
том 5, № 4, 1986

. 155Ы 0203-493Х

НЕЙРОХИМИЯ
։_|ЕЗЗГП₽Ги|-՝и

АКАДЕМИЯ НАУК СССР 
АКАДЕМИЯ НАУК АРМЯНСКОЙ ССР



АКАДЕМИЯ НАУК СССР
АКАДЕМИЯ НАУК АРМЯНСКОЕ! ССР

НЕЙРОХИМИЯ 
ЪЬ8РП1ИМГ1«11

Октябрь—декабрь 
ТОМ 5, ВЫП. 4

Журнал основан в 1982 году
Выходит 4 раза в год

ИЗДАТЕЛЬСТВО АН АРМЯНСКОЙ ССР
ЕРЕВАН 1986



Ст. редактор Э. Л. ХАЧАТУРОВА
Лит. сотрудник Г. Р. ГРИГОРЯН

Сдано н набор 4. К). 1980 г. Подписано к печати 23. 12. 1986 г. ВФ 12115 
Бумага № 1,70Х’108|/16. Высокая печать. Печ. лист. *,0+1вкл. Усл.-печ. лист. 9,98 

Учет,-изд. 8,03. Тираж 620, Заказ 1009. Издат, . II.
Адрес редакции: 375044, Ереван-44, ул. П. Севака 5/1, т. 28-17-70, 28-16-52.

Издательство АН АрмССР, Ереван, 375019, пр. Маршала Баграмяна, 24 г. 
Типография Издательства Академии наук АрмССР, Ереван-19, 

пр. Маршала Баграмяна, 24.



Редакционная коллегия

Л. Л. ГЛЛОЯН—главный редактор

Г. В. АПРИКЯН, А. В. АРУТЮНЯН (зам. главного редактора՛), 
Л. С. АРУТЮНЯН (отв. секретарь), Я. В. БЕЛИК. И. И. ДЕМИН (зам. 
главного редактора), К. Г. К.ЛРЛГЕЗЯИ, .И. Г. К.ОСТЮК, Л. Л. КРИ
ЧЕВСКАЯ, В. К. ЛИШКО, Р. М. НАЛБАНДЯН, М. 111. ПРОМЫС
ЛОВ, В. И. РОЗЕНГАРТ, Т. М. ТУРПАЕВ, Л. Я. ТЯХЕПЫЛД, 

Г. С. ХАЧАТРЯН

Редакционный совет

И. Г. АЛЕКСНДЗЕ, С. В. ГАСТЕВА, Р. II. ГЛЕБОВ. Б. А. КАЗАРЯН. 
Р. И. КРУГЛИКОВ. В. Г. МХИТАРЯН, в. С. ОГАНЕСЯН. М. И. ПРО
ХОРОВА, А. Д. РЕВА, Д. А. САХАРОВ, А. А. СИМОНЯН, А. М. УТЕВ- 

СКИП, Е. М. ХВАТОВА, Л. С. ЧЕРКАСОВА, Р. И. ЭТИНГОФ

© Издательство ЛИ Армянской ССР, Нейрохимия, 1986.



НЕИРОХИГ1ИЛ
т. 5, № 4, 1986

УДК 615.787

АУТО- II ГЕТЕРОРЕЦЕПТОРНАЯ РЕГУЛЯЦИЯ 
ВЫСВОБОЖДЕНИЯ НЕЙРОПЕРЕДАТЧИКА ИЗ ГЛУТАМАТ/ 

АСПАРТАТЕРГИЧЕСКИХ НЕЙРОНОВ КОРЫ МОЗГА КРЫС

ПРИХОЖАН А. В.. КОВАЛЕВ Г. II.. РАЕВСКИЙ К. С.

