 
BOVINE HYPOTHALAMUS AND ITS REGULATION BY 

C-MODULIN

GAI.OYAX A. A.. GURVITS B. Y.. SHAROVA N. P„ ALEXANYAN S. S.

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

5'-Nucleotidase has been purified from the soluble fraction of bo
vine hypothalamus by chromatography on DEAE—TSK, phenyl-and 
concanavalin А-Sepharose. Complex of calmodulin and calcium (the 
latter 10՜1 M) activates the enzyme more than б-fold; calmodulin (5 
10_TM) Induces half maximal activation.

In addition to that 5'-nucleotidase is activated by C-modulin —a 
thermostable Ca2t-independent peptide, previously identified in the 
preparation of neurohormone “C„. C-modulin exerts a higher affinity 
to enzyme than calmodulin and activates it in the absence of Ca՝՛՛.
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НЕИРОХИМИЛ

т. 6, № 4, 1987

УДК 577.113

СОДЕРЖАНИЕ РАЗЛИЧНЫХ КЛАССОВ РНК В ГОЛОВНОМ 
МОЗГУ ПРИ ДЕЙСТВИИ ПИРИМИДИНОВЫХ

ЦИКЛИЧЕСКИХ НУКЛЕОТИДОВ И НУКЛЕОЗИДОВ

ХАЧАТРЯН Г. С.. ГАЛСТЯН Г .Г.. АНТОНЯН А. А.. АЛАВЕРДЯН А. А.. 
ХАЧАТРЯН В. Г.. МИНАСЯНЦ Р. Т.. ВАГРАДЯН А. Г.. АДАМЯН М. X.

Филиал ВНИИГИНТОКСа. Ерсиа,,

Изучено действие внутрицистсрнально введенных пиримидиновых циклических нук
леотидов и нуклеозидов на генную экспрессию клеток головного мозга. Установлено 
значительное увеличение содержания я-РНК АС типа (пре-м-РНК), р-РНК и т-РНК 
в клетках мозга на 30- и 60-й мин после введения сСМР, сЬ’МР, цитидина к ури
дина в концентрации 50 и 100 мкг/200 г массы животного соответственно. Эффск7 
сСМР и цитидина оказался более значимым. Точкой приложения пиримидиновых 
циклических нуклеотидов сказались как нейроны, так и глиоциты. Однако активность 
синтеза исследуемых нуклеиновых кислот, а следовательно, и содержание различных 
форм РНК (в пг/клстку) в нейронах значительно выше, чем в глиоцитах. Показана 
однонаправленность действия сСМР и цитидина, а также сЬ’МР и уридина на нук
леиновый обмен. Кроме подтверждения важной биологической роли фосфоднэфирной 
структуры циклических нуклеотидов в генной экспрессии, допускается возможность 
существования идентичных или близких механизмов в действии сСМР, с1)МР и их 
соответствующих нуклеозидов при связывании ими соответствующих рецепторов или 
вовлечении в метаболические пути своими пиримидиновыми конфигурациями. Выдви
нута идея о возможном образовании пиримидиновых циклических нуклеотидов в жи
вой клетке и существовании циклоцитидилат- и Цикл°Уридилатчувствитсльной тран
скрипции.

Изучению механизмов синтеза и формирования различных классов 
РНК в клетках млекопитающих посвящен ряд работ [1—4], однако 
регуляторные механизмы биогенеза нуклеиновых кислот остаются недо
статочно изученными. Головной мозг высших животных высокодиффс- 
ренцирован, нервные клетки нс реплицируются после рождения [5]. 
Продолжительность жизни мозговой р-РНК колеблется в пределах 6— 
15 дней, что в два раза больше, чем в других тканях. Скорость синтеза 
предшественников РНК и их формирование, активность РНК-полимера
зы, ядерно-цитоплазматический транспорт рибосом в мозгу значительно 
ниже, чем в печени [6], но, несмотря на эти особенности, зрелый мозг 
характеризуется относительной интенсивностью метаболизма РНК и 
белков [1, 7]. Функциональное состояние ЦНС базируется на рсцеп- 
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торных перестройках н внутриклеточной медиации сигналов информации, 
в которых участвуют нейрогормоны, нейромедиаторы, пептиды, нуклео
зиды. циклические нуклеотиды и другие соединения. За последние 
годы опубликован ряд работ о биологической роли пуриновых цикли
ческих нуклеотидов в генной экспрессии, контроле роста и пролифера
ции клеток [1. 4. 8. 9]. об участии нейромедиаторов в индукции био
синтеза и регуляции уровней сАМР и cGAlP посредством специфиче
ских циклаз и фосфодиэстераз в различных структурах мозга н других 
тканей. В клетках животных кроме пуриновых циклических нуклеоти
дов найден и идентифицирован пиримидиновый циклический нуклеотид 
3',5'-СМР [10], функция которого не выяснена- Не изучен вопрос о на
личии в клетках и биологической роли cUMP, сТМР. Недостаточно 
исследована функция пиримидиновых нуклеозидов в механизме генной 
экспрессии.

Нами установлено стимулирование биосинтеза различных форм 
РНК в головном мозгу при впутрицнетернальном введении пуриновых 
циклических нуклеотидов [3. 4]. В частности, показано, что 3 .5-АМР 
стимулирует, в сснов.чсм. биссинтез р-РНК и т-РНК. a 3.5'-GMP ин
дуцирует синтез ядерной РНК AU типа (пре-м-РНК). 2',3'-АМР. как 
правило, выступает в качестве ингибитора биосинтеза всех форм РНК 
мозга. Характеристика различных форм РНК при .действии пурино
вых и пиримидиновых циклических нуклеотидов по критериям содер
жания ДНК. увеличения метки с применением [l։C] UMP в РНК-сии- 
тезнрующей системе дана в нашей предыдущей публикации [11]. Для 
выяснения роли пиримидиновых циклических нуклеотидов и нуклеозидов 
в генной экспрессии клеток головного мозга в данной работе мы изучали со
держание различных форм РНК в целом мозгу, нейронах и глиоцитах 
при действии экзогенно введенных сСМР, cUMP, цитидина и уридина.

Материалы и методы

Исследования проводили на белых крысах-самцах массой 150—200 г. 
Первая серия экспериментов служила в качестве контроля. Животным 
других серий опытов внутрицистерналыю вводили сАМР, cUMP, цитидин 
и уридин («Sigma», США), соответственно в концентрации 50 и 
100 мкг/200 г массы животного- Концентрацию вводимых доз при
меняемых нами активных веществ определяли экспериментальным пу
тем. Через 30 и 60 мин после введения соответствующих доз нуклеоти
дов или нуклеозидов животных подвергали замораживанию в жидком 
азоте. В холодильной комнате при 0° у замороженных крыс извлекали 
головной мозг, отделяли его от оболочек, крупных сосудов, гипофиза 
и нижележащих отделов. Корковое вещество большого мозга оставляли 
в холодильной комнате на 1 ч до повышения температуры до 2 и го
могенизировали в 0,25 М сахарозе в течение 2 мин в гомогенизаторе с 
тефлоновым пестиком. Гомогенат использовали для выделения я-РНК 
AU и GC типов, р-РНК и т-РНК. Выделение, очистку и количествен
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ное определение различных форм РНК проводили разработанным нами 
комбинированным методом фенольной экстракции. дифференциальной 
ультрацентрифугации и гель-фильтрации без предварительного гидро
лиза с последующей ультрафиолетовой спектроскопией и идентифика
цией полученных РНК с чистыми РНК («Sigma». США) [4]. Содер
жание РНК выражали в мкг/г свежей мозговой ткани-

Ядерная РНК. Изолированные при центрифугировании гомогената 
при 600? ядра суспендировали в 10 объемах ОЗМ трис-буфера. 
pH 7,6. содержащего 0.003 М СаСЬ. и перемешивали на мешалке з 
течение 3 мин при 600 ?. Полученную суспензию центрифугировали в 
течение 15 мин при 1000?. ДНК из осадка удаляли смешиванием с 20 
объемами 1 М раствора КаС1. Для разрушения образующегося геля 
смесь интенсивно встряхивали и экстрагировали в течение 16 ч при 2°. 
Полученный вязкий раствор центрифугировали 15 мин при 40000 £ 
на центрифуге «5р1'псо Е-2-65К», осадок суспендировали в 10 объемах 
0.05 М фосфатного буфера (pH 6.85), добавляли равный объем 90%-ного 
фенола, смесь встряхивали в течение 60 мин при комнатной температуре 
и центрифугировали 30 мин при 1000? и 2. В результате образовы
валось четыре слоя: водный (РНК+полисахариды), промежуточный 
(нерастворимые белки), фенольный и осадок (белки4՜ДНК). В верх
нем водном слое находилась я-РНК ОС типа. Этот слой отсасывали, 
а фенольный и промежуточный промывали равным объемом 0,05 М 
фосфатного буфера, pH 6.85 и центрифугировали 20 мин при 2000?. 
Надосадочную жидкость собирали, объединяли с водным слоем и дово
дили до конечной 2%-ной концентрации.

Получение я-РНК ОС типа. я-РНК ОС типа осаждали 2 объемами 
холодного 96° этанола. Осадок отделяли центрифугированием в тече
ние 20 мин при 2000 ? и 2°, растворяли в дистиллированной воде и я-РНК 
ОС типа осаждали в водной фазе 2 объемами холодного 96°-ного эта
нола. После центрифугирования (2000 £, 20 мин, 2°) осадок растворяли 
в 20 мл дистиллированной воды и наносили на колонку с сефадексом 
6-200. Для выделения всех форм РНК использовали колонку разме
рами 18X180 мм с холодильной рубашкой, которую уравновешизали 
трис-НС1 буфером, pH 7,02. После нанесения соответствующего раст
вора РНК проводили элюцию тем же 0,05 М трис-НС1 буфером, 
pH 7,02, со скоростью 30—35 мл/ч и собирали элюаты по 3,5 мл.

Получение я-РНК АН типа. Объединенные (фенольная и промежу
точная) фазы обрабатывали 5 объемами смеси этанол-эфир (4:1) и 
центрифугировали в течение 15 мин при 2000? и 2°. После повторного 
центрифугирования к осадку добавляли 10 объемов дистиллированной 
воды и встряхивали на мешалке в течение 60 мин при комнатной тем
пературе. Полученный экстракт центрифугировали 30 мин и к надосадоч
ной жидкости приливали равный объем 90%-ного фенола и вновь встря
хивали в течение 60 мин. После 30-минутного центрифугирования полу
чали четыре слоя. Верхний водный слой, в котором находилась я-РНК 
АП типа, отсасывали и к нему добавляли калий-ацетат до конечной
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2%-ной концентрации. я-РНК АС՜ типа осаждали добавлением 2 объ
емов холодного 96-кого этанола. Центрифугировали в течение 20 мин 
при 1000 й и 2°. Осадок растворяли в дистиллированной воде и наноси
ли на колонку с сефадексом 0-200.

Рибосомная РНК. Надосадочную жидкость, содержащую микросо
мы. центрифугировали на ультрацентрифуге «Зртсо Ь-2-65 К» (ро
тор 65 т) в течение 60 мин при 2° и 105000 й- Осадок, содержащий 
микросдмы и рибосомы, суспендировали в 3 мл 0,25 М сахарозы и 
центрифугировали на той же центрифуге в течение 60 мин при 105000 й 
и 2°. Надосадочную жидкость и промывные воды, содержащие т-РНК, 
использовали для определения количества т-РНК, а осадок, содержа
щий микросомы и рибосомы, суспендировали в среде «А», содержа
щей 17,1 г сахарозы. 25 мл 0,2 М трис, 3,5 мл НС1, конечный pH 7,6: 
5 мл 1 М НС! и 10 мл 0.1 М М§С1г. Перед применением в среду «А» 
добавляли 33 мл 3%-ного ДОХ-.\’а и объем смеси доводили дистилли
рованной водой до 100 мл. Полученную суспензию центрифугировали в 
течение 45 мня при 2° и 105000 й- К осадку добавляли среду «В» 
для промывания рибосом следующего состава: 11,7 г сахарозы, 
25 мл 0.2 М трис, 3,5 мл 1 М НС1, 6,125 мл 1 М КС1, 0.4 мл 0.1 М МйС1г; 
объем водой доводили до 100 мл. Для депротеинизации полученного 
осадка применяли смесь фенол-версен (90%-ный фенол и 10՜2 М версен) 
в соотношении 1:1 из расчета 380 мл феиол-версена/4,0 г сырой моз
говой ткани. К осадку (рибосомы) добавляли 10 мл смеси фенол-вер
сен и суспендировали в течение 60 с в гомогенизаторе- Всю смесь пе
реносили в колбу Эрленмейера, куда добавляли 1 М бензоат натрия 
(pH 8,0) до конечной концентрации 0,2 М. Полученную суспензию 
встряхивали на магнитной мешалке в течение 30 мин при 20°. добавляли 
хлороформ в соотношении 100:5 и снова встряхивали в течение 30 мин 
при 20°. Добавление хлороформа способствовало лучшему отделению 
белков. Полученную суспензию центрифугировали при 2000 й в течение 
10 '.мин при 2°. В результате образовывалось три слоя. В верхнем вод
ном слое находились р-РНК и полисахариды. Большая часть белков 
растворялась в фенольном слое, часть белков оставалась на границе 
водной и фенольной фаз (промежуточный слой). Осторожно, не смеши
вая слон, верхний слой переносили в колбу Эрленмейера и к нему до
бавляли 90%-ный фенол в соотношении 1:1. Снова встряхивали в те
чение 20 мин при 20° на мешалке. К суспензии добавляли хлороформ 
в соотношении 100:5 и встряхивали в течение 20 мин при 20°. Центри
фугировали при 2000 й в течение 10 мин при 2°. Последнюю процедуру 
повторяли трижды. р-РНК осаждали добавлением к верхнему водному 
слою 3 объемов 96°-ного этанола при —6°, 20%-ного уксуснокислого 
калия (в соотношении 1:10) и 10%-ного МаС! в тех же пропорциях и 
оставляли на холоде при —2°, несколько раз помешивая стеклянной 
палочкой. Затем центрифугировали при 2000 й и 2 в течение 15 мин. 
Осадок, содержащий р-РНК, растворяли в 40 мл дистиллированной 
воды. 10 мл этого раствора наносили на колонку с сефадексом С-200.
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Транспортная РНК. Надосадочная фракция при 105000 g содер
жала исключительно т-РНК и ее депротеинизация позволяла получить 
очищенную РНК. К надосадочной фракции добавляли равный объем 
90%-ного фенола, встряхивали в течение 60 мин при комнатной тем
пературе, затем центрифугировали при 2500 g в течение 25 мин. В ре
зультате образовывалось три слоя. Осторожно, не смешивая слои, верх
ний водный слой, в котором находилась растворенная т-РНК, отсасы
вали и к нему добавляли 90%-ный фенол в соотношении 1:1. Вновь 
встряхивали на мешалке 20 мни, добавляли хлороформ из расчета 
5 мл на каждые 100 мл суспензии и встряхивание продолжали еще в 
течение 20 мин. После центрифугирования при 2500 g в течение 20 мин 
при 2° верхний слой отсасывали, к нему добавляли 1/10 объема 
20%-ного уксуснокислого калия и т-РНК осаждали 2.5 объема холод
ного 96“ этанола. Осадок отделяли центрифугированием, растворяли в 
10 мл дистиллированной воды и наносили на колонку с сефадексом 
G-200.

Выделение нейронов и глиоцитов. Обогащенные фракции нейронов 
и глии выделяли по методу Bloinstrand, Hamberger |12| и Henn [13]. 
Все процедуры выполняли в холодных условиях. Измельченную ткань коры 
головного мозга суспендировали в 15 мл среды, содержащей 7,5% по- 
ливинилпнролидона, 1%-иого бычьего сывороточного альбумина (БСА),. 
10 мМ СаСЬ, и разрушали протягиванием через тефлоновый шприц 
(объем 10 мл), конец которого был закрыт нейлоновым ситом (размер 
пор 1000 мкм). Разрушенную мозговую ткань суспендировали в 35— 
40 мл среды, содержащей 0.3 М сахарозу, 10 мМ трис-HCl буфер, 
pH 7,4, 1 мМ ЭДТА. 2%-ный фиколл и 1%-ный БСА. Суспензию 
клеток последовательно без давления пропускали через нейлоновые сита 
с уменьшающимися размерами пор (1000, 110, 75, 50 мкм и двойной 
слой 50 мкм нейлонового сита). Конечную взвесь центрифугировали 
при 150 g в течение 5 мин и осадок суспендировали в 30%-ном раство
ре фиколла (конечная концентрация 20%). В 35 мл пробирках после
довательно наслаивали 5 мл 40%-иой сахарозы, 5 мл 30%-ного фиколла, 
15 мл клеточной суспензии, 5 мл 15%-ного фиколла и, наконец, 
5 мл 10%-ного фиколла, изготовленные в 1%-ном растворе БСА. 
Клетки разделяли центрифугированием при 54000 g 120 мин в роторе 
SW 28 на центрифуге «Beckman L-2-65 К». Нейроны и глиоциты со
бирали пастеровской пипеткой и промывали 0,32 М сахарозой, содер
жащей 10 мМ трис-HCl буфер, pH 7.4 и 1 мМ CaClj.

Чистоту изолированных клеточных фракций определяли фазоконт- 
растиой микроскопией при увеличении в 400—1000 раз. Исследовали 
также препараты, окрашенные 0,1%-ным раствором метиленовой сини. 
Морфологическую целостность клеток определяли электронномикроско
пическим исследованием.

Количество клеток в единице объема измеряли путем подсчета ок
рашенных ядер в камере Горяева. Число ядер определяли в нескольких 
последовательных разведениях и выводили среднюю величину.
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Результаты н обсуждение
Как показывают данные табл. 1. действие пиримидиновых цикличе

ских нуклеотидов приводит к значительным сдвигам в содержании ис
следуемых форм РНК в мозгу как на 30-й, так и на 60-й мин после 
их введения. Оба циклических нуклеотида (сСМР и с11МР) 
вызывают достоверное повышение содержания р-РНК, т-РНК и я-РНК АII 
типа в мозгу зо все сроки исследования. При этом сСМР выступает в 
качестве мощного стимулятора активности генетического аппарата нерв
ных клеток и вызывает значительное повышение содержания всех изу
ченных форм РНК. Особо следует отметить факт стимуляции биосин
теза я-РНК АО типа и р-РНК под действием сСМР. Содержание этих 
форм РНК на 30- и 60-й мин исследования по сравнению с контролем 
повышается соответственно на 40 и 57% и 37 и 45%. Значительное 
повышение содержания т-РНК отмечается и при действии сСМР, ко
торое составляет 35 и 46% по сравнению с контролем соответственно в 
указанные сроки исследования. При этом достоверно повышается и со
держание р-РНК и я-РНК АП типа.

В отличие от сСМР сТЗМР понижает содержание я-РНК ОС типа 
на 30-й мин исследования- и достоверно повышает ее содержание на 
60-й мин эксперимента. Известно, что я-РНК ОС типа является пред
шественником р-РНК. В наших экспериментах уровень р-РНК исклю
чительно высок при действии сСМР и с13МР (1772.70± 14.97 и 
1611.34± 14,27 мкг/г соответственно), а уровень я-РНК ОС типа при 
этом значительно ниже.

Данное явление, по-видимому, объясняется тем, что исследуемые 
циклические нуклеотиды, кроме стимуляции биосинтеза указанной РНК. 
которая в дальнейшем определяется в составе р-РНК, способствуют ее 
транспорту из ядра в цитоплазму и уменьшению ее ядерного пула.

Ап$а\У5 и соавт. [14] изучали эффект сСМР в переднем гипофизе 
в опытах 1П иНго. Было показано, что гипофизарное содержание сСМР 
по сравнению с другими органами значительно меньше, при стимуляции 
препаратом'ЬН-РР оно не меняется, тогда как сАМР увеличивается. 
Это дало основание полагать, что сСМР метаболически инертен и 
менее активен. В противовес этому НеИтап, Кио [15] обнаружили спо
собность гомогенной сСМР-фосфодиэстеразы из печени свиньи катали
зировать гидролиз как пиримидиновых, так в пуриновых циклических 
2',У- и У, 5г-нуклеотидов. При этом выявлен следующий ряд скорости 
гидролиза 2',3'-нуклеотидов: сСМР (100), сОМР (46), сСМР (28), 
сАМР (2) и циклических У. 5'-нуклеотидов—сАМР (25), сСМР (19) 
соответственно. Все циклические 2',3'-нуклеотиды оказались конкурент
ными ингибиторами гидролиза 3',5'-СМР. Авторы допускают, что в 
гидролизе пиримидиновых и пуриновых циклических 2',3'- и 3'.5'-нуклео- 
тидов принимает участие единый центр каталитического участка сСМР- 
фосфодиэстеразы и данный фермент является первой и уникальной муль- 
тифу нки повальной фосфодиэстеразок, способно» гидролизовать различ
ные и несходные по своей структуре циклические нуклеотиды.
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Полученные нами данные относительно стимуляции биосинтеза 
различных форм рнк в нервной ткани под действием сСМР и сСМР 
могли быть интерпретированы как результат непосредственного дей
ствия этих внутриклеточных медиаторов, способных индуцировать ге
нетический аппарат посредством их вовлечения в соответствующие ре
цепторы своей фосфодиэфирнон конфигурацией, или их коферментной 
активностью в процессе фосфорилирования соответствующих РНК-по
лимераз [4]. Кроме того, существует возможность их участия в био
синтезе цитидиловых и уридиловых полифосфатов с последующим их 
вовлечением в биосинтез РНК. При этом не исключается и роль пири
мидинового участка структуры испытанных циклических нуклеотидов 
в индукции генетического аппарата. Для решения последнего вопроса в 
другой серии опытов мы изучали непосредственное действие пиримиди
новых нуклеозидов—цитидина и уридина на процессы генной экспрес
сии нервных клеток.

Из приведенных данных (табл. 2) видно, что внутрнци- 
стернально введенные цитидин и уридин, в основном, оказывают 
аналогичное с пиримидиновыми циклическими нуклеотидами действие 
на обмен нуклеиновых кислот. Содержание Р-РНК, т-РНК >1 
я-РНК АП типа значительно повышается во все сроки ис
следования. Сдвиги в содержании этих нуклеиновых кислот при дей
ствии цитидина оказались более выраженными. Изменение в содержа
нии различных классов РНК при действии уридина, за исключением 
я-РНК ОС типа, оказалось также значимым. В отличие от сСМР и 
с!ЗМР их соответствующие нуклеозиды вызвали понижение содержания 
я-РНК 6С типа. Данное понижение оказалось более выраженным при 
действии уридина. Подобный эффект в отношении я-РНК 6С типа наб
людался и при действии сСМР на ЗО-ой мин исследования.

Анализ полученных однонаправленных сдвигов в нуклеиновом об
мене при действии сСМР и цитидина, с одной стороны, с1_)МР и ури
дина—с другой, указывает на возможность существования идентичных 
механизмов действия пиримидиновых циклических нуклеотидов и соответ
ствующих нуклеозидов на генную экспрессию. По-видимому. как цикли
ческие нуклеотиды, так и нуклеозиды занимают одни и те же рецепторы 
своими пиримидиновыми компонентами. Кроме того, не исключена воз
можность действия этих нуклеозидов в качестве нейротрансмиттеров в 
индукции биосинтеза сСМР и сЧМР и проявления их эффекта на нук
леиновый обмен посредством увеличения их концентрации в нервной 
ткани.

В пользу нашего предположения о возможном участии цитидина н 
сСМР в индукции биосинтеза нуклеиновых кислот свидетельствуют 
некоторые данные литературы по ингибиторному анализу. Показано, 
что арабинозилцитозин ингибирует полуконсервативный синтез ДНК 
[16. 17], возможно .включаясь в цепь ДНК и оказывая ингибирующее 
влияние на процессы терминации, либо на конформационные измене
ния спиральной структуры ДНК [17].
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Введенный в организм цитидин, кроме стимуляции активности ге
нетического аппарата в качестве биологически активного вещества, мо
жет подвергаться фосфорилированию и переходу в дезоксицитидинфос- 
фат. Показано, что после внутривентрикулярного введения [3Н] цити
дина [3Н] дезоксицитидин быстро исчезает из С.МЖ и частично из 
мозга, где около 65% [3Н] дезоксицитндина переходит в [3Н] дезокси
цитидинфосфат [18]. Дезоксицитидиннуклеотиды образуются из цити
дина рибонуклеотидредуктазой или транспортируется из крови в ЦСЖ 
и мозг специальной глубокой транспортной системой через спинальное 
сплетение [19]. После гомогенизации и субклеточного фракционирова
ния мозговых срезов и инкубации с [3Н] дезоксицитидином в течение 
30 мин увеличивается процентное соотношение [3Н] дезоксицитидинфос
фатов и [3Н] ДНК, которые присутствуют в ядерной и митохондриаль
ной фракциях всех отделов мозга.

На основании приведенных литературных и полученных нами дан
ных по значительной индукции биосинтеза различных классов РНК, 
в особенности я-РНК АП типа и р-РНК, можно сделать вывод о воз
можности непосредственного участия цитидина и сСМР в процессах 
синтеза ДНК, в активации цитидинкиназы, ДНК-полимеразы, в ме
ханизмах терминации и конформационных изменений ДНК в процессе 
транскрипции и синтеза различных классов РНК в нервной ткани.

Изучение метаболизма уридина в сетчатке золотистых рыб при 
повреждении оптического нерва выявило увеличение захвата уридина 
и аденозина сетчаткой, мечения р-РНК и содержания РНК [20]. По
вышение накопления радиоактивности и увеличение захвата уридина из 
экстрацеллюлярной среды или усиление метаболической ловушки мож
но было бы объяснить внутриклеточным фосфорилированием уридина. 
С помощью 5/.дезоксиаденозина показано, что нуклеозиды внутри клет
ки не фосфорилируются [21] и их поглощение одинаково для нормаль
ной и поврежденной сетчатки. Биохимическая характеристика механиз
мов индукции биосинтеза РНК по результатам усиления метаболизма 
Уридина в сетчатке при повреждении зрительного нерва могла бы иметь 
прямое отношение к природе инициации процессов нервной регенерации.

Для изучения процессов индукции генетического аппарата пред
ставляет определенный интерес также состояние активности тимидинки- 
иазы в качестве маркера клеточной пролиферации и определяемой 
тотальной активности ферментов, обеспечивающих внедрение тимидина 
в ДНК [22]. Ашапкин и соавт. [23] показали усиление внедрения 
[3Н] тимидина в ДНК коры мозга крыс при активном условном реф
лексе избегания по сравнению с активным контролем.

В свете полученных по нуклеиновому обмену данных при действии 
пиримидиновых циклических нуклеотидов и нуклеозидов представляло 
особый интерес изучение содержания различных форм РНК в нейро
нах и глиоцитах. Для сохранения функции генома необходимы репара
тивные процессы, которые могли бы обеспечить функциональную це
лостность ДНК нейронов и направлены на синтез необходимых форм
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РНК, нейроспецнфических белков, ферментов и других веществ, хотя 
нейроны в мозгу зрелых животных незаменимы и неспособны к редуп
ликации ядерной ДНК. связанной с митозом и образованием новых 
клеток. В экспериментах с внутринистернальным введением сСМР и 
сЧМР была выявлена интересная закономерность в распределении I! 
количественных сдвигах различных форм РНК в нейронах и глиоцитах.

Как показывают данные табл. 3, содержание всех форм РНК в 
контрольных опытах в расчете на 1 г мозговой ткани в глиоцитах больше, 

чем в нейронах. При этом содержание р-РНК. т-РНК. я-РНК, А13 типа в глио
цитах составляет 654.25г58,85; 132,28±2,06: 135,73±3.98 мкг/г против 
548.50±5,93- 108.13dr1.74; 102,12±2,91 мкг/г соответственно в нейро
нах. Однако при расчете содержания исследуемых форм РНК на 1 клет
ку обнаруживается противоположная картина в количественной харак
теристике изученных форм РНК. В расчете на 1 клетку содержание 
р-РНК, т-РНК и я-РНК ОС и Аи типов оказалось в 2—3 раза больше 
в нейронах, чем в глиоцитах. Ойо в нейронах соответственно состав
ляет 34,90±0,26: 6.05гг0.07, 2,40гг:0,014; 6.02±0.16 пг/г клетка против 
11.30±0,20; 3,02±0.02: 0.80±0,01 и 2,88±0.06 пг/клетка в глии. Та
ким образом, в норме содержание различных форм РНК в нейронах 
значительно больше, чем в глиоцитах, что, по-видимому. связано со спе
цифической функцией генетического аппарата нейронов.

После установления контрольного фона содержания исследуемых 
■форм РНК в нейронах и глиоцитах было испытано действие сСМР и 
сиМР, при этом выявлена однонаправленность в их действии на нук
леиновый обмен как в целом мозгу, так и в нейронах и глиоцитах с 
характерными особенностями. Как и в контрольных опытах, при дей
ствии сСМР и сСМР содержание различных форм РНК в расчете на 
мкг/г ткани в глиоцитах было больше, чем в нейронах, однако при пе
ресчете на 1 клетку содержание всех форм РНК в нейронах по срав
нению с контролем увеличилось почти в два раза. Хотя точкой прнло- 
֊жения циклических нуклеотидов оказались как нейроны, так и глиоци
ты, была выявлена значительная разница в индукции биосинтеза РНК 
в указанных клеточных структурах. Активность синтеза нуклеиновых 
кислот в нейронах оказалась значительно интенсивней. Из данных 
табл. 3 видно, что содержание р-РНК, т-РНК я-РНК А13 типа в ней
ронах при действии сСМР соответственно составляют 43,66±0,002: 
11.01±0,03 И 15,11^0.05 пг/клетка. а в глии 13,26±0,02: 2.85±0.02 и 
5,8 8 ±0,03 пг/клетка. Аналогичная закономерность отмечается и при 
действии с13МР. При этом содержание р-РНК, т-РНК и я-РНК АII 
типа в нейронах составляет 39,60±0,02: 7,700±0.002: 11.45zh0.20. а 
в глиоцитах 12.70±0,02 и 6,64±0,02 пг. Хотя повышение содержания 
различных форм РНК в нейронах при действии сОМР также было 
достоверным, уровни исследуемых РНК колебались на сравнительно 
низких цифрах, чем при действии сСМР. Содержание т-РНК почти не 
изменялось или даже несколько понижалось в глиоцитах при действии 
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cCMP ii cUMP. В отношении содержания я-РНК GC типа в нейронах 
и глиоцитах была выявлена противоположная картина. В нейронах почти 
не отмечалось повышения его содержания, в то время как в глиоцитах 
оно имело место.

Таким образом, экзогенно введенные сСМР и cUMP оказались 
мощными стимуляторами биосинтеза р-РНК, т-РНК. я-РНК AU типа. 
Причем эффект применяемых циклических нуклеотидов в нейронах зна
чительно больше, чем в глиоцитах. Интенсивность обмена РНК в ней
ронах ядер шва мозга крыс по сравнению с глиоцитами в условиях ли
шения сна показана и другими авторами [24].

На основании полученных нами и литературных данных можно зак
лючить, что не исключается возможность образования в живой клетке 
пиримидиновых циклических нуклеотидов: подтверждается их важная 
роль в генной экспрессии и других биохимических механизмах при экзо
генном их введении. Какова интенсивность образования сСМР, cUMP 
и, возможно, сТМР посредством своих специфических циклаз, если та
ковые имеются, метаболизируются ли они через соответствующие фос
фодиэстеразы, каким изменениям подвергаются их уровни в нервной 
клетке при стимуляции различных рецепторов и выделении соответ
ствующих нейротрансмиттеров?—изучение этих вопросов, являющихся 
важнейшими аспектами современной молекулярной биологии и функ
циональной нейрохимии, станет задачей специального рассмотрения.

THE EFFECT OF PYR1MIDINE-CONTA1NING CYCLIC 
NUCLEOTIDES ON THE CONTENT OF VARIOUS 

TYPES OF BRAIN RNA

KHACHATRIAN G. S.. GALSTIAN H. G.. ANTONIAN A. A.. ALAVERDIAN A. A.. 
KHACHATRIAN V. G., MINASIANTS R. T.. V \HRADIAN H. G,

ADAMIAN M. K.

An affiliate of VNI1GINTOX. Yerevan

The eflecl of intracysternally injected pyrimidine-containing cyc
lic nucleotides and nucleosides on the gene expression in brain cells 
has been studied. A significant increase in the content of nRNA AU 
type (pre-mRNA), r-RNA and t-RNA in brain cells 30 and 60 min 
after injection of cGMP. cUMP, cytidine and uridine in concn, of 50 
and 100 mcg/200 g b. w. respectively has been established. The effect 
of cCMP and cytidine was more significant. Pyrimidine-containing cyc
lic nucleotides injected affect both neurons and glial cells. However, 
the activity of nucleic acids synthesis and therefore the content of 
various forms of RNA (pg/cell) in neurons was greater than in glial 
cells. The effect of cCMP and cytidine, on one hand and of cUMP 
and uridine on the other hand on nucleic acid metabolism has been 
established. Besides the confirmation of a significant biological role of 
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phosphodiether structure of cyclic nucleotides in gene expression, a 
possibility of the existence of identical or similar mechanisms of action 
of cCMP, cUMP and corresponding nucleosides in՜ the occupation of 
the corresponding receptors or involvement in the metabolic pathways 
with their pyrimidine moieties is supposed.

An idea about a possible biogenesis of pyrimidine-containing cyc
lic nucleotides in the living cell and existence of cyclocytidilate and 
cyclouridilate-sensitive transcription is put forward.
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'ОСОБЕННОСТИ РЕГУЛЯЦИИ АКТИВНОСТИ 
: НЕКОТОРЫХ ГЛИКОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ 

ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ЭСТРАДИОЛА В 
КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК НЕЙРОБЛАСТОМЫ

НАЗАРЯН К. Б.. ‘ГЕВОРКЯН Э. С.. КАГРАМАНЯН М. С., 
ЕРОЯН Л. Г.. МАНУКЯН К. Л.. КАЗАРЯН Б. А.
Институт экспериментальной биологии АН АрмССР. 

’Ереванский государственный университет

Изучено действие эстрадиола 17 р на активность ряда гликолитических ферме:։- 
։оз в культуре клеток мышиной нейробластомы С1300. Установлено активирующее 
влияние эстрадиола на гексокиназу, фосфофруктокиназу и пнруваткиназу (при отсут
ствии влияния на активность енолазы и D-фосфоглицеромутаэы). В клеточных куль
турах фибробластов мыши и лимфоцитов человека активация этих ферментов была 
выражена значительно слабее. Определенной корреляции между процентом делящихся 
клеток в указанных культурах и повышением активности выявлено нс оыло. Акти
вирующим эффект эстрадиола на ферменты в клетках нейробластомы, видимо, отра
жает особенности регуляции гликолиза в нейронах, так как сходную картину воздей
ствия эстрадиола наблюдали в нервной ткани in vivo.

Изучение действия физиологически активных соединений на функ
ции головного мозга затруднено ввиду его морфо-функциональнои ге
терогенности .и разнонаправленное™ динамики ряда протекающих в нем 
процессов. В связи с этим становится актуальным использование для 
нейрохимических исследовании клонированных культур различных опу
холей мозга нейронального и глиального происхождения- Как объект 
исследования они обладают рядом преимуществ: гомогенность морфо
логического состава, стабильность, сохранение ряда свойств, присущих 
нормальной ткани [1]. Поэтому для изучения воздействия стероидных 
гормонов, в частности эстрадиола, на нейрЬны в качестве модели из
брали культуру клеток мышиной нейробластомы перевиваемой линии 
С13С0. которая сохраняет целый ряд специфических свойств нейронов: 
типичная морфология клеток (аксоны, содержащие нейрофиламенты), 
генерация потенциалов действия, синтез ферментов метаболизма ме
диаторов, наличие нейроспецифичсской енолазы и др. [2]. С другой 
стороны, необходимо учитывать определенную специфику поведения кле
ток в условиях культивирования ill vitro. В связи с этим в качестве 
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контроля нами были использованы две другие клеточные культуры: 
мышиных фибробластов (Ь-929) и суспензионная, в норме неделящаяся. 
культура лимфоцитов периферической крови человека. "При культиви
ровании указанных клеток была изучена активность ряда гликолити
ческих ферментов: гексокиназы (КФ 2.7.1.2), фосфофруктокиназы 
(КФ 2.7.1.11), пируваткиназы (КФ 2.7.1.40), енолазы (КФ 4.2.1.11), 
0-дифосфоглицератзависимой Э-фосфоглицеромутазы (КФ 5. 4. 2. 1.).

Целью настоящей работы было выявление особенностей регулятор
ного влияния эстрадиола на гликолиз в клетках нейробластомы по 
сравнению с культурами других клеток, что может способствовать по
ниманию специфики энергетического метаболизма в нейронах, поскольку 
гексокиназа, енолаза и пируваткиназа в головном мозгу представлены, 
в основном, органоспецифическими формами, целесообразность экспрес
сии которых остается невыясненной [3].

Материалы и методы

Условия культивирования клеток. В экспериментах были исполь
зованы следующие клеточные линии: клетки мышиной нейробластомы 
С1300. клон Х2а, клетки фибробластов мыши линии L-929, клетки куль
туры лимфоцитов периферической крови человека. Клетки нейробласто
мы и фибробластов мыши культивировали в модифицированной среде 
Игла с добавлением 10%-ной сыворотки крови крупного рогатого скота. 
До эксперимента клетки поддерживались в логарифмической фазе роста 
несколько генераций, а затем высевались в количестве ЗХЮЭ клеток 
на флакон. Выращивали клетки во флаконах Карреля при 37°. Длитель
ность культивирования для клеток нейробластомы составляла 40, а для 
фибробластов—24 ч. Клетки дезагрегировали 0.25%-ным раствором 
трипсина. Культуру лимфоцитов получали из цельной периферической 
крови человека, которую гепаринизировали из расчета 25 ME гепарина 
на 1 мл крови. Выделение из крови очищенной популяции, лимфоцитов 
проводили в асептических условиях в градиенте плотности (1,077) 
фиколл-верографина. Кровь, смешанную с равным объемом раствора 
Хенкса наслаивали на градиент в соотношении 3:1. Центрифугировали 
в течение 35 мин при 400 g при комнатной температуре. Выделенную 
и отмытую фракцию лимфоцитов переводили в культуру, содержавшую 
сыворотку крови крупного рогатого скота и модифицированную среду 
Игла в соотношении 1:3:12. Для стимуляции лимфоцитов к делению в 
культуру добавляли фитогемэгглютинин (ФГА) (IBF, Франция) из 
расчета 0,2 мл ФГА на 10 мл культуральной смеси. Культивирование 
проводили в течение 70 ч при 37°.

Обработка эстрадиолом. Эстрадиол 17р («Sigma», США) раст- 
горяли в 95%-ном этаноле и добавляли в культуру ex tempore за 3.5 ч 
до конца культивирования в конечной концентрации 25. 50, 100 мкг/мл. 
Контролем служила необработанная, а также обработанная этанолом 
культура. Дезагрегированные клетки собирали и дважды отмывали хо
лодным раствором ЭДТА. Суспензию клеток обрабатывали в ультра
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звуковом дезинтеграторе в трис-HCI буфере (pH 7,5) при 0° в тече
ние 30 с.

Митотическая активность. Для определения уровня митотической 
активности используемых культур, а также выяснения возможного ее 
изменения под действием эстрадиола были получены препараты мета- 
фазных хромосом. После инкубации с эстрадиолом во флаконы с клет
ками нейробластомы добавляли свежую среду с добавлением колхицина 
(0,25 мкг/мл) за 2 ч до фиксации. Гипотоническую обработку' прово
дили 0,55%-ным раствором KCI при 37° в течение 7 мин. Клетки фик
сировали свежеприготовленной охлажденной смесью метанол-ледяная 
уксусная кислота (3:1). Суспензию клеток наносили на охлажденные 
предметы стекла и окрашивали азур-эозином в течение 5 мин. Подсчи
тывали количество митозов на 1000 клеток.

Определение белка и ферментативной активности. Содержание белка 
в пробах определяли по методу Lowry и соавт. [4]. Активность гексо
киназы, фосфофруктокиназы и пнруваткиназы определяли спектрофо
тометрически, при длине волны 340 нм на спектрофотометре «Specord 
М-40» (Gari Zeiss, ГДР) в непрерывном режиме регистрации. Гексо- 
киназная реакция сопряжена с глюкозо-6-фосфатдегидрогеназной и за 
ее активностью следили по приросту NADPH. Инкубационная смесь 
для определения активности гексокиназы содержала: 50 мМ трис-НС! 
(pH 7.5), 45 мМ HEPES, 3,7 мМ D-глюкозы, 7,5 мМ MgCl2 220 мМ 
АТР, 25 мг/мл NADP, 1 ед. глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы. Актив
ность фосфофруктокпназы определяли по убыли NADP в сопряженной 
системе, содержавшей 50 мМ Nа+-фосфатного буфера (pH 8.0). 1 мМ 
УДТА, 0,02 мМ дитиотреитола, 5 мМ AlgClj, 25 мМ KCI, 0,5 мМ 
NHjCI, 0,2 мМ NADH, 0,1 мМ фруктозо-6-фосфата. 0,5 мМ АТР, 
2 мМ фосфоенолпирувата, 30 мкг/мл лактатдегидрогеназы и 60 мкг/мл 
пнруваткиназы. Пируваткиназную активность определяли по убыли 
NADH в сопряженной системе, содержавшей 50 мМ трис-HCI буфера 
(pH 7,5): 0,8 мМ фосфоенолпирувата. 6 мМ MgCI2, 3 мМ АДР, 
100 мМ КС!, 0.13 мМ NADH, 1 ед. лактатдегидрогеназы. Активность 
енолазы определяли no Baranowski [5], а D-фосфоглицерамутазы — 
по Grisoiia [6]. Общий объем смеси составлял 0.5 мл- Ферментативные 
реакции запускали добавлением 100—300 мкг белка в пробе и прово
дили при температуре 30° в течение 5—15 мин. Активность ферментов 
выражали в процентах по отношению к контролю. Результаты обраба
тывали статистически с использованием t-критерия Стьюдента [71.

Результаты н обсуждение
Результаты измерения активности фосфофруктокнназы, гексокиназы, 

пнруваткиназы, енолазы и фосфоглицеромутазы показывают (рис. 1). 
что при инкубации культуры клеток нейробластомы с эстрадиолом 
имело место статистически достоверное повышение активности для пер
вых трех ферментов. Ключевые гликолитические ферменты, гексокина- 
за и фосфофруктокиназа, наряду с пируваткиназой, относятся к числу 
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регуляторных, функционирующих по неравновесному типу [8]. Повы
шение активности этих ферментов по сравнению с контролем под влия
нием эстрадиола имеет важное функциональное значение, так как при
водит к активации гликолиза в целом. При 3,5-часовой экспозиции это 
наиболее отчетливо выражается при воздействии 25 и 50 мкг/мл эстра
диола 17р. Активность же функционирующих по «равновесному» типу 
двух других ферментов—енолазы и фосфоглицеромутазы оставалась на 
уровне контрольной. Поскольку енолаза и фосфоглицеромутаза не выя
вили какой-либо тенденции к изменению активности при воздействии 
эстрадиола, а в литературе нет указаний на их индуцибсльность, даль
нейшие исследования проводили только на регуляторных ферментах гли
колиза.