Институт фармакологии АМН СССР. Москва

В опытах с регистрацией К+ 30 мМ)-стимулируемого высвобождения 3Н-Э-ас- 
парагиновой кислоты из перфузируемых сишаптосом коры мозга крыс показано, что 
метпласпаргат (40 й -10-3 М) не изменяет параметров изучаемого процесса, а кли
новая (10—։п ’10՜՛3 М>) и квпекваловая (10 3 М) кислоты снижают его, причем эф
фект последней ап.тагопнзпруется диэтиловым э.| п,:ом глутамиловой кислоты (ДЭЭГ) 
'(10—4 М). Феназешкм (30՜4 М) также снижал высвобождение О-аспарагпиовой кисло
ты, его эффект ‘.устранялся в присутствии Ко 15—1788 (10-4 М), по не ДЭЭГ, и 
усиливался мусцимолом (10—* М). ио не бакло )е:юм (10՜5 М). Потенцирующее 
действие мусцимола было бикукуллин- и пикротоксинчувствительным. В ис
пользованных концентрациях антагонисты, мусцимол и баклофен сами по себе не 
оказывали заметного .влияния на изучаемый процесс. На основании полученных дан
ных постулируется возможность существования ауто- и гетерореценторнои регуляции 
процесса высвобождения возбуждающих аминокислотных иейропередатчиков.

Преспнаптпческие рецепторы в последнее время привлекают к 
себе внимание в качестве возможных регуляторов процесса высвобож
дения иейропередатчиков. Принято деление этих рецепторов на ауто- 
11 гетерсрецепторы. К первым относят рецепторы .которые локализо
ваны па нервных окончаниях и обладают чувствительностью к выде
ляемому этим окончанием пейропередатчику. Соответственно термином 
«ге.тероредепторы» обозначают образования той же локализации, но чув
ствительные к нейропередатчику, который высвобождается терминаля
ми других нейронов [|]. В последние годы начато изучение рецептор- 
ион регуляции высвобождения иейропередатчиков из глутамат- и ас- 
партатергпческпх нейронов, широко представленных в мозгу млеко
питающих, где они составляют основную массу возбуждающих нерв
ных клеток [2]. Гетерогенность рецепторов возбуждающих аминокис
лотных иейропередатчиков можно считать в настоящее время дока
занной. Наиболее обоснованным представляется выделение трех ти
пов рецепторов возбуждающих аминокислот: 1) чувствительных к 

341



квискваловой кислоте, антагонист—диэтиловый эфир глутаминовой 
кислоты (ДЭЭГ); 2) чувствительных к N-метил-аспарагиновой кислоте, 
антагонисты—амипоадипиповая кислота, фосфоновые кислоты и др.; 
3) чувствительных к каиновой кислоте, для которых пока не обнару
жено специфического антагониста [2]. Эндогенные передатчики—глу
таминовая и аспарагиновая кислоты связываются со всеми тремя ти
пами рецепторов, поэтому широкое распространение получил термин 
«глутамат/аспартатпые рецепторы». По аналогии стал применяться 
термин «глутамат/аспартатергнческие нейроны», так как современ
ные методические подходы, как правило, не позволяют дифференци
ровать эти две медиаторные системы.

Имеются отдельные сообщения об изучении глутамат/аспартат- 
пых ауторецепторов в различных структурах мозга [3—5]. Эти работы, 
выполненные на срезах мозга, не доказывают пресинаптической (свя
занной с нервными окончаниями) локализации выявленных рецепто
ров. Из гетерорецепторов, модулирующих высвобождение возбуждаю
щих аминокислот, наиболее подробно изучены рецепторы типа ГАМКа 
в мозжечке [6, 7]. Что касается коры мозга, то одни авторы обнару
живают опосредуемую ГАМК регуляцию высвобождения глутамино
вой кислоты [8], другие сообщают о ее отсутствии [9].

В свете этих данных целью настоящей работы явилось изучение 
механизмов регуляции процесса К+ -стимулируемого высвобождения 
нейропередатчика из глутамат/аспартатергпческпх нейронов, в частно
сти, возможного участия в этих процессах глутаматных (аспартат
ных) ауторецепторов, ГАМКЛ, ГАМК в и бензодиазепиновых рецеп
торов. Для анализа использовали типичные агонисты указанных ре
цепторов. В качестве «маркера» процесса высвобождения использовали 
3Н-О-аспарагиповую кислоту—неметаболизирующийся субстрат систе
мы захвата L-форм глутаминовой и аспарагиновой кислот [10].