^ис- 1. Действие эстрадиола 17 р в различных дозах на активность фос- 
фофруктокинаэы (ФФК). гсхсокиназы (ГК), пируваткииаэы (ПК), ено
лазы (Е) и фосфоглицеромутазы (ФГА'1) культуры клеток нейробластомы 
при 3,5-часовой инкубации. По оси ординат—процент ферментативной ак
тивности по сравнению с контролем (100%). Концентрации эстрадиола: 
?—25 мкг/мл, 2—50 мкг/мл и 3—100 мкг/мл. * р<0,05, ’’’ р<0.01.

••• Р<0.001. п-5
Рис. 2. Действие эстрадиола (50 мкг/.мл) на активность ФФК. ГК и ПК
при различных сроках экспозиции гормона. /—1 ч. 2—2 ч, 3—3.5 ч.

Остальные обозначения, как на рис. 1

Повышение активности этих ферментов при воздействии эстрадиола- 
обнаружено нами в мозгу крысы в условиях in vivo [9]. При этом 
было показано, что ингибирование биосинтеза белка на стадии тран
скрипции снимало эффект активации: таким образом, можно допустить, 
что последняя имела место в результате синтеза исследуемых фермен
тов de novo. В условиях культуры ткани временная зависимость между 
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добавлением гормона в среду и ферментативной индукцией может быть 
иной, чем в опытах ш vivo, поэтому было изучено действие эстрадиола 
при различных сроках после его добавления (рис. 2). Оказалось, что 
повышение активности фосфофруктокиназы, гексокиназы и пнруватки- 
назы зависело от продолжительности инкубации культуры клеток с 
гормоном и достигало максимума при 3—3,5-часовой экспозиции. Такой 
результат совпадает с литературными данными, полученными при изу
чении гормональной индукции ряда ферментов in vitro [10]. Следова
тельно, и по 'этому параметру культура клеток нейробластомы может 
служить адекватной моделью нервной ткани.

Другая, интенсивно делящаяся в норме клеточная линия фибро
бластов китайского хомячка также обнаруживала тенденцию к повы
шению ферментативной активности фосфофруктокиназы и гексокиназы 
при воздействии эстрадиола, однако оно оказалось статистически досто
верным только в случае гексокиназы при двух концентрациях эстрадио
ла, но и при этом процент прироста активности был значительно ниже, 
чем в опытах с нейробластомой (рис. 3, а).

Рис. 3. Действие эстрадиола в различных дозах на активность ФФК. ГК. 
ПК культуры клеток фибробластов (а) и лимфоцитов (6). I—без сти
муляции. II—стимулированные; остальные обозначения, как на рнс. 1

Чтобы выявить возможность существования взаимосвязи между 
способностью клеток к делению и степенью чувствительности регуля
торных ферментов гликолиза к эстрадиолу для дальнейшей работы была 
использована неделящаяся культура клеток лимфоцитов периферической 
крови человека. Как видно из рис. 3, 6, при тех же воздействиях эстра
диолом активность указанных ферментов статистически достоверно не 
менялась. Однако, если лимфоциты стимулировать к делению митоге
ном—ФГА, картина изменялась. Эстрадиол достоверно активировал 
гексокиназу и фосфофруктокиназу, повышая таким образом активность 
гликолиза в целом. Это наблюдение хорошо согласуется с литератур
ными данными об активации гликолиза и окислительного фосфорилиро
вания в стимулированных лимфоцитах [11]- Тем не менее, надо под
черкнуть, что несмотря на достоверную активацию фосфофруктокина
зы и пнруваткиназы в стимулированных лимфоцитах и некоторое по
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вышение активности в фибробластах, ни в одном и-з этих случаев сте
пень повышения активности не доходила до уровня, наблюдаемого в 
клетках нейробластомы. Интенсивность клеточного деления при этом 
не играет существенной роли, о чем свидетельствуют результаты опре
деления митотического индекса для этих клеточных культур (табл.). 
Установлено, что воздействие эстрадиола в дозе 25 и 50 мкг/мл нес
колько снижало темп деления в культуре нейробластомы и довольно 
значительно—в культуре фибробластов, а доза 100 мкг/мл оказалась 
явно токсичной для них. Таким образом, поскольку эстрадиол в кон
центрации 25 и 50 мкг/мл при 3-часовой инкубации не оказывал за
метного влияния на митотический индекс культуры нейробластомы, ве
роятно, эти дозы не оказывали выраженного токсического эффекта. Од
нако при хроническом 4-дневном введении эстрадиол, как и дексамета
зон, вызывал весьма сильное токсическое действие уже в дозе 10 мкг/мл 
[12], что необходимо учитывать при хронических экспериментах. Иначе 
обстоит ситуация в стимулированных лимфоцитах. Имея значительно 
меньший митотический индекс, их деление активировалось при дозах 
эстрадиола 25 и 50 мкг/мл и возвращалось к контрольному уровню при 
дозе 1000 мкг/мл.

Т сб.шца
Зависимость величины митотического индекса от различных 

доз эстрадиола при 3.5 ч инкубации

Концентрации эстра
диола, мкг/мл Контроль 25 50 100

Митотическим индекс 16 20 33 16

Все это свидетельствует о том, что степень активации эстрадиолом 
регуляторных ферментов гликолиза непосредственно не связана со ско
ростью деления клеточной популяции. Вероятно, индуцибельность изу
ченных ферментов в клетках нейробластомы—свойство, присущее и 
нейронам in vivo, которые в норме не делятся. Таким образом, можно 
с определенной долей вероятности утверждать, что культура клеток 
нейробластомы по механизму регуляции гликолиза при воздействии сте
роидных гормонов находится ближе к нейронам in vivo, чем к клеточ
ным культурам фибробластов и делящихся и неделящихся лимфоцитов 
Дополнительным свидетельством этого является факт значительной ак
тивации пируваткиназы, наблюдавшийся только в культуре нейробла
стомы, так как из литературных данных [13] следует, что только в 
нервной ткани пируваткиназа обнаруживает некоторые регуляторные 
свойства.
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PECULIARIETIES OF ESTRADIOL EFFECT ON THE ACTIVITY 
OF SOME GLYCOLYTIC ENZYMES IN NEUROBLASTOMA 

CELL CULTURE

NAZARYAN K. B.. "GEVORKIAN E. S„ KAGRAMANYAN M. S., EROYAN L. G., 
MANUKYAN K. L.. KAZARYAN B. A.

Institute of Experimental Biology, Arm. SSR Acad. Sei., Yerevan 
’Yerevan State University

Estradiol 17^ induces activity of hexokinase, phosphofructokinase 
and pyruvate kinase in the cell culture of mouse neuroblastoma C 1300 
much more pronouncedly than in the culture of mouse fibroblasts and 
human lymphocytes. No definite correlation between the percent of 
dividing cells and increase in the enzyme activity has been established 
in these cell cultures. It is supposed that the drastic activating effect 
of estradiol 17f3 on the neuroblastoma enzymes is due to the peculiari
ties of glycolysis regulation in neurons because a similar pattern of 
estradiol 17p action is described for nervous tissue in vivo conditions.
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ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ВИДОНЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ БЕЛКОВЫХ АНТИГЕНОВ 

МОЗГА, ЯВЛЯЮЩИХСЯ МИШЕНЯМИ АУТОАНТИТЕЛ 
ПРИ НЕКОТОРЫХ НЕРВНО-ПСИХИЧЕСКИХ

ЗАБОЛЕВАНИЯХ ЧЕЛОВЕКА

ПОЛЕТАЕВ А. Б.. СЕЛИФАНОВА О. П.

Институт нормальной физиологии им. П. К. Анохина АМН СССР. Москва

С помощью твердофазного иммуиоферментного анализа и тест-системы антигенов 
(АГ; фракции трнтон-мочеоннного экстракта мозга крыс, разделенного на 12 зон 
отличающихся по значениям р! составляющих их белков) в кровя больных шизофре
нией. эпилепсией и рассеянным склерозом обнаружено наличие «антимозговых- ауто 
антител (а-АТ), спектры конкретной АГ направленности которых были специфичны 
для каждой из исследовавшихся нозологических форм .Наряду с этим, в крови 75— 
80% больных нервно-психическими заболеваниями, независимо от диагноза, выявля
лись а-АТ к мозгоспецифическим белкам группы 5-100. С помощью иммоби\изован- 
ных на протеин А-ссфарозе (ковалентная сшивка) «антимозговых՛* а-АТ. иммуноаф
финно полученных из крови больных шизофренией н эпилепсией, и экстрактов мозга 
крыс было выделено соответственно 11 и 5 белков, специфически связывающихся 
«шизофреническими > к «эпилептическими** а-АТ. Получены данные об их значениях 
р! и величине Мг. Отмечено, что АГ-мишснями при шизофрении являются, преиму
щественно, ядерные*, а ирги эпилепсии—цитоплазматические белки нервных клеток. 
Данные иммуносорбции очищенных а-АТ на колонках с белками печеночных экстрак
тов свидетельствуют о выраженной органной (тканевой) специфичности направлен
ности «антимозговых» а-АТ при шизофрении и эпилепсии.

В свете представлений о наличии «антимозговых» а-АТ в крови 
больных шизофренией, эпилепсией, многими формами деменций, де
миелинизирующими и другими формами нервно-психических заболева
ний [1.2] и появлении экспериментальных данных о возможной пато
генетической роли этих а-АТ [3, 4]. вопросы о конкретной АГ направ
ленности соответствующих а-АТ становятся весьма актуальными. Оче
видно, что от их решения будет зависеть возможность разработки но
вых инструментальных методов экспресс-диагностики (в том числе «пре
вентивной», доклинической диагностики) и способов лечения нервно- 
психических заболеваний, основанных на устранении из кровотока н/или 
специфическом подавлении синтеза аутоагрессивных а-А Г [1]. Кроме 
того, физико-химическая и функциональная идентификация отдельных
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белков и групп белков нервной ткани, аутоиммунное поражение кото
рых сопровождается развитием определенных психоневрологических 
симптомов .будет способствовать пониманию биологической роли соот
ветствующих белков в обеспечении нормального функционирования ней
рофизиологических механизмов-

В нашей работе была предпринята попытка определения характе
ристической АГ направленности «антимозговых» а-АТ, присутствующих 
в крови болыСых шизофренией, эпилепсией и рассеянным склерозом, а 
также получения сведений о количестве, величине Мг и значениях р! 
видонеспецифических белковых АГ-мншеней «шизофренических» н «эпи
лептических» а-АТ.

Методы исследования
Приготовление тест-системы АГ. Двух наркотизированных взрос

лых беспородных белых крыс перфузировали транскардиалыю 150— 
200 мл 0.15 М НаС1 с 5 мМ ЭДТАА'аз, извлекали отмытый головной 
мозг, гомогенизировали его в 12 мл 6 М деионизованной мочевины с 
0,05% тритона Х-100, центрифугировали 15 мин при 20000 £ и белки 
полученного экстракта после ,3-кратного разбавления НаО подвергали 
ИЭФ в гранулированном геле (2-х мм слой геля «ультродекс» с 3% 
амфолинов диапазона 3,5—10; «ЬКВ», Швеция) 18 ч при мощности 
6 Вт и напряжении 100—2000 В. После завершения фокусировки и 
промера pH в геле контактным электродом («1-КВ», Швеция) собира
ли зоны геля, имеющие значения pH: менее 4,0. 4—4.5, 4.5—5, 5—5,5, 
5,5—6, 6—6,5. 6,5—7. 7—7,5, 7,5—8, 8—8,5, 8,5—9 и выше 9. Таким 
образом были получены 12 зон тест-системы. Помимо указанных зон 
в тест-системы дополнительно включали мозгоспецифические белки 
группы 5-100, полученные, как описано ранее [5], основной белок мие
лина и кальмодулин (два последних—коммерческие препараты «Са1- 
ЬюсЬет», Швейцария). АГ. разделенные ИЭФ и элюированные из " 
геля деионизованной водой, а также водные растворы индивидуальных 
белков разливали по аликвотам и хранили до использования при—40.

Проведение твердофазного иммуноферментного анализа. Все АГ 
разводили 0,1 М карбонатным буфером pH 9,0 с 0,1%-ным ИаИз до 
концентрации белка 10 мкг/мл и вносили в лунки 96-луночиых плоско
донных полистироловых планшетов «Рупа1есй», Швейцария. После 12— 
16 ч сорбции при комнатной температуре лунки отмывали от избытка 
АГ и вносили в них по 100 мкл проб сывороток крови больных шизо
френией (шубобразная параноидная форма), эпилепсией (генерализо
ванная форма с частыми судоржными припадками), рассеянным склеро
зом или соматически и неврологически здоровых лиц. Все сыворотки 
использовали в разведениях 1:100 и инкубировали в лунках с АГ 16 ч 
при комнатной температуре. Затем лунки вновь отмывали и вносили 
в них по 100 мкл конъюгатов пероксидазы хрена с козьими иммуно
глобулинами к I£С человека («1,а ЛА։гапс1а», США), разведенных 
1:1000. Спустя 1 ч лунки отмывали и вносили в них по 100 мкл раст
вора хромагена (1 мг/мл о-фенилендиамнна, «Sigma». США), на 
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0,01 М фосфатном буфере pH 6,5 с 0,01% Н2О2). Спустя 30 мин ин
кубации в темноте, интенсивность реакции в лунках регистрировали фо
тометрически с помощью ридера МР-580 («Dynatech», Швейцария), на 
длине волны 405 нм. Для разведений иммунореагентов и отмывки лу
нок применяли 0,15 М раствор NaCI с 0,1% .\’аК;з и 0,5% твина-20. 
Отмывки производили с помощью прибора «Autowash.» («Flow labs*» 
Великобритания) 3-кратно после каждого иммунореагента и 6-кратно— 
перед внесением в лунки хромагена. Постановку реакций повторяли 
трижды и учитывали средний результат. Всего было проанализировано 
50 проб сывороток крови больных шизофренией, 50—больных эпилеп
сией и 20—больных рассеянным склерозом. Полученные данные сравни
вали с усредненными результатами тестирования 55 проб сывороток 
крови клинически здоровых лиц, подвергавшихся плановым диспансер
ным обследованиям. Значения реакций каждой пробы сыворотки с каж
дой из зон тест-системы выражали в усл. ед. иммунореактивности 
(YEP), значение которых определяли в процентах по отношению к сред
нему уровню реакции данной пробы сыворотки со всеми АГ тест-систе
мы. Расчет производили по формуле:

YEP ֊N —г------- —------------ г~ 100%,- (nj -n2-t- • • п15;

где П|, По ...His—интенсивность реакции (в единицах оптической плот
ности на 405 нм) данной пробы сыворотки с зонами 1.2... 15 тест-си
стемы, N—интенсивность реакции (в единицах оптической плотности) 
данной пробы с данной конкретной зоной тест-системы антигенов.

Такой способ представления и анализа данных был принят для 
устранения возможных артефактных влияний, обусловленных техниче
скими причинами (использованием разных партий планшетов для им- 
муноферментного анализа, разных партий вторичных антител, меченных 
пероксидазой, разных партий субстратов и т. п.).

Получение антителъных иммуносорбентов: выделение АГ-мишеней, 
связывающихся а-АТ при шизофрении и эпилепсии. После проведения 
иммуноферментного анализа объединенные образцы 50 сывороток крови 
больных шизофренией и 50 больных эпилепсией пропускали через ко
лонки носителей, содержащих по 300 мг суммарных белков мозга крыс, 
иммобилизованных на CNB-сефарозе («Pharmacia», Швеция), интен
сивно отмывали от несвязанного материала 0,15 М NaCI с 0,1% три
тона Х-100 (50 объемов) и элюировали специфически связавшиеся с 
коленкой «антимозговые» а-АТ с помощью 3 М NaSCN (сразу же осво
бождая АТ от элюирующего агента с помощью гель-фильтрации на 
последовательно подсоединенной колонке сефадекса G-25). Полученные 
фракции «антимозговых» а-АТ сывороток крови больных шизофренией 
и эпилепсией концентрировали ультрафильтрацией до 5 мг/мл и иммо- 
билизовывали на протеин А-сефарозе («La Miranda», США) в резуль
тате рециркуляции а-АТ через колонки указанного сорбента ( 16 ч при 
4°), отмывки колонок от несвязанного материала и ковалентной сшив
ки а-АТ с протеином А с помощью 0,5%-ного глутаральдегида (1 ч 
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при комнатной температуре с последующей отмывкой 0,5 М КтаС1). 
Сходным образом были получены антительные сорбенты, содержащие 
а-АТ к белкам ядер клеток мозга (на основе «антимозговых» а-АТ 
крови больных шизофренией, выделенных на иммобилизованных белках 
экстракта субклеточной фракции ядер мозга крыс). Полученные имму
носорбенты (по 2 мл геля) загружали в микроколонки (готовили из 
пастеровских пипеток), соединяли их последовательно, присоединяли 
преколонку 10-кратно большего объема, содержащую иммобилизован
ные нефракиионированные у-глобулнны сывороток крови здоровых 
людей и через полученную систему колонок пропускали экстракты мозга 
5 перфузированных крыс, приготовленные на 0,1 М фосфатном буфере, 
pH 7,5 с 0,1% тритона Х-100, 2 мМ ЭДТА-№з, 0,1 мМ фенилмстил- 
сульфанилфторида и 10 мМ йодацетамида. После экстенсивной отмывки 
тем же буфером колонки расстыковывали и с каждой элюировали сор
бированные белки, используя 0,5 мл 3 М КаЭСИ. Элюирующий агент 
устраняли гель-фильтрацией на колонке сефадекса С-25, уравновешен
ной 0,05 М формиат-аммонийным буфером, pH 7,5. Белки, снятые с 
колонок, лиофильно высушивали и исследовали их с помощью электро
фореза и ИЭФ. Процедурная часть этого раздела работы иллюстри
руется на схеме.

Схема получения антимозговых аутоантител из сывороток крови больных 
эпилепсией и шизофренией (I этап), их иммобилизации на протеин А-ссфарозе 

(II этап) и применения антитсльных сорбентов для выделения АГ-мишсней 
(II! этап).

I этап
Объединение сывороток 

больных эпилепсией (ши
зофренией)

I
Пропускание сыворо

ток через колонки с им
мобилизованными сум
марными белками экст
ракта мозга (экстракта 
ядер мозга)

1
Отмывка колонок 50 

объемами 0,15 М NaCI 
0.1% тритона Х-100

Элюция суммарной 
Фракции антимозговых 
„эпилептических'* („ши
зофренических") а-АТ 
3 М NaSCN

I
Удаление NaSCN гель

фильтрацией на G-25

1
Концентрирование а —АТ 

ультрафильтрацией на 
фильтре PSIM (..Milliporc 
Inc.", CHIA)

II этап
Рециркуляция (16 ч., 

4°) полученных ..эпи
лептических" („шизофре
нических") а-АТ через 
2-мл колонки протеин 
А-сефарозы

I

Отмывка 0,15 М КаС1

Инкубация геля сефа
роза—протеин а-АТ 
1 ч с 0,5% глутараль- 

с дсгида

Отмывки 0.5 М ИпС1

III этап
Получение суммарного экстрак

та перфузированного мозга 5 крыс 
i

Пропускание экстракта через 
систему последовательно соеди
ненных колоне к:

а —преколонка с иммобилизо
ванными у-глобулинамн сыворотки 
здоровых людей

б и в — колонки с иммобилизо
ванными „эпилептическими" и 
..шизофреническими" антимозго
выми а-А I

Ii
Отмывка системы колонок (0,1 

М фосфатный буфер pH 7.0 с 
0,1% тритона Х-100, 2 мМ 
ЭДТА-На30,1 мМ ФМСФ. 10 мМ 
йодацстамида)

I
Расстыковка колонок.
Раздельная элюция сорбирован

ных белков 3 М NaSCN. Обессо
ливание; лиофильное высушива
ние десорбированных АГ-ми- 
шеней
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Аналитическое И ЭФ ц определение величины Л/г* белковых Антиге
нов с помощью электрофореза в градиенте ПААГ. Полученные белки 
растворяли в минимальном объеме 6 М деионизованной мочевины с 
0,01% тритона Х-100. Электрофоретическое разделение материалов 
вели в градиентном (5—30% сшивки) ПААГ толщиной 1 мМ в на
тивных условиях при использовании в качестве электродного раствора 
0.01 М борат-гл Йин нового буфера. pH 8.5. Гели готовили согласно опи
санию [6]. ИЭФ материалов проводили на коммерческих ПААГ-пла- 
стинах с амфолинами диапазона 3,5—10 («LKB». Швеция) при исполь
зовании фитилей, смоченных I М NaOH для катода и 0,1 М HoSOs 
Для анода. Электрофоретическое разделение и ИЭФ проводили на при
борах GE 2/4 («■Pharmacia^, Швеция) и Multifor (<rLKBx>, Швеция) 
соответственно. В качестве маркеров для определения величины М.- 
и изоэлектрической точки использовали соответствующие наборы бел
ковых свидетелей производства «Pharmacia.» (Швеция).