Материалы и методы

Опыты проводили на крысах-самцах линии Wistar массой 180—220 г. Фракцию 
неочищенных сннаптосом (Р2) коры мозга выделяли по методике, подробно опи
санной ранее [11]. Использовали оксигенированный Кребс-бпкарбонатный буфер 
следующего состава (в мМ): NaCl—118; КС1—4,75; СаС12—2,54; MgSO4—2,2; 
NaHCO3—25,0; КН2РО4—1,19; глюкоза—11,0; pH 7,4. Для получения буфера с по
вышенным содержанием К+ (30 мМ) NaCl замещали на соответственное количе
ство КС1. 50 мкл суспензии сннаптосом (концентрация белка 7՛—9 мг/мл) инкуби
ровали в 1 мл буфера при 37°. Через 5 мни добавляли 2,3-3Н-О-аспарагиновую 
кислоту («Изотоп», СССР; величина У. А. 33 Ки/ммоль) до конечной концентрации 
10-’ М. Инкубацию продолжали 10 мин при легком встряхивании, после чего взвесь 
сннаптосом наносили на стеклянно-волокнистый фильтр GF/C «Whatman» (диаметр 
20 мм), закрепленный в термостатируемой камере. Среду инкубации удаляли при 
скорости 4 мл/мин при помощи перистальтического насоса «LKB МиШрегрех» (Шве
ция), затем синаптссомы промывали дважды 2 мл буфера. Дальнейшую перфузию 
проводили при скорости 1 мл/мин. Через 6 мин перфузии исходным буфером в ка
меру вносили буфер с повышенным содержанием калия (30 мМ) с используемым 
веществом или без пего (контроль). Количественную оценку высвобождения провэ- 
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лили, измеряя радиоактшшость следующих фракции суперфузата: фракция I—пос
ледние 2 мин перфузии исходным буфером, фракция 11 и фракция III—соответст
венно 2 первые и 2 последующие мин после внесения буфера с повышенным со
держанием калия (с веществом или без пего). Фракции растворяли в сцинтилля
ционной жидкости Брея, величины радиоактивности в dpm определяли па жидко
стно-сцинтилляционном счетчике «Intertechnique SL-4000». Далее для каждой супер- 
фузип находили отношение радиоактивностей фракции II к фракции I (А) и фрак
ции 111 к фракци I (Б). Данные обрабатывали с использованием t-критерия Стью
дента.

Результаты и обсуждение
Результаты экспериментов по изучению влияния агонистов глу- 

тамат/аспартатных рецепторов на К *-стимулируемое высвобождение 
3Н-О-аспарагиповой кислоты представлены в табл. 1. В диапазоне ис
следованных концентраций М-метиласпартат не изменял высвобожде
ния метки из синаптосом, каиповая (10՜4 и ГО՜3 М) и квискваловая 
(10՜3 М) кислоты снижали выход В-аспарапшовой кислоты, причем

Таблица 1
Влияние агонистов глутамат/аспартатных рецепторов и диэтилового 
эфира глутаминовой кислоты на К ;՜ -стимулируемое высвобождение 

311-Р-аспарагиновой кислоты из синаптосом коры мозга крыс

” —достоверность отличий от контроля (р<0,01), ***—достоверность отличий ог 
эффекта I мМ квискваловой кислоты (р<0,01).

Соединения, (.М)
Количество 

опытов 
п

Высвобождение 3H-D-acnapa - 
типовой кислоты (?б от коп-

1 троля*)
А1 1 в

Контроль 50 100,0+2,5 100,0+2,8
Ы-метпл-ВЬ-аспарагинова я 

кислота
10- 6 ; 4 98,64-5.6 99,6+6,2
10-5 4 96.8+3,6 93.6+3.0
10- 1 5 102,6+3.5 93,6+4.0
10-3 7 95,1+2,9 100,4+3,7

Каиповая кислота 
10-7 5 96,8+5,8 89,1+9,0
10-» 10 95,8+4,3 100,14-4.5
10--5 10 95,7+3,3 96.9+3,1
10-1 8 73,6+6,4** 82,4+8,3
10-3 б 58.2+2,9** 65,2+5,2”

Квискваловая кислота 
10-в 4 104,9+3,6 104,1+7,5
10-5 4 100,2+9,8 101,1+8,9
10 -1 6 96,3+3,1 105,6+3,1
Ю-з 7 85.3+1,7** 98.1+2,2

Днэтиловып эфир глутами
новой кислоты

10֊ ’ 8 101,4+2,8 99,6+3,0
Квискваловая кислота 

10֊34-диэтнловый эфир 
глутаминовой кислоты 

10- 1 100,0+2.2-'» 113,5+3,8***

Примечание. * За 100% прнн что: для А1-֊1,735+0,043, для В—1,335±0,038.

эффект квпекваловой кислоты устраняли добавлением ДЭЭГ (10՜4 М). 
В табл- 2 приведены результаты опытов с агонистами и антагониста
ми ГАМК- и бензодиазепиновых рецепторов- Эти опыты позволили, в 
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частности, выявить максимальные концентрации антагонистов, не 
оказывающие самостоятельного влияния на изучаемый процесс. Эти 
концентрации веществ использовали в дальнейших опытах. Как вид
но из приведенных данных, мусцимол и баклофен не оказывали пря
мого влияния на К 4՜ -стимулируемое высвобождение О-аспарагпновой 
кислоты. Из данных, представленных в табл. 3, следует, что феназе- 
пам (10՜1 М) снижает высвобождение; эффект частично устраняет
ся Ио 15-1788 (10՜' М), по не изменяется в присутствии ДЭЭГ 
(10՜1 М). Интересно, что мусцимол (10 ' М) заметно усиливал дей
ствие феназепама, причем этот эффект усиления оказался чувства-

Таблица 2
Влияние агонистов и антагонистов ГАМК Л - и бензодиазепиновых рецеп
торов на К '• -стимулируемое высвобождение 3Н-0-аснарагиновой кис

лоты из синаптосом коры мозга крыс

Соединения, (М) Количество 
опытов

Высвобождение 3I l-D-аснар 1- 
гпиовой кислоты (% от кон

троля)
А1 | В

Кош рол ь 50 100,0+2,5 100.0+2,8
Мусцимол

10-5 6 99,7+4,6 107,1+3.5
10-֊1 6 13.4+3,1 92,1+4,8

Бикукуллин
10-5 6 93,4ч-3,6 91.4+3.0
10 • 1 Г 8,2+4,6 89,9 ±6,9

Пикротоксин
10-5 104,0+4,4 102,9+4,2
10 •։ 8 99,64-4.7 102,1+5.4
5-10֊ ’ 4 105.4+9,6 116,0+Ю. I

Ro 15-1 7>8
!<> » . > 164 ,’>-1-6.0 98,2+3.5
10 5 о 9 ».< 4-4,4 97,4 15,9

Ьак.;офе»«
10 •’ i"-', Г.+4-4 100.0+4-2
1 ' h 03,3+6,7 97,4±6,8

Примечание. Л։ и В—то же, что в табл. 1. *р<0,05 по сравнению с контрлем.

тельным как к бикукуллину (10 '' М), так и к пикротоксину (10 ՛' 
Оба антагониста уменьшали эффект мусцимола приблизительно напо
ловину. Агонист ГАМК в- рецепторов баклофен (10 5 М) на эффект 
феназепама заметного влияния не оказывал.

Полученные данные свидетельствуют о наличии ауторегуляторно
го механизма, контролирующего процесс высвобождения возбуждаю
щих аминокислотных нейропередатчиков в коре головного мозга, чго 
согласуется с данными, полученными Collins и соавт. [5] на срезах 
коры. В отличие от результатов цитируемой работы, где ауторецеп
тор проявлял чувствительность к метпласпартату, в наших экспери
ментах не выявлено какого-либо эффекта этого вещества. Эти разли
чия могут быть связаны с тем, что в опытах па срезах высвобождение 
нейропередатчика может модулироваться не только синаптическими, 
ио и виесинаптическими рецепторами. Collins и соавт. исследовали 
влияние квнекваловой кислоты до концентрации 5- 10 ֊՛' М и не об-
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наружили эффекта [5]. Нами также не обнаружено действия этого 
вещества до концентрации 10՜՛1 М. Лишь при концентрации послед
него 10 ՝•’ М высвобождение О-аспарагиновой кислоты оказалось до
стоверно сниженным, причем эффект полностью устранялся ДЭЭГ, 
что свидетельствует о его рецепторной природе.