Детектирование разделенных белков проводили по следующей схе
ме. Сначала гели с разделенными белками фиксировали 30 мин в 10% 
ТХУ, отмывали 5 мин проточной водой, окрашивали 30 мин 0,5% 
Кумасси R-250 в 7%-ной уксусной кислоте с 50% этанола, отмывали 
5-кратно 7 %-ной уксусной кислотой с 50%-ным этанолом и 0,5% CiiSO-i 
(окраску и отмывку вели при 70°), и зарисовывали расположение ви
димых полос. Затем гели последовательно инкубировали в 15%-ном 
растворе метанола (30 мин), переносили в 5%-ный раствор глутараль
дегида (на 30 мин). 3-кратно отмывали чередованием деионизованной 
воды и 15% метанола (инкубации по 15 мин) и на 2 ч заливали гели 
12 мМ раствором AgNO3. После ополаскивания в деионизованной воде 
пластины помещали в проявитель (0,76 М NaOH с 23 мМ NaBH< и 
7.5 мл/л 40%-ного формалина) и выдерживали в нем до появления 
интенсивной черно-коричневой окраски белковых зон. Дальнейшее раз
витие окраски останавливали помещением гелей в 7%-ную уксусную 
кислоту с 50% этанола и 0,5% CuSO^. Следует отметить, что предвари
тельная фиксация гелей в ТХУ и окраска их Кумасси в 5—10 раз по
вышала чувствительность последующей окраски белковых зон нитратом 
серебра. Описанный метод позволял выявлять зоны, содержащие менее 
1 нг белка (по данным детекции стандартных разведений бычьего сы
вороточного альбумина).

Результаты и обсуждение

Обобщенные результаты иммуноферментного тестирования проб сы
вороток крови больных шизофренией, эпилепсией и рассеянным склеро
зом при сравнении их с данными тестирования сывороток здоровых лиц 
позволяют отметить характерные для каждого из заболеваний зоны ви
донеспецифичных АГ, к которым наблюдается продукция а-АТ (ри
сунок). Так. для шизофрении это ряд зон слабокислых белков, фоку
сирующихся в диапазоне pH 5,0—6,5, для эпилепсии—кислые и уме
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ренно кислые белки (с р! 4—4,5 и 4.5—5). а для рассеянного скле
роза—слабощелочные белки и белки с резко выраженными катионными 
свойствами (р! 7—7,5 и р! выше 9.0).

Помимо отмеченных, характерных для каждого из исследованных 
заболеваний зон повышенной иммунореактивности, обращает на себя 
внимание наличие повышенных титров а-АТ к глиальным мозгоспеци
фическим белкам группы 8-100. но не основному белку миелина или 
близкому по свойствам к 8-100 кальмодулину, имеющему, преимуще
ственно, нейрональную локализацию [7]. Были выявлены а-АТ такой 
направленности у 75—80% больных независимо от формы заболевания. 
Отметим, что данные о наличии а-АТ к белкам 8-100 у больных са
мыми разными нервно-психическими заболеваниями были получены 
также югославским»։ исследователями, использовавшими принципиально 
иной метод детекции—кожно-аллергические пробы [8]. Эти данные 
позволяют предполагать причинную связь самых разных форм психо- и 
невропатологии с нарушениями метаболизма белков 8-100 и могут рас
сматриваться как косвенное свидетельство в пользу гипотез о ведущей 
роли поражений глиальных клеток в патогенезе различных заболеваний 

мозга [9].

эпилепсией (6). рассеянным склерозом (в). По осн абсцисс—фракции 
(зоны) 1—12 белков со значениями р! соответственно 3,0—9.5. а также 
белки S-100 (I). кальмодулин (II), основной белок миелина (III), с ко
торыми проводилось тестирование проб сывороток. По оси ординат—уро
вень относительной иммунореактивное™ аутоантител (в усл. ед. иммуно- 
реактивности в виде разности между данными анализа проб сывороток 
здоровых и больных) с антигенами тест-системы (уровень иммунореак
тивное™ здоровых лиц с соответствующими антигенами принят за 0)

С целью выявления индивидуальных АГ-мншеней (помимо S-100) 
было предпринято их иммуноаффинное выделение из белкового экстрак
та суммарного мозга крыс и субклеточной фракции ядер. В ходе прове
дения подготовительного этапа (выделение а-АТ из сывороток крови 
больных)был обнаружен интересный факт преимущественной сорбции 

■ «антимозговых» а-АТ больных шизофренией на колонках с ядернымн
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АГ: в экспериментах по насыщению аффинных сорбентов на равные 
по количеству иммобилизованных белков колонки с .белками ядер сор
бировалось л* 10-кратно большее количество а-АТ, чем на колонки с 
суммарными белками экстракта мозга. В свою очередь, иммобилизо
ванные а-АТ больных шизофренией сорбировали, преимущественно, 
белки ядерных экстрактов. Подобных феноменов не отмечалось при ра
боте с сыворотками больных эпилепсией и преколонкой, содержащей 
у-глобулины из крови здоровых людей. Эти данные подтверждают 
прежние иммуногистохимические наблюдения об антиядерной направ
ленности «антимозговых» а-АТ при шизофрении [10].

Таблица 1 Таблица 2
Изоэлектрические точки белковых о ..величины Мг белковых антнгенов- антигспсв-мишсиеи аутоантител кро

ви больных шизофренией и эпилсп- мишеней аутоантител крови больных
сиси шизофренией и эпилепсией

Значения р! элюируемых белков Мг элюируемых белков (в кД)

Носитель с не- 
и.мунными у- 
глобулинами 
(преколонка)

Носитель с 
ЛТ больных 
шизофре

нией

Носитель с 
АТ больных 
эпилепсией

Носитель с нс- 
имунны.ми у- 
глобулипами 
(прсколонка)

Носитель с 
АТ больных 

шизофре
нией

Носитель с 
АТ больных - 
эпилепсией

-1,30 4,30 14 14 14
-1.55 — —— — — 19
5,00 _ __ —— — 23
5.15 — — 1 --- 27
5.20 — — 29 —— -—

_ 5.25 — —- 31 —
5.30 — _ 34 —

5,50 5.50 44 —
_ 5.57 _ .. — 46 —
—— _ 5,65 47 47

5,75 5,75 _ 54 54 —
6,00 — — 56 —— ■
6,15 _ — 62 — '

6.20 6,20 6.20 63 — —
_ 6,25 __ — 67 —

6,27 —— _ 74 74 ——
6,33 _ —— 100 —

___ 6,55 6,55 — 300 —
— 6,75 >300 >300 >300-

6.95 ——
7,25 7.25 —

— 7,50 ——
— _ 7,60

7.70 _ __
— 7.85 _
— — 8.05

8,17 __ __
8,20 _ __
8,35 _

— — 8,50

Данные о величине Мг и изоэлектрических точках белковых АГ- 
мишеней при шизофрении и эпилепсии, а также о характеристиках бел
ков сорбируемых преколонкой, представлены в табл. 1 и 2- При их ана
лизе обращает на себя внимание общее соответствие между значениями* 
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Р* индивидуальных белковых АГ и характерными для шизофрении и 
эпилепсии зонами повышенной иммунореактивности тест-системы, выяв
ленными с помощью иммуноферментного анализа. Это подтверждает 
возможность использования данной тест-системы либо ее модификаций 
в качестве основы для разработки инструментальных экспресс-диагно- 
стических методов, пригодных для клинического использования и мас
совых диспансерных обследований.

Отметим, что среди индивидуальных АГ-мишеней а-АТ больных 
шизофренией и эпилепсией нам удалось обнаружить соответственно 11 
и 5 белкОв (за вычетом белков, характеристики которых совпадали с 
сорбировавшимися на преколонку). При этом общий состав АГ-мише
ней при данных заболеваниях был существенно различным, что, ве
роятно. отражает различия в молекулярных изменениях в мозгу, при
водящих к возникновению или сопровождающих развитие шизофрении 
и эпилепсии. Помимо физико-химических характеристик АГ-мишеней 
следует отметить тот факт, что большая часть обнаруженных белков 
имела признаки органной (тканевой) специфичности. Это заключение 
было сделано нами на основании экспериментов по изучению сорбции 
на иммобилизованных белках экстрактов печени и крови крыс «анти
мозговых» а-АТ, выделенных из крови больных с использованием ко
лонок с белками мозга, так как было обнаружено, что с сорбентами, 
содержащими белки печени и крови крыс связывается не более 10— 
15% а-АТ крови больных шизофренией и эпилепсией, сорбирующихся 
на колонки с белками мозга, а 85—90% общей популяции а-АТ прохо
дят через сорбент без задержки.

Обнаруженные и описанные 11 и 5 белков, являющихся АГ-ми- 
шенями «антимезгопых» а-АТ при шизофрении и эпилепсии, вероятно, нс 
исчерпывают всего спектра белков мозга человека, являющихся объектами 
аутоиммунных процессов при указанных заболеваниях. Это обусловлено тем, 
что. во-первых, помимо видопеспецифичных АГ-мишеней. общих для 
.мозга человека и других млекопитающих, мишенями а-АТ могут быть 
и видоспецифичные белки, связанные с молекулярным обеспечением 
структурно-функциональных особенностей, присущих только мозгу че
ловека. Использованные нами подходы не позволяли детектировать на
личие или отсутствие таких видоспецифичных АГ-мишснеи; во-вторых, 
следует иметь в виду, что, используя в качестве основного инструмента 
иммобилизованные «антимозговыс» а-АТ, выделенные из небольших по 
объему проб сывороток крови множества больных шизофренией и эпи
лепсией, мы обнаружили и проанализировали свойства лишь тех видо- 
неспепифических АГ-мишеней, а-АТ к которым присутствовали в крови 
всех или значительной части больных одной и другой нозологической 
формой. Выделение отдельных АГ, поражаемых а-АТ лишь у индиви
дуальных больных, возможно, имело место в наших экспериментах, од
нако количество этих белков оказалось за пределами разрешения ме
тодов их детекции. Подтвердить или опровергнуть эти предположения 
смогут дальнейшие углубленные исследования, однако обнаружение 
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того факта, что мишенями аутоиммунных процессов при шизофрении к 
эпилепсии являются не сотни или тысячи, а гораздо меньшее число՛ 
белков, внушает оптимизм в плане исследования соответствующих про
цессов и разработки способов их коррекции.

PHYSICO-CHEMICAL. PROPERTIES OF SPECIES-NONSPECIFIC 
BRAIN PROTEIN ANTIGENS-TARGETS FOR AUTOANTIBODIES 

IN SOME NEUROLOGICAL DISORDERS

POLETAYEV A. B.. SELIFANOVA О. P.

P. K. Anokhin Institute of Normal Physiology, USSR Acad. Med. .So։.,
Moscow

„Anti-brain" autoantibodies (a—AT) specific for each pathology 
have been detected in the blood of patients suffering from schizophre<- 
nia, epilepsy and multiple sclerosis with the aid of solid-phase imtnuno- 
enzyme analysis and test system of antigens. In addition to them, a—AT 
to brain-specific S—100 proteins have been detected in the blood of 
70-80% of patients with various neurological disorders. With the aid 
of anti-brain a—AB, immobilized on protein А-Sepharose, proteins spe
cifically binding „schizophrenic" and <r Epilept icJ> a—AB have been iso
lated from rat brain extracts—11 and 5 proteins respectively. Their 
Mr and pl values have been determined. It's emphasized that in the 
case of schizophrenia antigen targets are nuclear proteins, whereas in 
epilepsy—cytoplasmic ones, linmunosorbtion data point to a tissue- 
specifity of anti-brain a—AB in schizophrenia and epilepsy;.
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 612.822.1

ВЫСВОБОЖДЕНИЕ [|!С] Р-ФЕНИЛЭТИЛАМИНА ПРИ 
ЛОКАЛЬНОЙ СУПЕРФУЗИИ НЕОСТРИАТУМА 

ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС

ЖАРИКОВА А. Д„ ГОДУХИН О. В.. ЖАРИКОВ С. И.

Институт биологической физики АН СССР. Пущино

Амфетаминоподобный симпатомиметик Р-фенилэтиламин (|р-ФЭА)' 
идентифицирован в головном мозгу животных и человека [1], причем 
основная часть эндогенного Р-ФЭА обнаружена во фракции нервных 
окончаний [2]. Считается, что эффекты экзогенно введенного Р-ФЭА 
на ЦНС преимущественно связаны с его влиянием на моноамннерги- 
ческие системы головного мозга и в особенности на дофаминергическую 
систему [3]. В исследованиях ill vivo установлено [4], что Р-ФЭА 
может модулировать эффективность дофаминергической нейропередачи,, 
взаимодействуя с пресинаптической [5] и постсинаптической [6] обла
стью дофаминергического синапса. Кроме того, обнаружено, что регио
нальное распределение эндогенного дофамина (ДА) в головном мозгу 
крыс совпадает с распределением экзогенно введенного в больших дозах 
Р-ФЭА с максимальным накоплением в неостриатуме [7j. Неостриатум 
обладает значительной активностью декарбоксилазы ароматических ами
нокислот—фермента, катализирующего синтез р-ФЭА из Ь-фенилала- 
нииа и занимает одно из первых мест среди структур головного мозга 
по содержанию эндогенного Р-ФЭА [1]. Учитывая вышеизложенное, 
закономерен вопрос, не локализуется ли эндогенный Р-ФЭА в дофамин
ергических, в частности, нигростриатных нейронах, обладающих всеми 
ферментными системами, необходимыми для синтеза и разрушения 
р-ФЭА? Одним из подходов к решению этого вопроса является срав
нительный анализ высвобождения предварительно апплицироваиных в 
неостриатум [3Н] ДА 11 [ИС] Р-ФЭА в ответ на электрическую сти
муляцию сомы дофаминергических нейронов в компактной зоне черной 
субстанции. В данной статье представлены результаты такого сравни
тельного анализа.

В работе использована методика локальной суперфузии головного- 
мозга с помощью описанной ранее системы нагнетательио-отсасывающей 
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Xpush-pull) канюли с одновременной регистрацией электрической актив
ности мозга из области суперфузии [8]. Эксперименты проводили в 
условиях острого опыта на белых крысах-самцах массой 300—400 г, на
ходящихся под нембуталовым наркозом (40 мг/кг, внутрибрюшинно). В 
ходе предварительной операции животным стереотаксичсски (по атласу 
Фифковой и Маршалла) в неостриатум вживляли направляющую труб
ку с регистрирующим электродом (АР=—1,5; L=2,5: V=5), а в 
компактную зону черной субстанции — стимулирующие электроды 
(АР = -}-4,5 и 4,3; L = 2; V = 8,5). Методика анализа высвобождения 
в перфузат предварительно апплицироваиного в неостриатум [3Н] ДА 
подробно приведена ранее [9]. В экспериментах с р-ФЭА в область 
будущей суперфузии через направляющи) трубку с помощью микро
шприца вводили [*'С] р-ФЭА (4 мкл, 8-10 9 моль, У. А. 50 мКи/ммоль, 
«Amersham», Англия). По истечении 30-минутного периода накопления 
[։<С] Р-ФЭА в клеточных элементах в неостриатум до уровня копчика 
регистрирующего электрода погружалась push-pull канюля. Для супер
фузии использовали искусственную цереброспинальную жидкость сле
дующего состава (мМ): NaCI—117; KCI—5,4; CaCle—1,3; NaH2PO.|—1.1; 
NaHCOa—25; MgSO.;—0,6; глюкоза—10 с добавлением ингибитора 
МАО ниаламида (12,5 мкМ). Перед экспериментом перфузионную 
жидкость насыщали карбогеном (Ог:СО2=95:5% ) до pH 7,4. Скорость 
тока перфузионной жидкости составляла 50 мкл/мин,, общее время су
перфузии около 3,5 ч. Сбор перфузата начинали спустя 100 мин от 
начала суперфузии. Собранные в счетные флаконы 20-минутные фрак
ции перфузата высушивали при 90°. Оценку суммарной радиоактивности 
производили в толуольном сцинтилляторе на счетчике SL-4000 фирмы 
«Intertechnique» (Франция). Радиоактивность первой 20-минутной 
фракции перфузата принимали за 100% и относительно неё оценива
ли высвобождение [14С] р-ФЭА в последующие 20-минутные периоды 
суперфузии. В течение 2- и 4-го 20-минутных периодов суперфузии про
водили электрическую стимуляцию компактной зоны черной субстанции 
в течение 20 мин серийными импульсами длительностью 0,1 мсек, с 
частотой серии 0,6, частотой внутри серии 5 Гц, длительностью серии 
1 с. Достоверность различия уровней высвобождения [1 'С] Р-ФЭА в 

.аналогичные периоды суперфузии у сравниваемых групп животных оце
нивали по критерию Стьюдента. В конце эксперимента осуществляли 
морфологический контроль положения канюли и электродов.

В проведенных экспериментах установлено, что спустя 100 мин от 
начала локальной суперфузии неостриатума головного мозга крыс спон
танное высвобождение предварительно апплицироваиного [ИС] Р-ФЭА 
постепенно уменьшается в течение пяти последовательных 20-минутных 
периодов суперфузии. Результаты экспериментов по анализу высвобож
дения [ИС] р-ФЭА при электрической стимуляции черной субстанции 
приведены на рисунке. Для сравнения на этом же рисунке представлены 
данные по высвобождению в перфузат предварительно апплицирован- 
ного в неостриатум | Н] ДА. полученные нами ранее [9]. При элек
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трической стимуляции компактной зоны черной субстанции с частотой 
5 Гц в течение 2-го 20-минутного периода суперфузии наблюдали до
стоверное 20%-иое увеличение (р<0.05) высвобождения в перфузат 
предварительно апплицированного в неостриатум [!’С] ₽-ФЭА. При 
электрической стимуляции, производимой в течение 4-го 20-минутного 
периода суперфузии проявлялась лишь тенденция к рост}' высвобож
дения [ИС] 0-ФЭА. Эффекты электрической стимуляции на высвобож
дение [ !"С] Р-ФЭА зависели от расположения канюли в неостриатуме 
и стимулирующих электродов в черной субстанции. Как и в слу-

Рчс. Влияние электрической стимуляции (частота 5 Гц) компактной зоны 
черной субстанции головного мозга крыс на высвобождение в перфузат 
предварительно апплнцированных в иеостриатум РН] ДА (а) и 
[։’С] Р-ФЭА (6) I. 2. 3, 4, 5—20-минутные фракции перфузата, соб
ранные спустя 100 мин от начала перфузии неострнатума: электриче
ская стимуляция производилась в течение 2-го и 4-го 20-минутных ։։с 
риодов (указано стрелками); *—достоверно различающиеся средние зна
чения уровней высвобождения [3Н] ДА и [։-С] 0-ФЭА в. аналогичные 
периоды перфузии 2-х сравниваемых групп экспериментов (3—4 опыта, 
М±п»; ,р<0.05);прямой линией обозначено спонтанное высвобождение.

пунктирной—индуцируемое электрической стимуляцией

чае с [3Н] ДА, наибольшее повышение высвобождения в перфузат 
[|4С] р-ФЭА обнаружено при вживлении электродов в ростромедиаль
ную или центральную часть черной субстанции и погружении push-pull 
канюли в центральную часть головки хвостатого ядра. В том случае, 
если стимулирующие электроды находились в вентрокаудальной части 
черной субстанции, a push-puli канюля—в ростро-центральной части 
хвостатого ядра, стимулируемое высвобождение Х,4С] Р-ФЭА было 
меньше. Хотя предварительно апплицированный в неостриатум 
[|4С] р-ФЭА высвобождается в перфузат при тех же параметрах элек
трической стимуляции компактной зоны черной субстанции, что и 
:[3Н] ДА. динамика высвобождения у них различна. В экспериментах 
< [3Н] ДА в последующий после электрической стимуляции 20-минут
ный период суперфузии происходит еще большее увеличение высво
бождения в перфузат [3Н] ДА, тогда как для [’’’С] Р-ФЭА этого не 
наблюдается. Причины такого различия могут быть связаны как с раз
ным механизмом поступления апплицированного [՛ С] р-ФЭА внутрь 
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нервных окончаний, так и разными возможными механизмами высво
бождения соединений из нервных окончаний. Согласно нашим данным 
[10]. р-ФЭА накапливается в нервных окончаниях путем облегченной 
диффузии. Поэтому доля поступающего в окончания [|֊'С] р-ФЭА из 
общего количества апплицированного внутрь неостриатума [ИС] Р-ФЭА 
невелика и зависит только от разности концентраций [|5С] Р-ФЭА 
снаружи и внутри нервных окончаний. В свою очередь [3Н] ДА на
капливается в нервных окончаниях с помощью Na^-зависимого актив
ного транспорта, осуществляемого мембранным переносчиком [11]. 
Этот механизм транспорта позволяет апплицированному в неостриатум 
[3Н] ДА накапливаться в дофаминергических нервных окончаниях за 
короткий промежуток времени в больших количествах. Таким образом, 
разный исходный уровень [14С] Р-ФЭА и [3Н] ДА, аккумулированных 
в неостриатуме перед суперфузией, может объяснить различную дина
мику высвобождения [14С] Р-ФЭА и [3Н] ДА при одних и тех ясе па
раметрах электрической стимуляции. Кроме того, при длительной элек
трической стимуляции внутри нервных окончаний возрастает концен
трация Na+, что может инициировать 1\а+-зависимое высвобождение 
ДА, опосредованное мембранным переносчиком. По-видимому, увеличе
ние высвобождения [3Н] ДА в последующий после электрической сти
муляции период суперфузии связано также с высвобождением [3Н] ДА 
посредством переносчика. В случае [14С] Р-ФЭА №+-зависимый компо
нент высвобождения, вероятно, отсутствует; было установлено, что функ
ционирование мембранного переносчика для р-ФЭА не зависит от 
Na+ [10].