Имеются косвенные данные о наличии квнсквалатных ауторецеп
торов и в других структурах мозга. Так, сообщается, что антагонист 
квнсквалатных рецепторов ДЭЭГ способен устранять ингибирующее 
влияние Ь-глутаминовой кислоты на высвобождение 3Н-О-аспараги- 
новон кислоты из срезов гиппокампа [3].

Таблица 3 
Действие агонистов ГАМКд ГАМК в -рецепторов и антагонистов 
ГАМКд -, бензодиазепиновых и квнсквалатных рецепторов на эффект 
феназепама при К +-стимулируемом высвобождении зН-В-аспарагпновой 

кислоты из сппаптосом коры мозга крыс

лем; **—достоверное отличие от эффекта феназепама (0,1 мМ) при р<0,01.

Соединения, (М) Количество 
опытов

Высвобождение ’Н-и-аспара- 
гпновой кислоты (% от кон

троля)
Л1 1 В>

Контроль 
Феназепам

50 100,0+2.5 100,0+2,8

10-։ 5 106,1+2.3 104,9+3.0
10- 1

֊ Феназепам. 10-1
9 87,6+3.7* 87,6+3,3*

4-1?о 15—1788. 10-' 
Феназепам, 10-1

8 78,7+3,5 100,0+7.0**

баклофен, 10-5
Феназепам. 10-’

7 81,9+2,7 87.3+5,0

-|-мусцпм л, 10—’ 
Феназепам. 10— ’
-г мусцимол, 10- 1

9 74,24-1 2** 91.8+2,9

-֊-бикукуллин. 10 - 5
Феназепам, 10—4 
Ч-мусцимол, 10-’

12 80,1+2,7 86,9+3.2

Ч-пикротоксин, 10- ’ 
Феназепам, 10-’ 
Ч-диэтиловый э<|>1»р глу-

7 82,7+2,1 88,3+3,2

тиминовой кислоты, 10- ' 12 84.1+1,8 90,3+3.3

Примечание. А> и В՝ то же, что в табл. 1; *р<0,05 по сравнению с контро

Каиповая кислота, по данным большинства исследований, усили
вала как спонтанное, так и стимулируемое высвобождение Э-аспара- 
гпповой кислоты, а также эндогенных возбуждающих аминокислот 
[4, 5, 12, 13]- Этим отчасти объясняют нейротоксические свойства 
каиновой кислоты [2]. Однако отсутствие специфического антагони
ста каинатных рецепторов не позволяет пока обосновать рецепторную 
природу полученного эффекта. С другой стороны, являясь агонистом 
одного из типов глутамат/аспартатиых рецепторов, каиповая кислота, 
воздействуя на ауторецепторы, должна была бы, согласно принятым 
представлениям, тормозить высвобождение нейропередатчика. Иаши 
данные подтверждают эту гипотезу. Каиповая кислота, так же как н 
другой агонист—квискваловая кислота, значительно снижала высво
бождение О-аспарагиновой кислоты из сппаптосом, что согласуется с 
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общепринятой точкой зрения, согласно которой _ауторсцептор функ
ционирует на нервном окончании ио принципу отрицательной обрат
ной связи. Трудность интерпретации результатов работ, цитировав
шихся выше, состоит, в частности, в том, что при использовании сре
зов нельзя исключить как впесипаптические эффекты каиновой кис
лоты, так и прямое деполяризующее действие на глиальные клетки 
[14].

Типичный агонист ГАМК А-рецепторов мусцимол в наших опы
тах не изменял К -стимулируемое высвобождение О-аспарагиповой 
кислоты, что согласуется с данными, полученными па сипаптосомах 
ранее [9]. Вместе с тем, в работе, выполненной на срезах коры моз
га. эффект мусцимола отмечался, причем была показана его пикро- 
токсинчувствительность [3]. Бензодиазепиновый транквилизатор фена- 
зепам, по нашим данным, уменьшал выход О-аспарагииовой кислоты, 
а антагонист бензодиазепиновых рецепторов Ко 15-1788 частично 
устранял этот эффект, что свидетельствует в пользу рецепторной при
роды обнаруженного явления. Имеются многочисленные данные, ука
зывающие на функциональную связь бензодиазепиновых рецепторов с 
ГАМК А -, но не с ГАМК в -рецепторами [15]. Полученные памп дан
ные по влиянию агонистов ГАМКд- и ГАМ К в -рецепторов (соответ
ственно мусцимола и баклофена) на эффект фепазепама, зависимость 
действия мусцимола от бикукуллина и пикротоксина вполне согласу
ются с этими представлениями и дают основание предположить суще
ствование ГАМКд -бензодиазепинового рецепторного комплекса на 
глутамат/аспартатергпческих преспиаптическпх терминалях коры моз
га. Функциональная роль такого комплекса состоит, по всей вероят
ности, в модулировании высвобождения возбуждающих аминокислот
ных иейропсредатчиков. Отметим, что в мозжечке ГАМК-ергическая 
регуляция высвобождения О-аспарагиповой кислоты осуществляется 
через ГАМКд -рецепторы, несвязанные с бензодиазепинчувствитель
ными участками [16], а уменьшение высвобождения АХ из срезов ко
ры мозга при активации ГАМК А -рецепторов даже обращается диазе
памом [17]. Отсюда следует, что постснпаптический ГАМКд-рецеп
тор, являясь пресинаптическнм гетерорецептором, может быть по-раз
ному сопряжен с бензодиазепиновыми рецепторами в разных структу
рах мозга. Однонаправленность действия ауто- и гетеро (ГАМК)-ре- 
цепторов па высвобождение О-аспарагиповой кислоты, выявленная в 
наши:; опытах, позволяла предположить наличие их функциональной 
взаимосвязи, однако отсутствие эффекта ДЭЭГ па действие фепазе- 
пама не подтвердило этого Предположения.

Таким образом, результаты настоящей работы позволяют посту
лировать наличие квпеквалатпого и, возможно, каинатного ауторе
цептора, а также ГАМКд -бензодиазепинового рецепторного комплек
са, функционирующих на терминалях глутамат/аспартатергических 
нейронов в качестве механизмов, модулирующих высвобождение воз
буждающих аминокислотных иейропсредатчиков.
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REGULATION OF NEUROTRANSMITTER RELEASE FROM 
GLUTAMATE/ASPARTATE NEURONS OF RAT BRAIN 

CORTEX BY AUTO AND HETERORECEPTORS

PRIK11OZHAN A. V., KOVALEV О. I., RAYEVSKY K. S.
Institute of Pharmacology, USSR Academy of Medical Sciences, 

Moscow

Both kainic (10՜’ and 10՜3) and quisqualic (10՜3 M) acids, but 
not N-methylaspartate (10՜8—IO՜3 M) decreased K+ (30 mM)—stimula
ted release of 3H-D-aspartate from perfused rat cortex synaptosomes. 
GDEE (10՜1 M) antagonized the effect of quisqualic acid. Benzodiaze
pine, phenazepam (10—* M) also attenuated the release, and this effect 
was blocked by RO 15—1788 (but not by GDEE), and potentiated by 
muscimol (10՜* Mi. This latter effect was shown to be bicuculline — and 
picrotoxin-sensitive. The antagonists as well as muscimol and baclofen in 
the concentrations used exert no effect on D-aspartate release. Data are 
discussed in the terms of auto —and heteroregulation of the release of 
excitatory amiho acid neurotransmitters.
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УДК 612.1

ПРЕСП И ЛП Т И Ч ЕС КАЯ АУТО РЕГУЛ Я ЦИЯ 
ВЫСВОБОЖДЕНИЯ ГЛУТАМАТА В СТРИАТУМЕ КРЫС

ГОДУХИН О. В., БУДАПЦЕВ А. 10.