Таким образом, полученные нами данные показывают, что предва
рительно апплицированный в неостриатум [|4С] р-ФЭА высвобождает
ся в перфузат при тех же параметрах электрической стимуляции ком
пактной зоны черной субстанции, что и [3Н] ДА. Это подтверждает 
предположение о локализации эндогенного Р-ФЭА в дофаминергических 
нигростриатных нейронах головного мозга крыс.

RELEASE OF "C-3-PHENYLETHYLAMINE DURING LOCAL 
SUPERFUSION OF RAT BRAIN NEOSTRIATUM

ZHARIKOVA A. D., GODUKHIN О. V.. ZHARIKOV S. I.

Institute of Biological Physics, USSR Acad. Sci.. Poustchino

Using local superfusion technique of rat brain neostriatum with 
push-pull cannulae it was demonstrated that preliminary applied ["C|-?- 
phenylethylamine is released into perfusate under the same conditions 
jof electric stimulation of substantia nigra (5 Hz) as [’H| dopamine. Da
ta obtained confirm the suggestion about localization of endogenous 
P-pheny lethylamine in the dopaminergic nigro-strialal neurons of rat 
brain.
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СУЛЬФГИДРИЛЬНЫЕ ГРУППЫ В ОТДЕЛЬНЫХ КЛЕТКАХ 
СИНЕГО ПЯТНА. СУПРАОПТИЧЕСКОГО ЯДРА И 
ДОРЗАЛЬНОГО ЯДРА ШВА ГОЛОВНОГО МОЗГА

КРЫС ПРИ ЛИШЕНИИ ПАРАДОКСАЛЬНОЙ ФАЗЫ СНА

КРИВЕНКО Н. Е.. КЛЕНИКОВА В. А.. ДЕМИН Н. Н.

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

Ранее было установлено [1], что 24-часовое лишение крыс пара
доксальной фазы сна (ПФС) приводит к повышению содержания «сво֊ 
бедных» SH-rpynn в белках нерастворимой (.мембранной) фракции го
могената стволовой части головного мозга; в белках растворимой фрак
ции оно не изменялось, так же как и содержание низкомолекулярных 
SH-компонентов. При этом оказалось [2], что сдвиги содержания 
SH-групп в структурных белках были связаны лишь с синаптосомной 
и ядерной субфракциями. Такие изменения в структурных (мембранных) 
белках были расценены как показатель их сдвигов в сторону денатура
ции. При микрохимическом исследовании гомогенатов толстых срезов 
тех участков ствола мозга крыс, в которые входили имеющие отно
шение к процессам сна ядра шва tnn- raphe dorsalis et pentis), синее 
пятно и супраоптическое ядро, было показано [3], что лишение ПФС 
вызывало достоверное повышение содержания SH-групп лишь в дор
зальном ядре шва.

В связи со всем сказанным для большего уточнения локализации 
денатурационных изменений в белках ствола мозга при лишении ПФС 
казалось желательным провести определения содержания SH-rpynn 
именно в отдельных клетках исследуемых ядер.

Крыс-самцов линии Wistar массой 180—210 г подвергали 24-часо
вому лишению ПФС путем помещения их на площадки размером 
45X45 мм, расположенные на уровне 2 мм над водой [4. 5]. Контро
лем служили бодрствовавшие животные, находившиеся в условиях сво
бодного поведения. У одной серии подопытных и контрольных крыс 
(по 4—5 в каждой группе) определяли содержание SH-rpynn в телах 
отдельных перинейрональных глиоцитов и в цитоплазме и клеточных 
ядрах отдельных нейронов. Эти определения производили на срезах,, 
фиксированных по Бродскому [6], обезвоженных по общепринятой гн- 
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стологической схеме и залитых в парафин соответствующих проб ткани. 
Для выявления SH-групп использовали окислительно-восстановительную 
реакцию с 2.2'-диокси-6,6'-динафтилдисульфидом (ДДД) с последую
щим окрашиванием бис-диазотированным о-дианизидином [7] в приме
нении для нервной ткани. Величину оптической плотности объектов на 
окрашенных препаратах измеряли на микроцитофотометре МЦФ-VI 
при длинах волн 550 и 600 нм. С помощью таблиц Mendelsohn [8] на
ходили србдние величины оптической плотности, которые пропорцио
нальны концентрации SH-rpynn в объекте ( в усл. ед.). В нейронах 
исследовали отдельные участки цитоплазмы, а оптическую плотность в 
глиоцитах определяли в этих клетках целиком. После нахождения ве
личин объема объектов, умножая эту величину на величину их опти
ческой плотности, находили содержание SH-групп на 1 клетку 
[6]. На срезах, полученных от одной крысы, фотометрировали 10— 
15 клеток.

Результаты, полученные при определениях объема цитоплазмы ней
ронов синего пятна, дорзального ядра шва и супраоптического ядра и 
количественные характеристики белковых SH-групп в ней после 24-часо
вого лишения крыс ПФС,. представлены в табл. 1. Они показывают, 
что единственным достоверным сдвигом, установленным в этих усло
виях. явилось небольшое снижение концентрации SH-групп в цитоплаз
ме нейронов супраоптического ядра, что было обусловлено повышением 
ее объема при неизменном содержании SH-rpynn.

В белках митохондрий суммарного гомогената ствола мозга лише
ние ПФС ие вызывало изменений количества SH-rpynn [2], так же как 
и в растворимых белках такого гомогената [1]. Поэтому и результаты 
настоящей работы можно рассматривать как подтверждение этих преж
них данных—24-часовое лишение ПФС не сопровождается денатура- 
ционными сдвигами в цитоплазматических белках также в отдельных 
нейронах синего пятна, дорзального ядра шва и супраоптического ядра.

В табл. 2 представлены данные о содержании на 1 клетку SH-rpynn 
в ядрах нейронов и в цельных телах глиоцитов тех же исследованных 
нами структур ствола головного мозга крыс после 24-часового лишения 
их ПФС. Следует подчеркнуть, что, как показывают эти данные, лише
ние ПФС достоверно не влияло на содержание белковых SH-rpynn в 
глиоцитах ни одного из трех исследованных образований. В то же 
время при стабильности содержания SH-групп в ядрах нейронов синего 
пятна и супраоптического ядра оказалось, что лишение ПФС вызывало зна
чительное повышение содержания SH-групп в белках ядер нейронов 
дорзального ядра шва.

Как было упомянуто выше, в результате лишения ПФС было не
однократно констатировано [1, 2, 9] существенное увеличение концен
трации белковых SH-rpynn во фракции нерастворимых белков суммар
ных гомогенатов ствола головного мозга. В то же время и в отдельных 
клетках синего пятна, дорзального ядра шва и супраоптического ядра 
в настоящей работе (причем лишь в ядрах нейронов), и в гомогенатах
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Объем цитоплазмы нейронов синего пятна, дорзального ядра шва и супраоптического 
ядра головного мозга крыс, концентрация и содержание (на I клетку) в нон 

$Н-групп после 24-часового лишения парадоксальной фазы сна
(объем, в мкм3; концентрация, в уел. ед. оптической плотности; содержание, в 

уел. ед. оптической плотности • ед. объема • 100)

Группа 
животных

Синее пятно Дорзальное ядро шва Супраоптическое ядро

объем концентра
ция

содер
жание объем концентра

ция
содер
жание объем концентра

ция
содер
жание

Контроль 
Опыт 
Разница, в %

551+45
539*25
-2

47+1,5 
48+1,5 
+2

259+23
259+15 
+0

686+31
610+24 
-11

99+1,9 
111*2,1
+12

679+34 
677+30 
֊2

1450+41
1594+59

4-ю*

58+0.7 
53+1.0
-9*

841+27
845+36 

4-1

Примечание. * Здесь и в табл. 2 разница достоверна.

Содержание (на I клетку) БН-групп в ядрах нейронов и в телах порннейрональных 
глиоцитов синего пятна .дорзальною ядра шва и супраоптического ядра

головного мозга крыс после 24-часового лишения парадоксальной фазы сна (в уел. ед.)

Таблица 2

Группа животных
Синее пятно Дорзальное ядро шва Супраоптическое ядро

ядро нейрона глиоцит ядре нейрона глиоцит ядро нейрона глиоцит

Контроль 
Опыт
Разница, в %

39+1,5 
42+1,3 

+8

51+1,5
51+1,5 

+0

75+1,7 '
98+2,0
+31*

153+3.5
162+2,6

+6

76+1,1
72+1,0

-5

119+1,3
119+1,3 

+0



ЭТИХ ядер [3] после лишения ПФС повышение содержания белковых 
SH-групп выявлялось только в ткани дорзального ядра шва. Видимо, 
остается в силе допущение [10, 11], что основной причиной накопления 
белковых SH-групп в стволовых структурах головного мозга при ли
шении ПФС служат денатурационные процессы именно в синаптических 
мембранах нейронов. При этом надо заметить, что изменения именно 
в этих структурах были недоступными для выявления тем методом, 
который был использован нами в данной работе. Этот весьма важный 
вопрос подлежит специальному изучению. Довольно высокое же повы
шение содержания (около 25%) белковых SH-групп в «ядериой» фрак
ции суммарных гомогенатов ствола мозга при лишении ПФС [2], 
возможно, объясняется наличием в этой фракции, кроме ядер, также и 
обрывков других структур с измененным содержанием белковых 
SH-npynn.

SULFHYDRYL GROUPS IN SINGLE CELLS OF LOCUS 
COERULEUS, NN. SUPRAOPTICUS ET RAPHE DORSALIS 

OF REM-SLEEP DEPRIVED RATS

KRIVENKO N. E.. KLENIKOVA V. A.. DOEMIN N. N.

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

It has been demonstrated that in 24 REM-sleep deprived rats free 
SH-group content (per cell) changes in the cytoplasm of locus coeru
leus, nn. supraopticus et raphe dorsalis neurons. It was not changed 
in the perineuronal gliocytes, in the cell nuclei of the n. supraopticus 
and locus coeruleus neurons, while in the n. raphe dorsalis neuronal 
nuclei it increased by 31 per cent.
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ПРОНИЦАЕМОСТЬ МЕМБРАН ЛИЗОСОМ ГОЛОВНОГО 
МОЗГА ДЛЯ КИСЛОЙ РНКазы ПРИ ОБУЧЕНИИ 

КРЫС РАЗЛИЧНЫХ ЛИНИЙ

НЕЧАЕВА Г. А., ЛОПАТИНА Н. Г.
Институт физиологии им. И. П. Павлова АН СССР. Ленинград

Функциональная активность клеток головного мозга при обучении 
связана с изменением свойств их мембранных структур и внутриклеточ
ным перемещением ряда высокомолекулярных соединении [1—3]. Од
ним из факторов, влияющих на состояние мембран, является действие 
основных белков—гистонов, которые увеличивают проницаемость кле
точных мембран [4—6]. Гистоны головного мозга могут мигрировать 
из клеточных ядер [8. 9] и связываться с анионными группами эндо
плазматического ретикулума [8] • Особенно ярко проявляется их дей
ствие на мембрану лизосом [6. 7, 10]. Гистоны зобной железы телят 
в физиологической концентрации (0,5—50 мкг/мл) резко увеличивают 
проницаемость мембраны лизосом для лизосомных гидролаз, главным 
образом, для кислой РНКазы [6, 7]. Стимулирующий эффект гисто
нов на выход кислой РНКазы из лизосом головного мозга зависит от 
концентрации гистонов и уменьшается при исследовании лизосом жи
вотных, подвергающихся выработке условного рефлекса активного из
бегания (УРАИ) [11].

Целью настоящей работы было выяснить, наблюдается ли корреля
ция между степенью обученности крыс УРАН и изменением прони
цаемости мембран лизосом головного мозга для кислой РНКазы. Для 
этого сопоставлены результаты, полученные при исследовании двух ли
ний крыс, селектированных из линии Крушинского-Молодкиной по вы
сокому и низкому числу УРАИ. Проведено также сопоставление дей
ствия на выход кислой РНКазы из лизосом больших полушарий го
ловного мозга крыс линии Wistar сочетанных (при обучении) и несо
четанных (при псевдообучении) раздражителей, что позволило разгра
ничить изменения, возникающие вследствие обучения от изменений, 
обусловленных воздействием стрессорных, сенсорных и двигательных 
влияний, сопровождающих выработку УРАИ.
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В работе использованы крысы-самцы массой 160—170 г. Выработку 
УРАИ осуществляли в челночной камере двустороннего активного из
бегания. У крыс, селектированных из линии Крушинского-Молодкиной 
по высокой (линия ВЛ) и низкой (линия НЛ) способности к образо
ванию УРАИ [12] выработку условного рефлекса проводили в течение 
4 дней, во время 4 сеансов с промежутком в 24 ч. В каждом сеансе жи
вотные получали с интервалом в 30 с по 20 сочетаний условного раздра
жителя (свет) с безусловным (электрический ток силой 1.5 А). Всего 
животные получали 80 сочетаний условного раздражителя с безуслов
ным. В каждом опыте обучали одновременно 2-х животных—одно линии 
ВЛ. другое—линии НЛ. Крыс линии Wistar обучали в течение одного 
дня. Животные получали все 80 сочетаний условного раздражителя с 

■безусловным за один сеанс с теми же интервалами между раздражи
телями, что и при 4-дневном обучении. При этом исследовали одно
временно 3-х животных: подвергнутое выработке условного рефлекса 
(массированное обучение); псевдообученное. которому предъявляли не- 
сочетаниые условный и безусловный раздражители (активный контроль): 
интактное (пассивный контроль).

Через 30 мин после окончания обучения животных декапитировали 
в холодной комнате и все последующие операции проводили на холоду. 
Из больших полушарий головного мозга готовили гомогенаты (10%) в 
0.32 М сахарозе с 0.001 М ЭДТА и 0,01 М трис-HCl буфером. pH 7.4. 
из которых получали обогащенные лизосомами фракции (ОЛФ) [6. 
11]. Гомогенат центрифугировали 10 мин при 1100 g. Из надрсадочной 
жидкости центрифугированием при 12000 g в течение 20 мин получали 
осадок ОЛФ и промывали его 0.32 М сахарозой с 0.01 М трис-НС! 
буфером. pH 7,4. В промытом осадке содержалось около 80% всей ак
тивности кислой РНКазы и кислой фосфатазы гомогенатов больших 
полушарий.

Для определения проницаемости мембраны лизосом для кислой 
РНКазы свежевыделенные осадки ОЛФ из больших полушарии го
ловного мозга подопытных и контрольных крыс суспендировали в 
0,25 М сахарозе с pH 7.4. Пробы (1 мг белка в 1 мл) инкубировали в 
водяном термостате при 25° в течение 30 мин в 0,25 М сахарозе с 
0.01 М трис-HCl буфером. pH 7.4, с добавлением ядерного гистона ти
муса Н2а и без добавления. Затем пробы охлаждали и центрифугиро
ванием при 12000 g в течение 20 мин отделяли осадок (ОЛФ). В на
досадочной жидкости определяли активность кислой РНКазы, как 
описано ранее [6, 11]. по величине которой судили о выходе фермен
та из лизосом. Активность РНКазы выражали в А Аеао/мг белка. Вели
чину выхода кислой РНКазы из лизосом рассчитывали также в % от 
суммарной активности латентной кислой РНКазы, взятой для инкуба
ции суспензии ОЛФ. Латентную РНКазу в осадке ОЛ^Р определяли 
с добавлением 0,1%-ного тритона Х-100 [6. 11]. Белок определяли 
методом Lowry и соавт. [13].

Результаты определения величины выхода кислой РНКазы из ли-
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зосом, выделенных нз больших полушарий головного мозга обученных, 
псевдообученных и интактных крыс линии Wistar, приведены в табл. 1. 
Из таблицы видно, что ОЛФ интактных крыс (пассивный контроль) 
устойчивы в 0.25М сахарозе, pH 7,4: при их инкубации (25°, 30 мин) 
наблюдается лишь незначительный (около 6% от всей активности фер
мента в суспензии ОЛФ) спонтанный выход кислой РНКазы из лизо
сом. При добавлении в инкубируемую суспензию ОЛФ ядерных гисто
нов (Н2а 20 мкг/мл) проницаемость лизосомных мембран для кислой 
РНКазы повышалась примерно на 100%. Из таблицы видно также, 
что спонтанный выход кислой РНКазы из лизосом у крыс, подвергав-

Т аС.туа 1'
Влияние 1-двсвного обучения (80 сочетании. 10—15 условных рефлексов) и 

псевлообучсния на выход кислой РНКазы (1—Д А260,’мг белка, 2—в % ат 
общей активности кислой РНКазы ОЛФ) из лизосом больших полушарий

головного мозга крыс линии Wistar при инкубации суспензии ОЛФ в 0.25 М 
сахарозе с добавлением 20 .мкг/мл гистона Н2п и без него (п = 8)

17римсцанис. Приведена достоверность изменений *при сопоставлении рядов: 
Р|—активный кентроль/пассипный контроль. р2—обучение/псевдообучекис (актив
ный контроль).

Состояние животных Активность
РНКазы

Спонтанный 
выход в 0.25 М 

сахарозе
I

Выход в 0,25 М 
сахарозе с 
гистоном 

и

Стимулируе
мый гистоном 

выход 
ll-i

Пассивный контроль 1 0,726-0,008 1,594+.).090 0.714+0,082
2 6.49+0,1-1 13.30+0 „01 6.91+0.65

Активный контроль 1 1,186+0.089 1,352+0.085 0,135+0,110
р,<0.01 р,<0,05 pt<0.01

(псевдообучение) 2 10.15+U.76 12.53+0,75 1,11 + 1,02
р,<0.0(Н р։<0.05 р. <0.01

Обучение 1 1.002 +0,099 1.366+0,085 0, Э50+0.125
р,>0.05 р, 0.05 р„ 0»()5

2 9,28+0.72 12.07+0,72 3.484-1,91
р2>0,05 p2>«U,05 р3>0.05

шихся массированному обучению и псевдообучению, был выше, чем у 
интактных животных, а стимулирующий эффект гистона у этих жи
вотных, по сравнению с интактными, уменьшался. При этом у обучен
ных животных, по сравнению с псевдообученными. достоверных изме
нении спонтанного и стимулируемого гистонами выхода нс обнаружено. 
Результаты опытов с исследованием выхода кислой РНКазы из лизосом 
после 4-дневного обучения крыс линии ВЛ (80 сочетаний, 30—40 УР) 
и линии НЛ (80 сочетаний, 1—10 УР) представлены в табл. 2. Из 
этих данных видно, что величина спонтанного выхода кислой РНКазы 
из лизосом у крыс НЛ была выше, чем у крыс ВЛ, и примерно такой 
же, как у псевдообученных крыс линии \Vistar. В то же время выход 
кислой РНКазы из лизосом в присутствии гистона у крыс с высокой 
способностью к образованию УРАИ (ВЛ) был меньше, чем у крыс с 
низкой способностью к образованию УР (НЛ) (табл. 2, И).
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Таблица 2'
Влияние 4-дневного обучения (80 сочетаний) на выход кислой РНКазы из лизосом 

больших полушарий головного мозга крыс 2-х линий с высокой (линия ВЛ) и 
низкой (линия НЛ) способностью к выработке УРАН При инкубации суспензии 
ОЛФ в 0.25 М сахарозе с добавлением гистона (Н2а 20 мкг/мл) и без него.

Активность РНКазы: 1— Д А2б0/.мг белка, 2—в % от активности 
РНКазы‘в ОЛФ (п = 5)

Линйя крыс Активность
РНКазы

Спонтанный 
выход в 0.25 М 

сахарозе
I

Выход 
с гистоном 

II

Стимулируе
мый гистоном 

выход 
II—I

Крысы ВЛ 1 0,861+0.028 1.306+0,012 0,445+0,019
80 сочетаний, 30—40 ус- 2 6,93+0,15 10,52+0,31 3.41+0,38

лонных рефлексов
Коысы НЛ 1 1.131+0.052 1.690+0.025 0.561+0,115

80 сочетаний, 1 —10 ус- 2
р<0.01

9,51+0.15
р<о.01

14.24+0.14
р>0,05 

4,74+0.11
лонных рефлексов р<0,01 р<0.01 р>0,05

При выработке условного рефлекса активного избегания в. течение 
4 дней, как и при массированном 1-дневном обучении, животные полу
чали одинаковое число (80) сочетании условного раздражителя с без
условным. При этом выявлялась различная способность к выработке 
условного рефлекса у крыс линий ВЛ и НЛ. Число условных рефлексов 
за весь период обучения у крыс линии ВЛ достигало 30 40, а у крыс 
линии НЛ только 1—10. Во время массированного обучения у крыс 
линии Wistar наблюдалось от 10 до 15 условных реакции. После мас
сированного обучения и псевдообучения, а также 4-дневного обучения 
крыс линии НЛ отмечалось увеличение спонтанного выхода кислой 
РНКазы из лизосом больших полушарий при инкубации суспензии 
ОЛФ в 0,25 М сахарозе, которое не зависело от степени обученности 
крыс и было обусловлено, вероятно, воздействием стрессорных факто
ров, сопровождающих выработку УРАН. Такое предположение подт
верждается результатами, полученными нами при исследовании прони
цаемости мембраны лизосом коры головного мозга после частичного и 
полного лишения крыс сна. Под влиянием 6 и 48 ч лишения крыс пара
доксальной фазы сна и после полного лишения сна имело место увели
чение спонтанного, а также достоверное уменьшение стимулируемого ги
стоном Нга выхода кислой РНКазы по сравнению с контрольным уров
нем выхода этого фермента из лизосом [14]-

При рассмотрении данных, полученных при изучении влияния ги
стона на проницаемость мембраны лизосом обращает внимание то об
стоятельство. что у животных линии ВЛ наблюдается некоторое умень
шение, по сравнению с крысами линии НА, чувствительности мембра
ны лизосом к действию гистона (табл. 2. П) и снижение стимулирую
щего эффекта гистона.

В заключение необходимо отметить, что ситуация псевдообусловли- 
вания, несмотря на все отличие от ситуации выработки условного реф
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лекса, в той или иной мере может включать элементы выработки ус
ловной связи [1]. Эту возможность нельзя исключить. С другой стороны, 
исследование анионных групп липидов и фосфатных групп белков, с ко
торыми могут взаимодействовать гистоны, могло бы представить ко
личественную оценку изменения состояния мембраны лизосом при обу
чении и псевдообучении. Известно, что обучение может сопровождаться 
увеличением фосфорилирования белков ионных каналов [15], что при
водит к изменению проницаемости мембраны.

PERMEABILITY OF BRAIN LYSOSOMAL MEMBRANES 
FOR ACID RNAse IN RATS OF DIFFERENT LINES 

UNDER TRAINING AND PSEUDOTRAINING

NECHAEWA G. A.. LOPATINA N. G.
I. P. Pavlov Institute of Physiology. USSR Acad, of Sei.. Leningrad

Massive one-day training’ of animals (80 matchings 5—10 conditio
nal reflexes of active avoidance) and pseudotraining lead to 1,5—2 fold 
increase in a spontaneous release of acid RNAse from big cerebral he
mispheres’ lysosomes, whereas histone Hy,-stimulated release of this 
enzyme from lysosomes decreases. After 4-day long elaboration of con
ditioned reflex (80 matchings) in rats with low ability to training the 
spontaneous release of acid RNAse from lysosomes was higher for 30% 
than in animals with high ability to training. Data obtained indicate 
that both functional load in training and unmatched irritations in pseu
dotraining induce changes in lysosomal membrane that lead to an incre
ase in spontaneous release of acid RNAse in vitro conditions but are 
not coupled with the process of training per se.
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ИЗДАТЕЛЬСТВО «МИР» ПРЕДЛАГАЕТ:

Иммунологические методы исследования (под род. И. Лефковитса, 
Б. Перниса), перевод с англ-, 1988, 38 л.

Книга представляет.собой перевод III тома серии՛ «Иммунологические 
методы». Переводы двух первых томов выпущены издательством «Мир» 
в 1981 и 1983 гг. В данный том вошли последние, наиболее актуальные 
методические разработки в области молекулярной и клеточной иммуноло
гии. —-

Для иммунологов, специалистов по молекулярной биологии, цитоло
гов. врачей, лаборантов научно-исследовательских институтов, аспирантов 
и студентов биологических специальностей.

Иммобилизованные клетки и ферменты (под ред. Дж. Вудворда), 
перевод с англ., 1988, 14 л.

Книга международного коллектива авторов (главным образом англий
ских) представляет собой сборник современных методов, рекомендуемых 
для получения стабилизированных препаратов клеток и ферментов и их 
использования в практических целях. Подробно описаны приемы адсорб
ционной и ковалентной иммобилизации ферментов, иммобилизация вклю
чением в гель, комплексообразованием с металлами, микрокапсулирова
нием, а также применение стабилизированных биологических препаратов 
для создания электродов и датчиков, проведения электрохимических про
цессов, модификации стероидов, анализа гормонов и других целей.

Для специалистов в области биотехнологии, биохимиков, химиков.
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т. 6, № 4, 1987

УДК 612.822 1.017.1

ОЧИСТКА И НЕКОТОРЫЕ СВОЙСТВА 
АМИНОПЕПТИДАЗЫ МИЕЛИНА

ХРУСТАЛЕВА Н. А.. БАСКАЕВА Т. С.. ХОХЛОВ А. П.

I Московский ордена Ленина и ордена Трудоас-ro Красного Знамени 
медицинский институт им. И. М. Сеченова

Работа посвящена выделению аминопептидазы миелина и изучению 
ее некоторых физико-химических характеристик.

Установлено, что аминопептидаза находится в миелине в связанном 
■состоянии и проявляет активность только после предварительной обра
ботки. Активность фермента колеблется от 10 до 24 ед./мг белка.

Показано, что аминопептидаза миелина имеет величину Мг 62.3= 
3,7 кД, оптимум pH 9,6—9,8, ИЭТ при р! 8,92

Спектр ферментов миелина до настоящего времени не выяснен и 
является предметом обсуждения [1]. Что касается протеолитических 
энзимов, то сведения о них крайне ограничены и зачастую противоре
чивы. Исследованиями D' Monte и соавт. [2] показано присутствие в 
миелине кислых и нейтральных протеаз с низкой величиной У. А. 0,1 

.до 0,62 ммоль/ч на 1 г белка и аминопептидазы с У. А. 24 ммоль/ч на 
1 г белка, что соответствует прежнему представлению о миелине как 
инертной биологической структуре. Однако полученные в дальнейшем 
данные [3] о высокой скорости՛ обновления белков миелина (период по
лужизни основного белка миелина мозга крысы составил 20—30 дней) 
позволили предположить присутствие в миелине протеолитических фер
ментов с высокой величиной У. А.

Целью настоящей работы явилась очистка и изучение некоторых 
•свойств обнаруженной нами высокоактивной аминопептидазы миелина 
мозга.

В работе были использованы кролики породы шиншилла. После 
декапитации головной мозг немедленно извлекали и обрабатывали. 
Миелин выделяли по методу 'Norton, Poduslo [4] в некоторой моди
фикации. 1,5 г ткани мозга гомогенизировали в 10 мл 0,32 М раст
вора сахарозы (I стадия). Гомогенат наслаивали в равном объеме на 
0.85 М раствор сахарозы .в 0,1 М трис-буфере pH 7,4 и центрифуги
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ровали в центрифуге VAC-602 на бакет-роторе 30 мин при 75000g 
(II стадия). Промежуточный слой, содержащий миелин, осторожно от
сасывали, смешивали с 15 мл дистиллированной воды и центрифугиро
вали 15 мин при 75000g (III стадия). Осадок суспендировали в 8 мл 
дистилированной воды и вновь наслаивали на 0,85 М раствор сахаро
зы. Пробы центрифугировали 30 мин при 75000g на бакет-роторе 
(IV стадия). ^Промежуточный слой суспендировали в 8 мл физиологи
ческого раствора и центрифугировали при 20000 g (V стадия). Осадок, 
суспендированный в физиологическом растворе в соотношении 1:7, ис
пользовали для выделения фермента.

Активность фермента определяли по методу Hashen, Farr [5]. 
Белок определяли по Lowry и соавт. [6]. Величину У. А. выражали в 
мкмоль гидразина, образующегося в мин/мг белка. Для выявления суб
стратной специфичности использовали другие субстраты L-лейцинамид 
[7], L-лейцин-п-нитроанилид. В последнем случае определение активно
сти фермента проводили по методу Nagel и соавт. [8]

Гомогенность выделенного фермента и величину Мг определяли 
методом электрофореза в ПААГ. В качестве маркеров применяли набор 
стандартных белков («Pharmacia», Швеция).

Оптимальный для фермента диапазон pH выявляли с помощью 
0.1 М глицинового буферного раствора (pH от 8.0 до 10,0).

Изоэлектрическую точку определяли методом изохроматофокусиро- 
ваиия, предложенного Slyterman и соавт. [9]. В качестве ионообменной 
твердой фазы использовали гель РВЕ 118 («Pharmacia», Швеция), 
уравновешенный 0.025 М триэтиламиновым буфером, pH 11,0. Элюцию 
пробы проводили фармалитом в разведении 1:45, pH 8,0—10,5. Фрак
цию собирали, используя коллектор Ultrarak («LKB», Швеция). Про
верку образцов проводили спектроскопически, применяя проточный 
спектрофотометр Livicord III («LKB», Швеция). Одновременно в про
бах проводили определение активности фермента. Образцы, имеющие 
активность фермента, отбирали и измеряли pH при помощи прецизион
ного pH-метра («Orion», США) с микроэлектродами («LKB», Шве
ция). соответствующими их изоэлектрической точке.

Ранее в биологических жидкостях больных демиелинизирующими 
заболеваниями нами обнаружен протеолитический фермент миелина в 
комплексе с * ингибитором, имеющих։ высокое сродство к декстранам 
[10]. Последнее обстоятельство значительно облегчает процесс выделе
ния фермента. Для этого исследуемую биологическую жидкость про
пускают через колонку с сефадексом G-75 и многократно промывают 
сорбированный фермент физиологическим раствором. Сефадекс на ко
лонке слегка подсушивают кратковременным центрифугированием и 
оставляют при температуре 0—5° на 4—5 дней. За это время (видимо 
вследствие аутоокисления) разрушается химическая связь между фер
ментом и связывающим агентом и становится возможным элюирование 
.растворами слабой ионной силы. Однако при использовании в качестве 
источника фермента суспензии миелина метод оказался недостаточно 
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эффективным (активность фермента колебалась в пределах 2—6 ед/мг 
белка) и вследствие этого был модифицирован.

Выделение фермента из миелина проводили следующим образом: на 
колонку размером 10X1,5 см с приспособлением для центрифугирова
ния. наполненную набухшим сефадексом 6-75. наносили суспензию миели
на (6—8 мг белка) и центрифугировали при 700 g 1 мин. Балластные 
белки смывали сначала 20—25 мл физиологического раствора, затем 
10 мл 3%-ного раствора формальдегида, содержимое колонки центрифу
гировали при 700 £ 1 мин, после чего фермент элюировали 5 мл 7%-ного 
раствора формальдегида в 0.01 М трис-НС! буфере pH 7,4 с повторным 
центрифугированием в тех же условиях.

Вся процедура выделения занимала не более 1,5 ч и была проведена՛ 
при комнатной температуре. Лиофилизированный препарат фермента на
капливали (в течение месяца фермент терял не более 5% активности) и 
использовали для исследования.

Величина У. А. выделенного фермента находилась в пределах 10— 
24 ед/мг белка, тогда как исходная активность аминопептидазы миелина 
колебалась от 0.01 до 0.03 ед/мг белка.

Сравнительное исследование величины У. А. фермента на различных 
стадиях очистки миелина показало, что ферментативная активность не 
является примесью других фракций мозга. В то же вреЯя попытка выде
лить фермент из неочищенных гомогенатов мозга вышеописанным спосо
бом была неудачной.

Электрофоретическое исследование препарата в присутствии ДДС-.^а 
показало, что фермент очищен до состояния, близкого к гомогенному 
(рисунок). Изучение его электрофоретической подвижности в сравнении 
со стандартными белками позволило установить Мг основной белковой 
полосы, равную 62.3±3,7 кД. и минорной полосы .равную, 14,4± 1.2 кД.

Для проверки специфической активности обнаруженных фракций 
столбик геля извлекали из трубочек, разрезали в поперечном направле
нии по 2 мм и каждый кусочек элюировали 0.05 М веронал-мединало— 
вым буфером pH 8.6. содержащим 2.5%-ный КС!, в присутствии которого 
ДДС-К’а осаждается. Надосадочную жидкость анализировали на нали
чие активности. Установлено, что 95% аминопептидазной активности 
(субстрат лейиингидразид) обладал участок геля, соответствующий фрак
ции с Мг 62.3зЬ3.7 кД и лишь 5% активности фермента было обнаруже
но в зоне, соответствующей Мг 14.4=3=1,2 кД.

В опытах с использованием различных субстратов установлено, что 
очищенный фермент имеет определенную субстратную специфичность и с 
одинаковой скоростью гидролизует лейиингидразид.. лейцинамид и совер
шенно не расщепляет классический ариламидазный субстрат лейцин-п-ни- 
троанилид. который исследователи часто используют для определения: 
протеазной активности миелина [11].

Оптимальная область pH выделенного фермента соответствует зна
чениям 9.6—9.8. тогда как другие протеолитические ферменты миелина 
проявляли наибольшую активность при нейтральных значениях pH. [12].
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Анализ препарата фермента методом изохроматофокусирования по
казал присутствие 2 белков с различными изоточками (рисунок). Точки 
pH изофокусирования обнаруженных пиков соответствуют р! 8,92 и 
pH 7,76, при этом активность фермента с изоточкой р! 8,92 в три раза 
превосходила активность другой фракции фермента.

Рис. Электрофорез а ПААГ' (а) и изофокусирование (б) препарата фер
мента. выделенного из миелина: /—фракция с М, 62.3 кД: 2—фракция 

с М, 14.4 кД

Таким образом, в миелине ЦНС животных впервые обнаружен про
теолитический фермент с высокой активностью, который обладает опре
деленной субстратной специфичностью и имеет pH в щелочной среде с 
изоточкой pH 8,92.

PURIFICATION AND PROPERTIES OF AMINOPEPTIDASE 
FROM MYELIN

KHRYSTALYEVA N. A., BASKAEVA T. S„ KHOKHLOV A. P.

I. M. Sechenov 1st Medical School, Moscow

Purification scheme and some physico-chemical properties of ami
nopeptidase from myelin are reported. It has been established that en
zyme exists in myeline in a membrane bound form and is released only 
after pretreatment. The specific activity of enzyme is 10—24 U/mg of 
protein, Mr is 62,3±3,7 kDa, pH optimum—9,6, pl value-8,92.
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В ИЗДАТЕЛЬСТВЕ «НАУКА»

готовится к печати в 1988 г. (II квартал) монография Тарановой Н. П. 
«Липиды центральной системы при повреждающих воздействиях-» 12 а. л.

Настоящая работа является первой попыткой систематического изу
чения закономерностей повреждающего действия различных патогенных 
факторов на мембранные структуры ЦНС путем всестороннего исследо
вания состава и обмена различных липидов головного й спинного мозга. 
Специально разработанный методический подход позволил получить но
вые факты, раскрывающие- некоторые, ранее неизвестные стороны пато
генеза поражений ЦНС при острой и хронической интоксикации фос
форорганическими соединениями, при аллергической демиелинизации и 
при остром лучевом поражении. Впервые показано, что при действии раз
личных повреждающих факторов в ЦНС развиваются как специфические, 
так и иеспецифические изменения в составе и обмене липидов. Получен 
экспериментальный материал, вскрывающий ряд особенностей состава и 
обмена липидов спинного мозга, заслуживающих дальнейшего исследовав 
ния. На основе всестороннего анализа экспериментальных данных и све
дений литературы впервые выдвигается и обосновывается положение 
том, что в основе различных повреждений структуры и функции нервной! 
системы лежат нарушения в составе и обмене липидных компонентов 
и/или глиальных мембран. В книге представлены данные, характеризую
щие направленность и глубину нарушений обмена различных липидов при 
указанных повреждениях, а также общие закономерности метаболического 
ответа нервной ткани на ряд повреждающих воздействий, независимо от 
природы патогенного фактора.

Книга представляет интерес для специалистов, работающих в области 
нейрохимии, невропатологии, токсикологии.
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НЕИРОХИМИЛ
т. 6, № 4, 1987

УДК 577.1:591.481:615.221

ПОВЫШЕНИЕ АНТИОКИСЛИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
ЛИПИДОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС

ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЯ ФЕНАЗЕПАМА
(к вопросу о механизме антистрессориого действия бензодиазепинов)

МОЛОЧКИНА Е. М.. ПАПИН А. А.. КАИПОВА Г. Д„ КОРОТКИНА Р. Н..
•БУРЛАКОВА Е. Б.. КАРЕЛИН А. А.

•Институт химической физики АН СССР. Институт хирургии 
им. А. В. Вишневского АМН СССР. Москва

В последнее время в клинике широко применяют отечественный 
транквилизатор 1,4-бензодиазепинового ряда феназепам [1]. Основной 
целью его назначения в предоперационном периоде хирургическим боль
ным является обеспечение адекватного антистрессориого эффекта, то 
есть подавление (устранение) психоэмоционального напряжения.

Имеющиеся в литературе данные свидетельствуют о важной роли ин
тенсификации перекисного окисления липидов (ПОЛ) клеточных мембран 
в механизме развития эмоционально-болевого и эмоционального стресса 
у животных и человека [2—10]. В плане изучения механизма антистрес
сориого действия феназепама важно установить, как влияет этот препа
рат на интенсивность ПОЛ в головном мозгу у животных. Постановка 
такой задачи является необходимой и потому, что ранее были получены 
данные, казалось бы. противоречащие проявляющемуся по клиническим 
показателям антнстрессорному действию фюназепама, то есть было обна
ружено его прооксидантное действие в модельной системе и усиление 
ПОЛ в печени крыс после внутрибрюшинного введения препарата [11].

Объектом исследования были 90 самцов белых крыс со средней мас
сой тела 200 г, содержавшихся на обычном рационе вивария. Раствор 
феназепама готовили из сухого 'порошка путем солюбилизации его в 
0,9%-ном растворе К’аС! с помощью твина-80. Препарат вводили внутри-՜ 
брюшннио в количествах 0.5 и 5,0 мг на кг массы тела животного. Кры
сам контрольной группы вводили 3%-ныи раствор твина-80 в 0,9%-ном 
растворе К’аС!. Одной из групп животных одновременно с феназепамом 
внутрибрюшинно вводили таламонал (2.0 мл?кг), содержащий 2,5мг 
дроперидола и 0,05 мг фентанила. Крыс забивали через 1, 4, 6. 24. 48 и 
72 ч после введения феназепама или 0,9%-ного раствора МаС1. Мозг 
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после этого быстро извлекали, промывали холодным 0,9%-ным раство
ром NaCl, измельчали в микроизмельчителе ткани. Экстракцию липидов из 
ткани мозга проводили смесью хлороформа и метанола по методике Кейтса 
[12]. Об уровне ПОЛ судили по антиокислитсльной активности (АОА) 
липидов, которую определяли на метилолеатной модели [3]. На рисунке 
каждая точка на кривых соответствует 2—4 определениям АОА. У каж
дой точки обозначены границы доверительного интервала величины 
А АОА (в % от АОА контр.։ р=0,05). Число групп контрольных жи
вотных, у которых определяли АОА липидов мозга, было 16. На рисунке 
заштрихована область значений А АОА (в %), значимо не отличаю
щихся от 0 (в пределах р —0,05).

Рис. Изменение антиокислитсльной активности (АОА) липидоз голов
ного .мозга крыс после введения феназепама. По оси абсцисс—время 
после внутрибрюшинного введения препаратов животным (*։); по осн ор- 

(Д АОА (опыт-хонтр.) \
֊ ЙЯ---------------) ПОСЛС введснкя

АМАконтр. /
5 мг/кг (1), 0.5 мг/кг (2) феназепама и совместного введения (3) фена

зепама (5 мг/кг) с таламоналом (2 мл/кг)

На рисунке представлены изменения АОА липидов головного мозга 
крыс (в % по отношению к абсолютной величине исходной АОА) после 
однократного введения феназепама в дозах 0.5 и 5.0 мг/кг. Видно, что 
феназспам существенно повышает АОА липидов мозга, то есть подавляет 
ПОЛ В обоих случаях (как при высокой, так и при низкой дозах) после 
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введения феназепама .характер кривых изменения АОА липидов анало
гичен. то есть сначала отмечается подъем, затем возвращение к исход
ному уровню, за которым следует небольшое понижение АОА по срав
нению с нормой. Выраженное и продолжительное увеличение АОА ли
пидов головного мозга под действием феназепама позволяет предполо
жить. что способность феназепама повышать АОА липидов мозга вносит 
значимый вклад в защитный антистрессорный эффект, оказываемый этим 
веществом на животных и человека.

Поскольку в схему премедикации хирургических больных помимо 
феназепама (основного компонента) входит также таламонал, представ
лялось важным изучить совместное влияние феназепама и таламонала на 
АОА липидов мозга .Кривая 3 на рисунке демонстрирует изменения 
АОА липидов мозга крыс после одновременного введения феназепама и 
таламонала. Во все сроки наблюдения АОА существенно повышена по 
сравнению с исходным уровнем, и намного выше (кроме срока 24 ч). чем 
АОА липидов при введении одного феназепама. Если понижение АОА 
через 72 ч после введения феназепама связано с некоторым его повреж
дающим действием (как это показано для гепатоцитов [11])» можно 
предположить, что таламонал способствует снятию этого повреждающего 
эффекта. Более выраженное увеличение АОА липидов мозга после сов
местного введения феназепама и таламонала является, на наш взгляд, 
обоснованием (целесообразности включения последнего в комбинации с 
бензодиазепинами при введении их в организм с антистрессорной целью.

Возвращаясь к действию феназепама. хочется отметить тот факт, что 
прирост АОА при введении малой дозы феназепама существенно боль
ше такового, вызванного высокой дозой. Этот, на первый взгляд, пара
доксальный результат можно, по нашему мнению, объяснить двойствен
ным влиянием препарата на клеточный метаболизм: с одной стороны, 
его прооксидантным действием при включении в липиды [11], с другой 
повышение АОА вследствие рецепторного связывания феназепама нерв
ными окончаниями [13]. Учитывая, что в печени или нет бензодиазепи
новых рецепторов или их очень мало по сравнению с мозгом, с этих же 
позиций можно объяснить и разницу в действии феназепама (5 мг/кг) 
на АОА липидов мозга и печени (повышение в первом и понижение [11] 
во втором случае). Разумеется, мы не исключаем и другие возможности 
объяснения описанных экспериментальных фактов.
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INCREASED RAT BRAIN LIPID ANT1OXIDATIVE ACTIVITY 
AFTER PHENAZEPAM INJECTION

(concerning the mechanism of stressprotective action of benzodiazepines)

MOLOCHKINA Ye. M„ PAPIN A. A.. KA YIPOVA G. D.. KOROTKINA R. N„ 
'BURLAKOVA Yo. B., KARELIN A. A.

institute of Chemical Physics. USSR Academy of Sciences. Moscow 
A. V. Vishnevsky Institute of Surgery. USSR Academy of Medical

Sciences. Moscow

Intraperitoneal injections of phenazepam have been found to result 
in a marked and prolonged increase in rat brain lipid antioxidative ac
tivity (AOA).

Since lipid peroxidation intensification (and AOA decrease) are one 
of the essential features of stress injuries, it is quite reasonable to be
lieve that it is the phenazepam capacity to raise rat brain lipid AOA 
that contributes markedly to the stressprotective effect of the drug in 
human beings and animals. A more pronounced AOA increase after joint 
administration of phenazepam and thalamonal indicates the expediency 
of tandem administration of thalamonal with benzodiazepines in stress 
conditions. ՝

ЛИТЕРАТУРА

1. Фсназспам (под ред. А. В. Богатского). Киев .Наукова думка. 1982.
2. Богданова Е. Д., Каган Б. Е., Кулиев И. Я. и др. Иммунология, № 2. с. 65—66 

1981.
3. Бурлакова Е. Б.. Алесенко А. В.. Молонкина Е. М. и др. Бноантиоксиданты а лу

чевом поражении и злокачественном росте. М.. Наука. 1975.
4. Мссрсон Ф. 3., Каган В. Е., При.гипко А. А.. Рожиикая И. И. Бюл. экспсрнм. 

биол. и мед., т. 87. № 1. с. 404—406, 1979.
5. Прилипко -4. Я. Роль процессов перекисного окисления липидов з повреждении 

мембранных структур мозга при стрессе и гипероксии. Авторсф. докг. дисс.. 
М„ 1983.

6. Зридцпко Я. А.. Орлов О. М.. Иванова Е. М. Докл. АН СССР. т. 265. № 4, 
с. 1010—1014. 1982.

7. Шведова А. А.. Каган В. Е„ Кулиса И. М. Бюл. экспсрнм. биол. и мед. т. 93, 
№ 4. с. 24—26, 1982.

8. Меерсон ф. 3.. Каган В. Е.. Прилипко А. А., Рожиукая И. И. Бюл. эксперим. 
биол. и мед., т. 90. № 12. с. 661—663. 1980.

9. Мссрсон ф. 3 Павлова В. И.. Коробейникова Э. Н. Вопр. мед. химии, т. 26. 
№ 6. с .827—832. 1980.

10. Мо.голавкин Т. Н.. Поюроаский М. В. Бюл. эксперим. биол. и мед., т. 100. Ле 7. 
с. 36—38, 1985.

*11. Молочкина Е. М.. Карпова Г. Д.. Короткина Р. Н.. Карелин А. А.. Папин А. А 
Вопр. мед. химии, т. 31. № 3, с. 17—21. 1985.

12. Кейтс А/. Техника липидэлогии. М., Мир. 1975.
13. Карпова Г. Д- Влияние модификаторов ГАМК-сргической системы на липиды 

клеточных мембран. Автсреф. канд. дисс. М., 1986.

Поступила 23. IV 1987

604



т. 6, № 4, 1087

ПИСЬМА В РЕДАКЦИЮ

УДК 547.95

НЕПРИМЕНИМОСТЬ ХИНУКЛИДИНИЛБЕНЗИЛАТА ДЛЯ 
ЭКСПЕРИМЕНТОВ С МУСКАРИНОВЫМ РЕЦЕПТОРОМ В

РАВНОВЕСНЫХ УСЛОВИЯХ ~

ЭЛЛЕР М. X.. КЫГ4В А. Х„ ЛАНГЕЛ Ю. Л.. РИНКЕН А. А..

1 артуский государственный университет

1 кслслованнсм равновесного связывания нерадиоактивного и меченного тритием 
препарата хинуклидинилбенэилата с мембранным мускариновым холинорецс втором 
коры больших полушарий мозга крыс (25°. 0.05 М фосфатный буфер, pH 7,4) пока* 
зано, что истинная величина К(| ренептор-лигандного комплекса так мала, что не мо
жет быть точно определена обыкновенными методами радиолигакдного анализа. По
лучаемые же этим методом зависимости специфического связывания от концентрации 
лиганда являются, по существу, кривыми титрования рецептора, что объясняет за
висимость определяемых по этим данным величин К(| от концентрации рецептора в 
реакционной .системе. Сделан вывод, что [3Н]хинуклидинилбенэилат нс может быть 
применим в качестве радиоактивного лиганда при исследовании взаимодействия не- 
радиоактнвных лигандов с мускариновым рецептором в равновесных условиях

Биохимическое исследование мускаринового холинорецептора цент
ральной и периферической нервной системы стало возможным в связи 
с появлением специфических радиоактивных лигандов, позволяющих оп
ределить низкие концентрации этого белка. Одним из первых среди 
таких веществ был хинуклидинилбензилат [1]. который остался до 
настоящего времени наиболее широко применимым мускариновым ли
гандом. Это объясняется высокой эффективностью связывания [3Н] хи- 
нуклидинилбензилата с рецептором, что обеспечивает низкий уровень 
неспецифического связывания [1]. Немаловажное значение имеет также 
коммерческая доступность меченного тритием до высокой удельной ра
диоактивности препаратов этого вещества [2].

Обратимость связывания [0Н] хинуклидинилбензнлата с мускари
новым рецептором подтверждается вытеснением этого радиоактивного 
лиганда из комплекса избытком других мускариновых лигандов [1, 3, 
4]. Кроме того, экспериментальные данные по связыванию [3Н] хинук- 
лидннилбензилата описываются, как правило, уравнением изотермы свя
зывания для одноцентровой модели рецептора. Тем не менее, получен- 
ные из этих кривых связывания лиганда значения Ка рецептор-лиганд- 
ного комплекса оказались неодинаковыми. Так, например, для мускарн- 
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нового рецептора мозга крыс были получены значения—К<| в интервале 
от 9,1-10_|2М (5) до 5.7-10_|0М [6]. хотя эксперименты в этих рабо
тах проводились в близких условиях. Кроме того, кажущиеся величины 
Ktl в значительной степени зависят от концентрации рецепторного 
белка в реакционной смеси [7, 8], что невозможно объяснить, исходя 
из простых равновесных схем связывания. Все это заставляло нас вновь 
обратиться к вопросу определения «истинной» К<| комплекса хинукли
динилбензилата с мускариновым рецептором. С этой целью нами при
менены подходы с определением в условиях равновесного комплексообра
зования как свободного рецептора, так и рецептор-лигандного комплекса՝

Материалы и методы

Мембранный препарат мускаринового холинорецептора коры боль
ших полушарий мозга крыс в 0.05 М К+-фосфатном буфере (pH 7,4) 
получен, как описано раньше [9]. В качестве радиолиганда использо
вали препарат L-[3H] хинуклидинилбензилата («Amersham», Англия) 
с удельной радиоактивностью 38 Ки/ммоль. D, L-хинуклидиннлбензилат 
был синтезирован в лаборатории проф. Н. Н. Годовикова (Институт 
элементоорганических соединений АН СССР) и любезно был предо
ставлен для проведения измерений. Концентрацию активного компо
нента в растворах этого препарата рассчитывали из навески, учитывая, 
что в условиях изучения его связывания с холннорецептором активным 
является только один из изомеров в рацемической смеси [10. 11].

Определение рецептора по связыванию радиоактивного лиганда 
проводили методом фильтрации проб на стекловолокннстых фильтрах 
GF/B («Whatman». Англия). Использованные реактивы, методика об
работки фильтров и измерения связанной с ними радиоактивности опи
саны раньше [9].

Хинуклидинилбензилат инкубировали с мембранным препаратом 
рецептора в зависимости от условий опыта от 3 до 24 ч (25°). Отдельно 
было показано, что этого достаточно для завершения реакции комплек
сообразования при всех использованных концентрациях рецептора и ли
ганда. В течение этого времени спонтанной инактивацией рецептора можно 
пренебречь [9].

Специфическое связывание L-l[3H] хинуклидинилбензилата с мем
бранными препаратами холинорецептора определяли и по разнице об
щего и неспецифического связывания лиганда. Последнюю величину оп
ределяли в присутствии 10 мкМ атропннсульфата («Merck», ФРГ); она 
не превышала 3% от общего связывания в использованном интервале 
концентрации L-[3H] хинуклидинилбензилата.

Радиохимическую чистоту препарата L-[3H] хинуклидинилбензилата 
определяли методом ТСХ на пластинках «Силуфол» (ЧССР), исполь
зуя в качестве элюента смесь хлороформ-метанол-вода (10:7:1). В пике 
с R( = 0,33, соответствующей L-[3H] хииуклидииилбензилату, оказалось 
85сЕ2%радиоактивности (среднее из 3-х определении).
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Концентрацию Ь-[3Н] хинуклидинилбензилата определяли также 
титрованием мембранным препаратом рецептора. Количество рецептор- 
ных участков в мембранных препаратах было определено по՝ специфиче
скому связыванию большого избытка (10 нм) Ь-[3Н] хинуклидинил
бензилата.

Рис. 1. Титрование препарата Е-[3Н] хинуклидинилбезэнлата .мускарино
вым рецептором в 0.05 М фосфатном буфере pH 7.4, 25°. Приведены 

средние значения трех определений
Рис. 2. Специфическое связывание препаратов 1.-[3Н]хннуклидинилбенэи 
лата ((У) и В. к-[3Н] хинуклидинилбензилата (ф) с мембранами мозга 
крыс в 0,05 М фосфатном буфере. pH 7.4. 25° в зависимости от концен
трации Ь-изсмера свободного лиганда. Приведены средние значения 

трех определений

Проводя затем реакцию комплексообразования при разных концен
трациях рецептора и одинаковой концентрации радиолиганда (0,29 нм), 
было найдено, что максимальное количество образующегося комплекса 
соответствует 84=4% радиоактивного лиганда в реакционной среде 
(рис. 1). Полученное этим методом содержание активного вещества 
в препарате Ь-[3Н] хинуклидинилбензилата хорошо совпадает с данны
ми хроматографического анализа.

Результаты и обсуждение

Зависимости концентрации рецептор-лигандного комплекса от кон- 
центрацни свободного лиганда для хинуклидинилбензилата были полу
чены двумя разными методами.

В первом случае определяли непосредственно специфическое связы
вание радиоактивного лиганда с мембранами (рис. 2). При этом была 
учтена концентрация активного лиганда в препарате, найденная методом 
ТСХ или титрования рецептором.

В случае нерадиоактивного лиганда определяли количество сво
бодного рецептора после завершения реакции связывания, используя 
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10-кратный избыток радиоактивного лиганда (1.5 нМ). Применение 
такой методики возможно в связи с низкой скоростью диссоциации 
комплекса хинуклидинилбензилата с мускариновым рецептором [3]. 
Рассчитанная по оезультатам этих опытов зависимость концентрации 
яь-комплекса от концентрации свободного Е-нзомера лиганда в раство
ре также показана на рис. 2.

Данные, полученные для обоих препаратов хинуклидинилбензилата. 
свидетельствуют о том. что в условиях избытка рецептора в реакцион
ной смеси имеет место практически полное связывание лиганда с ре
цептором до эквивалентной точки н в системе практически отсутствует 
свободный лиганд (рис. 2). Такая зависимость характерна для слу
чаев, когда рецептор-лигандиый комплекс является необратимым или 
характеризуется очень низким значением К<|. Факты о том. что хинук- 
лидинилбензнлат может быть вытеснен из комплекса с мускариновым 
рецептором избытком других мускариновых лигандов, свидетельствуют 
в пользу второй возможности. При этом данные, приведенные на рис. 2. 
позволяют дать только приблизительную оценку величины К<1 в преде
лах 1 пМ или ниже.

Так как нижний предел концентрации рецептора, определяемый в 
опытах связывания радиоактивных веществ, зависит от удельной ра
диоактивности этих лигандов, можно заключить, что точную величину 
К<1 невозможно определить коммерчески доступными препаратами 
Е-[3Н1 хинуклидинилбензилата. Приведенные в то же время в литера
туре значения К<1 не имеют присваиваемого им физического содержания, 
поскольку вместо кривой равновесного связывания хинуклидинилбензн- 
лата, очевидно, получают кривую «титрования» активных центров ре
цептора. В таком случае обнаруженная в нескольких работах зависи
мость К., от концентрации рецепторного белка в реакционной среде 
[7. 8] приобретает конкретное содержание. Кроме того, можно понять, 
что тенденция понижения приведенных в литературе значении К<| по 
мере увеличения У. А. используемого препарата Е-[3Н] хинуклидинил- 
бензилата определяется возможностью проведения экспериментов при 
более низкой концентрации рецептора.

Показано, что при низких и умеренных концентрациях .хинуклиди
нилбензилата кинетику реакции образования комплекса с рецептором 
описывает двухстадийная реакционная схема [12]:

я+ь -^֊ ИЬ—Е1Д ч--- X---к..
в которой за быстрым наступлением равновесия следует медленная 
стадия изомеризации комплекса 1?Е в ЕЕ*. Так как экспериментальному 
определению поддаются значения Кв. ка и к г. по этим величинам 
можно вычислить константу диссоциации К<1 [12]:
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Используя приведенные в работе Силларда и соавт. [3] результаты 
кинетического анализа (Кь=1.3 нМ, к_г—2-10՜3 с՜1, к..—1.2-10՜2 е՜1), 
получим К, 1=2,1 пМ. Эта величина значительно ниже всех предло
женных до сих пор значений K,i и согласуется с вышеприведенными 
представлениями об исключительно эффективном связывании хниукли- 
динилбензилата с мускариновым рецептором.

Таким образом, можно говорить о двух факторах, определяющих 
кажущуюся необратимость связывания хинуклидинилбензилата с муска
риновым рецептором. Во-первых, этот комплекс характеризуется исклю
чительно низкой К<|, вероятно, в пределах 1—2 пМ или ниже. Во-вто
рых, этот комплекс диссоциирует медленно, с временем полупревра
щения при 25° до 10 ч [3, 4]. что уже сравнимо с временем полупрев
ращения для процесса спонтанной инактивации свободного рецептора 
[9]. Оба эти фактора делают хинуклидиннлбензилат удобным лигандом 
для определения концентрации рецепторных участков, ио практически 
непригодным для проведения измерений в равновесных условиях. Этот 
вывод относится прежде всего к результатам определения К<1 для пера- 
диоактивных агонистов и антагонистов методом вытеснения, хотя ос
новная масса обсуждаемых в литературе данных по мускариновым ли
гандам получена именно таким путем.

QUINUCLIDINYL BENZILATE CAN’T BE USED AS A 
LIGAND IN EQUILIBRIUM BINDING STUDIES WITH 

MUSCARINIC RECEPTOR

ELLER M. H„ KOIV Л. H„ LANGEL U. L.. RINKEN A. A.. 
TAHEPOLD L. J., JARV J. L.

State University, Tartu

The binding of tritium-labelled and unlabelled quinuclidinyl ben
zilate to the muscarinic receptor of rat brain membranes (25 C; 0,05 M 
Na, K-phosphate buffer, pH 7,4) has been studied. It has been found 
that the real dissociation constant (Kj) of the receptor-ligand complex 
is very small and cannot be determined by the usual method of equili
brium radioligand analysis. For this reason the experimentally obtained 
dependences of the specific binding of the ligand upon its concentra
tion are, in fact, the titration curves of the receptor. Taking them for 
the equilibrium binding curves one can observe dependences between 
the artificial Kj-value and the receptor concentration. A conclusion is 
made that [։H]-quinuclidinyl benzilate cannot be used in equilibrium 
binding studies to get meaningful binding data for unlabelled ligands.
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НЕ И РОХ И ПИ Л
т. 6, № 4, 1987

< ОБЗОРЫ

УДК 615.322:547.447.5,

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ НЕЙРОМЕДИАТОРНЫХ 
ЭФФЕКТОВ АЦЕТИЛХОЛИНА

ДОЛГО-САБУРОВ В. Б.
Институт токсикологии М3 СССР. Ленинград

В обзоре приведены современные представления о молекулярных механизмах со- 
п ряжения мускариночувствительных холинореценторов (м-ХР) с биохимическими си
стемами Эффекторных клеток. Обсуждена проблема гетерогенности м-ХР и связи их 
.подтипов с циклазными и фосфоинозитидной системами генерации вторичных мессенд
жеров. Подробно рассмотрена роль ОТР-связывающих белков (Х-белки) п регуляции 
сродства м-ХР к холинергическим лигандам и образования вторичных мссссндже 
ров—циклических нуклеотидов, диацилглицерина и инозитолфосфатов.

Представления Langley [1, 2] о химической передаче нервного 
импульса явились выдающимся вкладом в развитие концепции регуля
торно-трофической функции нервной системы. Постулированная им ги
потеза о существовании на поверхности эффекторной клетки «рецептив
ной субстанции» и секретируемого нервными окончаниями специфиче
ского сигнального вещества послужила основой для последующего соз
дания весьма плодотворной теории, объясняющей физиологические эф
фекты нейромедиаторов.

Следующим чрезвычайно важным шагом на пути, ведущем к пони
манию механизмов воздействия нервной импульсации на эффекторные 
системы, явились исследования Dale [3], обнаружившего сходство эф
фектов стимуляции парасимпатических нервов с действием эфиров холи
на и мускарина, а затем и Loewi [4], который продемонстрировал ме
диаторную роль АХ.

К настоящему времени оказались достаточно хорошо изученными 
характер взаимодействия АХ с мускарино- и никотиночувствительными 
холинорепепторами, структура их активной поверхности, локализация в 
ЦНС и периферических органах. Подробно исследованы особенности 
метаболизма АХ, его энзимология, связь с передачей нервного импуль
са и физиологическими эффектами. Однако, если вклад АХ в регуля
торные механизмы парасимпатического отдела вегетативной нервной 
системы в полом достаточно ясен, то события, разыгрывающиеся в про
цессе взаимодействия этого нейромедиатора с активной поверхностью 
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соответствующего рецептора. регуляция этого взаимодействия ։; его 
связь с системам ։, определяющими физиологический статус эффекторной 
клетки, требуют дальнейшего углубленного анализа.

Существенный прогресс в изучении холикорецептсров, в частности 
м-ХР, являющихся основным объектом нашего рассмотрения, был до
стигнут в 60—70 годы как результат разработки метода радиолиганд* 
ного анализа .позволившего охарактеризовать кинетику взаимодействия 
с ними специфических агентов, меченных радиоактивными изотопами. 
С помощью этого подхода была получена информация о локализации 
м-ХР в отделах мозга и внутренних органах, о характере связывания 
с ними агонистов и антагонистов и влиянии на эти процессы различных 
по структуре и фармакологической активности лигандов [5—9].

Обращает на себя внимание то обстоятельство, что полученные с 
помощью радиолигандного анализа результаты, отражающие содержа
ние м-ХР в определенных органах и их сродство к холинолитикам и хо- 
линомиметикам, наиболее четко согласуются с данными, полученными в 
физиологических экспериментах, в том случае, когда оценивалось связы
вание с м-ХР меченых антагонистов или их конкурентное вытеснение из 
комплекса с рецептором немечеными агонистами. Что же касается свя
зывания с м-ХР in vitro меченых агонистов, то получаемая таким об
разом информация не полностью согласуется с тем. что удается наблю
дать в экспериментах in vivo. Если взаимодействие ацтагонистов с 
м-ХР. оцениваемое с применением различных вариантов радиолигандного 
анализа, характеризуется относительной «кинетической простотой», то 
в случае агонистов оно не может быть корректно описано только лишь 
с помощью константы сродства одного типа. Сложность процесса свя
зывания агонистов с м-ХР находи? отражение в значительном многооб
разии взаимоотношений, выраженных в координатах доза—эффект, ре
гистрируемых биохимическими и традиционными физиологическими ме
тодами на одном и том же биообъекте и представляющих собой спектр 
ответов эффекторной клетки на холинергическое возбуждение [10—12].

Изложенные факты и соображения послужили основанием гипотезы 
о существовании гетерогенных подтипов м-ХР, различающихся по срод
ству к лигандам и. вероятно, по вкладу в холинергическую регуляцию 
физиологических функций. В 70-е годы в связи с появлением широкого 
спектра новых и оригинальных по структуре соединений холинолитичс- 
ского и холиномиметического типов действия концепция гетерогенности 
м-ХР обогатилась новыми представлениями [13—16]. В настоящее 
время рассматриваются по крайней мере три возможных предпо
сылки неоднородности м-ХР:

1. Непосредственно взаимодействующий с нейромедиатором участок 
присутствует во всех типах м-ХР, однако различия в мембранном ок
ружении обусловливают особенности связывания с ним холинергических 
лигандов.

2. Неоднородность обусловлена особенностями структуры отдель
ных типов м-ХР (различия в первичной структуре рецепторного белка 
и его посттрансляционной модификации и др.).
612



Ъ. Гетерогенность м-ХР определяется связью с различными эффек
торными биохимическими системами.

В последнее время показана возможность существования подтипов 
.м-ХР в растворе детергентов (дигитонин, холат) после экстракции из 
клеточных мембран миокарда [17] и мозга [18] свиньи, коры больших 
полушарий мозга крысы [19] и кролика [20]. При этом изолированные 
рецепторные комплексы сохраняли, в целом, свойственные им особен
ности взаимодействия с лигандами. Это убедительно свидетельствует о 
том. что гетерогенность м-ХР не обусловлена исключительно влиянием 
мембранного окружения или иных факторов, а отражает реальность су
ществования их подтипов. В пользу справедливости этих представлений 
свидетельствуют полученные в опытах Ш ШУО и йг иНго данные о том, 
что необратимый блокатор м-ХР .\’-этоксикарбоннл-2-этокси-1,1-дигидро- 
хино~ин (ЭЭДХ) преимущественно связывался с мтодтипом ХР мозга 
крысы [21, 22]. В связи с тем, что существенную роль в необратимом 
холиноблокирующем эффекте ЭЭДХ играет активация пептидных кар
боксильных групп с образованием смешанного карбангидрола, способ
ного к взаимодействию с прилегающими «-аминогруппами, избиратель
ность по отношению к определенному подтипу м-ХР связана, по-види- 
мому, с большей доступностью карбоксильных групп этого рецептор
ного белка. Не исключено также, что доступность некоторых нуклео
фильных радикалов, способных к взаимодействию с активированными 
этим реагентом карбоксильными группами, у гетерогенных подтипов 
м-ХР различна. Так или иначе, эти данные вносят важный вклад в пред
ставление о существовании подтипов м-ХР как индивидуальных структур.

Принципиально важные данные относительно гетерогенности м-ХР՝ 
были получены в экспериментах с использованием [3Н]пирензепнна— 
трициклического холинолитика, обладающего существенно большим срод
ством к м-ХР различных отделов мозга (кора больших полушарий, по
лосатое тело, гиппокамп), чем к м-ХР миокарда и гладких мышц 
[23—25]. Было обнаружено, что этот нетрадиционный лиганд связыва
ется С ВЫСОКИМ сродством с М|-ПОДТИПОМ ХР (по терминологии На ГП- 
тег и соавт. [23]), выявленных с помощью принятого метода связы
вания [3Н] (—)-хинуклидинилбензилата. Существенно менее эффективно 
пирензепин взаимодействует с м-ХР, преобладающими в миокарде, моз
жечке, подвздошной кишке и относимым к М2-подтипу [24—26].

С использованием меченых лигандов, [3Н] пирензепина, [3Н] оксо- 
треморниа и [3Н] (—)-хинуклидинилбензилата методом авторадиогра
фии в светооптическом варианте обнаружены существенные различия 
в локализации различных подтипов м-ХР в структурах мозга лабора
торных животных. Так, у крыс М1-ХР присутствуют главным образом в 
тел энцефалических образованиях (I и II слои коры больших полуша
рий), зубчатой извилине, базолатеральных ядрах миндалины и обоня
тельном бугорке, а мг-ХР преобладают в холинергических ядрах ствола 
мозга, гипоталамуса, ядрах переднего мозга. III и V слоях коры боль
ших полушарий [27—30]. В ходе постнатального развития соотношение

613

10—694



Mi- и M2-XP в отделах мозга определенным образом изменяется [31]. 
При исследовании локализации различных типов м-ХР в мозгу чело
века (секционный материал) было обнаружено присутствие м>-ХР в 
базальных ганглиях, гиппокампе, миндалине и черной субстанции, а 
М2-ХР—в стволе мозга, мозжечке и зрительном бугре. В коре больших 
полушарий и гипоталамусе содержание обоих подтипов м-ХР было прак
тически одинаковым. При ряде заболеваний ЦНС (паркинсонизм, бо
лезнь Альцгеймера) соотношение подтипов м-ХР оставалось неизмен
ным [32].

Разработка представлений о гетерогенности м-ХР явилась важным 
шагом на пути изучения механизмов нейромедиаторных эффектов АХ. 
Существенный вклад в понимание процессов взаимодействия АХ с 
м-ХР и их регуляции вносят представления о сопряжении рецепторных 
структур плазматических мембран с GTP-связывающими белками (G- или 
N-белки), во многом определяющими как характер взаимодействия ли
гандов с соответствующими рецепторами, так и с эффекторными систе
мами клетки-мишени [33, 34]. Уместно кратко напомнить (более подроб
но этот вопрос будет рассмотрен далее), что N-белки играют чрезвы
чайно важную роль в реализации связи между рецепторами и биохими
ческими механизмами клетки и, будучи сопряженными с циклазами и 
фосфатидилинозитолфосфодиэстеразой (фосфолипаза С), преобразуют 
гормональные и нейромедиаторные сигналы. Функционируя в неразрыв
ном единстве с гуаниловыми нуклеотидами, эти белки играют в клетке 
роль принципиально важной модулирующей системы—интегрального 
компонента механизма восприятия рецептором поступающей информа
ции [35-40].
( В середине 70-х годов в трех различных лабораториях практически не
зависимо было продемонстрировано, что GTP или его негидролизуемый 
СТРазой аналог Gpp(NH)p заметно снижают сродство м-ХР предсер
дия крысы к карбахолину, ио не влияют на его взаимодействие с атро
пином [41—43]. Концентрация GTP и его аналога, при которой уда
валось наблюдать полумаксимальный эффект ингибирования связывания 
агониста с м-ХР, составляла 200 и 5 мкМ соответственно. Обращает 
на себя внимание, что ионы 2-валентных металлов, главным образом 
Мп2+ и Со2+, влияют на связывание холинергических агонистов проти
воположно тому, как это имеет место в присутствии G ГР или его ана
логов. По-видимому, взаимодействие АХ с м-ХР находится под двой
ным контролем—ионов металлов и GTP [44], возможность которого 
обусловлена существованием в м-ХР специализированных участков свя
зывания этих лигандов.

Эффектам гуаниловых нуклеотидов свойственна достаточно выра
женная тканевая специфичность- Так, максимальное торможение связыва
ния [3Н]АХ с м-ХР коры больших полушарий, ствола мозга и мио
карда крыс составляло в присутствии Gpp(NH)p 32, 67 и 90% соот
ветственно [45]. В равной мере это относится и к действию ионов ме
таллов—в концентрации 2 мМ Ni2+, Со2+ и Мп2+ в среднем вдвое уве- 
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личивалп связывание РН]АХ с мембранными препаратами гиппокам
па. коры и полосатого тела и минимально влияли на его взаимодействие 
с м-ХР гипоталамуса, ствола мозга, мозжечка и предсердия [45, 46].

Проведенные в последние годы исследования свидетельствуют о 
том, что роль гуаниловых нуклеотидов, по-видимому, не ограничена 
влиянием на связывание агонистов, и их вклад в функционирование 
м-ХР более сложен. Удалось, в частности, показать, что в присутствии 
Орр(НХ)р происходит не только торможение связывания оксотремори- 
на с м-ХР миокарда, ио и усиление связывания холиноблокатора 
['>Н] (—)-хииухлидинилбензилата [47]. Предполагается, что реципрок- 
ность эффектов гуаниловых нуклеотидов отражает гетерогенность м-ХР, 
различающихся сродством к холинергическим лигандам и находящихся 
в состоянии равновесия. Роль же гуаниловых нуклеотидов сводится к 
переводу м-ХР с высоким сродством к агонистам в форму, отличающуюся 
низким сродством к ним [46].

Зависимость процесса взаимодействия АХ с м-ХР от гуаниловых 
нуклеотидов наиболее выражена в тканях, обогащенных высокоаффин
ными участками связывания (ствол мозга, мозжечок)- Характерно, что 
торможение связывания АХ в присутствии этих агентов сопровождается 
минимальными изменениями величины ' равновесной константы Ка. отра
жающей сродство м-ХР к лиганду [45]. Это хорошо согласуется с ранее 
обнаруженными фактами, полученными при анализе кривых, отражаю
щих конкурентное взаимодействие [3Н] антагониста с немеченым агони
стом на активной поверхности м-ХР в присутствии гуаниловых нуклео
тидов или без них [48. 49].

Таким образом, следует считать, что м-ХР, выявляемые в различ
ных мембранных препаратах по связыванию [3Н]АХ. могут быть раз
делены на ОТР-чувствительные и ОТР-нечувствительные, первые из ко
торых относятся к м-ХР, обратимо сопряженным с Х-белками [45, 50].

Механизмы обратимого перехода высокоаффинных форм м-ХР в 
низкоаффинные, индуцируемого гуаниловыми нуклеотидами, остаются в 
значительной мере неясными. В настоящее время обсуждается роль тиол
дисульфидных переходов в этих процессах. Так, обнаружена возмож
ность превращения низкоаффинных м-ХР в нечувствительные к гуани
ловым нуклеотидам высокоаффиниые формы обработкой фракции мемб
ран коры больших полушарий или ствола мозга Си2+, модифи
цирующими тиоловые группы [51] рецепторного белка или сопряжен
ных с ним Х-белков. Не исключено также, что существующие различия 
в эффектах гуаниловых нуклеотидов в отношении м-ХР различной ло
кализации (например, величина Ьо для ингибирования связывания АХ 
колеблется от 0,3 МкМ для м-ХР миокарда до 1—6 мкМ—для м-ХР 
различных областей мозга [45]) обусловлены гетерогенностью Х-бел- 
ков. В частности, О|-нуклеотидсвязывающие белки м-ХР миокарда по 
ряду характеристик отличаются от Х-белков группы Со. сопряженных 
с м-ХР мозга [52].
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Совершенно очевидно, что взаимодействие АХ с М=ХР является 
лишь первым звеном в цепи событий, ведущих к изменению функцио
нального состояния органа в ответ на нервный импульс. Большой инте
рес вызывает анализ механизмов, сопрягающих м-ХР с исполнитель
ными биохимическими системами клетки-мишени. На рисунке приведена 
схема, отражающая современный уровень представлений о последова
тельности и взаимосвязи молекулярных процессов, инициируемых возбуж
дением м-ХР. У1*сгоу и соавт. [53], по-виднмому, одними из первых 
обобщив имеющиеся собственные и литературные материалы, пришли к 
заключению, что М|-ХР, локализованные преимущественно в головном 
мозгу и ганглиях и характеризующиеся высоким сродством к пирензе- 
пину и холиномиметикам Мс1\'-А-343 (4-[.и-хлорфеиилкарбамоилокси]-2- 
бутинилтриметнламмоний хлорид) и АН К-602, опосредуют гидролиз 
фосфолипазой С фосфоинозитидов («фосфоинозитидный ответ») и пос
ледующую мобилизацию Са2+. В то же время мг-ХР, характеризую
щиеся низким сродством к пирензепину и локализованные главным об
разом в миокарде и гладкой мускулатуре кишечника, сопряжены со 
стимуляцией гуанилатциклазы и ингибированием аденилатциклазы.

По современным представлениям, стимуляцию ферментативного рас
пада мембранных фосфатидилинозитолфосфатов с накоплением «вторич
ных мессенджеров»—инозитолтрифосфатов и диацилглицерина и после
дующим освобождением Са2+ из внутриклеточных депо [54—59], а 
также изменения метаболизма циклических нуклеотидов [60—62] сле
дует рассматривать как решающие для регуляции обмена веществ клет
ки биохимические события, обусловленные активацией м-ХР (рис.). 
Сложность и многостадийность процессов, возникающих при возбужде
нии м-ХР, объясняют более медленное развитие физиологического от
вета, чем при стимуляции никотиночувствительных ХР [63, 64].

Удобной моделью для анализа механизмов сопряжения м-ХР с 
исполнительными системами является сердечная мышца. При взаимо
действии АХ и других холинергических агонистов с м-ХР миокарда 
удается наблюдать накопление сСМР, снижение образования сАМР и 
распад фосфоинозитидов. Инкубация переживающих срезов сердца 
мыши в присутствии карбамилхолина вызывала резкое увеличение на
копления инозитол-1-фосфата (по методическим причинам наиболее ча
сто определяемого в качестве индикатора «фосфоинозитидного ответа» 
инозитолфосфата), предотвращаемое атропином [65, 66]. Аналогичные 
данные были получены на миокардноцитах куриного эмбриона и фраг
ментах околоушной слюнной железы мыши. Обращает внимание то об- 
•стоятельство, что холиномиметики стимулировали распад фосфоинозити
дов значительно медленнее, чем сопутствующее торможение синтеза 
сАМР, стимулированного изопротеренолом. Представляется важным, что 
значения ЕД.'О Для ингибирования стимулированного адреномиметиком 
синтеза сАМР и для накопления инозитолфосфатов различались в сред-
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~։нем на 2 порядка, составляя 0.2 и 20 мкМ соответственно. По-видимому, 
обе эти реакции отражают оккупацию м-ХР, но не находятся в причин
но-следственных отношениях.

Рис. Основные пути реализации возбуждения м-ХР

Существенным следствием образования шюзитолфосфатов, вызван
ного активацией м-ХР, служит накопление внутриклеточного Са2+ (наи
более значимым в этом отношении является инозитол-1,4,5-трифосфат). 
Возникающие при этом сдвиги функционального состояния клетки 
имеют в основе не только активацию Са2+-кальмодулинзависимых про- 
теинкипаз (рис.), но также и активацию К+-каналов с последующим 
развитием гиперполяризации [67]. Мобилизация Са2+ приводит кроме 
того и к повышению активности фосфолипазы Аг, ведущей к освобож
дению арахидоновой кислоты из диацилглицсрина (рис) и появлению 
биологически активных продуктов ее метаболизма в циклооксигеназной 
и липоксигеназной системах [68, 59], однако эта проблема является 
предметом специального рассмотрения.

Вполне закономерен вопрос, существуют ли особенности в’ сопряже
нии отдельных типов м-ХР с «фосфоинозитидным ответом» и циклазны
ми системами—основными генераторами «вторичных мессенджеров»? 
В экспериментах на миокардиоцнтах куриного эмбриона было обнару
жено, что карбамилхолин и оксотреморин равноэффектнвно ингибирова
ли образование сАМР, но только первый из них вызывал распад фос
фоинозитидов в сопоставимых концентрациях. Интересно отметить, что 
при конкурентном вытеснении [3Н](—)-хпнуклидинилбензилата карба- 
милхолнном в интактных клетках выявлялось 2 участка связывания ли
ганда_ с высоким и низким сродством, в то время как оксотреморином
удавалось продемонстрировать наличие только лишь участков с высо
ким сродством [69]. Эти факты позволили предположить существова
ние особенностей связи выявляемых подтипов м-ХР с системами обме
на фосфоинозитидов и сАМР. Близкие по смыслу результаты были по
лучены при изучении влияния холинергических агонистов на м-ХР синап- 
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тосом [70], подтверждающие существование высокоаффинного участка свян 
зывания, сопряженного с торможением аденилатциклазы, и низкоаффинно** 
го—с гидролизом фосфоинозитидов.

Чрезвычайно важный вклад в реализацию взаимодействия м-ХР 
с системами генерации «вторичных мессенджеров» вносят ОТР-связы- 
вающие белки, участие которых в функционировании рецепторных ме
ханизмов обсуждено в ряде обзоров [71, 72]. О роли этих белков в 
реализации эффектов возбуждения м-ХР свидетельствует, в частности, 
способность токсина коклюша, катализирующего АОР-рибозилирование 
ингибиторного Мибелка аденилатциклазной системы миокарда, блокиро
вать кардиотропное действие холи ном и мети ков и препятствовать тормо
жению ими этого фермента [73—75].

В транссинаптнческой регуляции аденилатциклазы и фосфолипа
зы С, осуществляемой с непременным участием М-белков, удается отме
тить достаточно много общих черт. Прежде всего, взаимодействие аго
ниста с рецептором сопровождается диссоциацией этих регуляторных 
белков на функционально и структурно гетерогенные субъединицы, 
протекающей при участии ОТР. В том случае, когда м-ХР сопряжен 
с аденилатциклазой, по-видимому, взаимодействие её каталитического 
участка с соответствующей субъединицей Мьбелка приводит к тормо
жению фермента. Однако уместно напомнить, что на некоторых ли
ниях астроцитомы удалось показать, что определенное значение для 
снижения накопления сАМР после стимуляции м-ХР агонистами имеет 
сопутствующая активация фосфодиэстеразы сАМР [76]. Вклад опреде
ленного типа М-белков (по-видимому, Мч-белка) показан также и для 
системы регуляции активности фосфолипазы С с участием м-ХР, но 
до сих пор они охарактеризованы недостаточно полно [77, 78]. Ясно 
лишь, что М* -белки, сопряженные со стимуляцией гуанилатциклазы, и

-белки (рис.), вызывающие активацию фосфолипазы С, не идентич
ны. Важно еще раз подчеркнуть, что во всех случаях активация м-ХР 
приводит к СТР-зависимой диссоциации М-белков на субъединицы, мо
дулирующие активность соответствующего эффектора, участвующего в 
образовании «вторичных мессенджеров»,—аденилатциклазы или фосфоли
пазы С. Одновременно с этим (и это также представляется чрезвычай
но важным) сродство самого м-ХР к агонисту снижается, что следует 
рассматривать как проявление функционирования механизма обратной 
связи в транссинаптической регуляции биохимических систем клетки.

Исходя из представлений о гетерогенности м-ХР. можно предполо
жить, что его подтипы с участием разных М-белков сопряжены с инди
видуальными эффекторами—циклазами и фосфолипазой С. Результаты 
фармакологического анализа, проведенного на культуре нервных клеток 
МО-108-15 и 1321-М-1 [72, 79]. подтверждают гипотезу о том, что 
М1-ХР связан с системой аденилатциклазы, а мз-ХР—с системами аде
нилатциклазы и фосфолипазы С. Естественно, что для признания её 
универсальности необходимы данные, полученные на целом ряде других
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объектов. Однако уже сейчас можно утверждать, что характер и осо
бенности взаимодействия подтипов м-ХР с различными К’-белками в 
Конечном счете и обусловливают природу их гетерогенности и играют 
определяющую роль в их вкладе в регуляцию функциональной актив
ности клеток-мишеней.

Таким образом, к настоящему времени достаточно четко определи
лась последовательность молекулярных событий, индуцируемых взаи
модействием АХ с рецепторными структурами и направленных к изме
нению функционирования клетки. В этом отношении наиболее сущест
венным представляется идентификация основных эффекторов, сопряжен
ных с м-ХР—циклаз и фосфолипазы С. Углубление знаний молекуляр
ных основ транссинаптического влияния АХ на физиологические систе
мы дает основания рассчитывать на перспективность разработки прин
ципиально новых и эффективных подходов к фармакологическому воздей
ствию на них.

MOLECULAR MECHANISMS OF NEUROTRANSMM1TTER 
EFFECTS OF ACETYLCHOLINE

V. B. DOLGO-SABUROV
Institute of Toxicology, USSR Ministry of Health, Leningrad

Modern views on the molecular mechanisms of muscarinic cholino- 
receptors (m-ChR) coupling with biochemical systems of effector cells 
are presented. Problems of heterogeneity of m-ChR and connections 
of their subtypes with cyclases and phosphoinositide systems of the 
second messenger generation are discussed. Special reference is made 
to the role of GTP-binding proteins (N-proteins) in the regulation of 
the affinity of m-ChR to cholinergic ligands and the formation of 
•second messengers (cyclic nucleotides, diacylglycerol and inositolpho
sphates).
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НЕИРЕХИГ'РХЛ
т. 6, № 4, 1987

ХРОНИКА

КОНСТАНТИН ГРИГОРЬЕВИЧ КАРАГЕЗЯН 
(к 60-лстию со дня рождения)

Исполнилось 60 лет со дня рождения и 35 лет научной, научно-орга
низационной и общественной деятельности члена-корреспондента АН 
АрмССР. доктора биологических наук, профессора, директора Института 
экспериментальной биологии АН АрмССР. заведующего лабораторией 
биохимии липидов Карагезяна Константина Григорьевича.

Проф. К. Г. Карагезян родился 29 сентября 1927 года в Ереване в 
семье служащего. Еще со студенческой скамьи он проявлял живой ин
терес к биохимии и под руководством акад. Г. X. Бунятяиа активно 
участвовал в работе студенческого научного общества медицинского ин
ститута.

В период становления К. Г. Карагезяна как молодого специалиста- 
биохимика им впервые был установлен факт условнорефлекторных изме
нений процесса гемокоагуляции, что и стало предметом его кандидатской 
диссертации, успешно защищенной в 1954 году. После окончания аспи
рантуры К. Г. Карагезян поступает на работу в Сектор биохимии Инсти
тута физиологии АН АрмССР в качестве младшего научного сотрудни
ка, а затем занимает должность ученого секретаря.

Развивая материалистическое учение И. П. Павлова о высшей нерв
ной деятельности, биохимикам Армении под руководством акад. 
I . X. Бунятяиа удалось выдвинуть концепцию о том. что условный реф
лекс торможения является активным процессом, характеризующимся раз
витием противоположных сдвигов в динамике многочисленных биохими
ческих показателей. Этот интересный феномен был продемонстрирован и 
в исследованиях К. Г. Карагезяна по свертыванию крови, что явилось 
основой для дальнейших поисков истинных механизмов регуляции этого- 
процесса. Работа в этом направлении позволила ему показать регулятор
ную роль различных липидов в активности ферментов гемокоагуляции. 
Была выявлена про- и ингибирующая роль различных фосфолипидов на 
активность тромбопластинов, что представляет существенный интерес в 
объяснении многих нарушений процесса свертывания крови при ряде па
тологических состояний организма (инфаркт миокарда, сахарный диабет, 
стрессорные реакции). Результаты этих исследований были обобщены в 
докторской диссертации «Фосфолипиды головного мозга, церсбрсспиналь-- 
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кои жидкости, крови и печени при различных функциональных состоя
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церофосфатдегидрогеназы. Вместе с тем, им продемонстрировано ингиби
рующее действие липидных перекисей на активность этих ферментов, что 
наглядно .проявляется при таких патологиях, как инфаркт миокарда, 
острый панкреатит, сахарный диабет. На основании этих результатов 
К. Г. Карагезяном предложен метод комбинированной антиоксидаитоте- 
рапии в виде сочетанных применений—токоферола и витамина С, харак
теризующийся эффективностью и перспективностью в клинике отмечен
ных патологий.
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