Институт биологической физики АН СССР, Пущино

В опытах с использованием методики локально։։ супсрфузип мозга изучали 
влияние Ь-глутамата на высвобождение ЗН-глутамата из пеострнатума наркотизи
рованных нембуталом крыс. Ь-глутамат в концентрациях 10՜8—10—7 М ингибиро
вал вызванное К ՛ -деполяризацией Са2 *- -зависимое высвобождение как предвари
тельно захваченного ЗН-глутамата, так и ЗН-глутамата, образующегося из зН-глу- 
тамина. Тетродотоксип (10_։М), а также антагонисты глутамата диэтиловый эфир 
глутаминовой кислоты (10-7М) и О, Е-а-ампноадипииовая кислота (Ю-’М) не 
устранял։.......гпбирующего действия Ь-глутамата. Результаты согласуются с пред
ставлениями о существовании в области лресннаптнческих глутаматергпческих окон
чаний механизма ауторегуляцни высвобождения глутамата, функционирующего по 
принципу отрицательной обратной связи.

Регуляция нейротрансмиттером своего собственного высвобожде
ния получила название пресинаптической ауторегуляции. Наиболее 
■серьезно концепция пресинаптической ауторегуляцни была разрабо
тана для норадренергических синапсов периферической НС позво
ночных [1, 2]. Были получены также данные в пользу' существования 
ауторегуляцни через пресинаптические рецепторы и в катехоламино
вых синапсах ЦНС позвоночных [3, 4]. Однако для синапсов ЦИС 
другой нейротрансмиттерной специфичности такие данные менее убе
дительны, а в случае глутаматных синапсов этот вопрос не исследо
ван вообще. Тем не менее изучение возможности существования ме
ханизмов пресинаптической ауторегуляцни в самых разных синапсах 
ЦНС имеет ключевое значение для ответа на вопрос, являются лч 
эти механизмы общим принципом функционирования всех синаптиче
ских образований или же это частный случаи, присущий, к примеру, 
только катехоламиновым синапсам. Изучение этого вопроса актуаль
но сейчас еще и потому, что в некоторых последних исследованиях 
ставится под сомнение сам факт существования механизма регуляции 
процесса высвобождения, осуществляемого через пресинаптические 
ауторецепторы [5, 6].

В связи с изложенным, мы в своей работе попытались выяснить 
возможность существования механизма пресинаптической ауторегу
ля. ни высвобождения глутамата на примере кортнкостриатных глута- 
матергических нейронов мозга крысы.

Материалы и методы
В опытах была использована описанная нами ранее методика локальной супер

фузии мозга с одновременной регистрацией электрической активности (вызванных 
потенциалов) из области суперфузии [7]. В ходе предварительной операции беспо
родным крысам-самцам массой 300—350 г стереотаксически по атласу Фпфковой ։։
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Маршалла вживляли в неостриатум направляющую трубку с регистрирующим 
электродом (ЛР=—1,5; Ь = 3; У=4,5), а во фронтальную кору биполярные сти
мулирующие электроды (АР = — 2,5; Ь=1,5). В опытах использовали только тех 
животных, у которых в ответ на электрическую стимуляцию фронтальной коры в 
области последующей суперфузии регистрировались вызванные потенциалы. В пер
вой серии экспериментов животным предварительно в эту область через направляю
щую трубку вводили 10՜10 моль 311-глутамата (У. А. 29 К„/ммоль, «АтегэИат», 
Англия). Через 20 мин после введения начинали суперфузию данной области раст
вором Кребса-Рингера следующего состава (в мМ): К'аС!—126,5; КС1—2,4; 
КН2РО4—0,5; МдЗО4—1,1; СаС12—1,1; МаЫСО3—27,5; глюкоза—5,9. Перед супер
фузией раствор насыщали карбогеиом до pH 7,4. Скорость тока суперфузионной сре
ды была равна 50 мкл/мин.

Во второй серии экспериментов у животных сразу начинали суперфузию нео
стриатума раствором Кребса-Рингера того же состава, но дополнительно содержа
щего зн-глутамнн (У. А. 20 К „/ммоль, «Атегэйат», Англия), в концентрации 
10—6 М. Через 60 мни в обеих сериях экспериментов собирали 3—4 последователь
ные 20-минутные фракции суперфузата для последующего измерения в них уровней 
высвобождаемого 311-глутамата. Уровень зН-глутамата в первой 20-мпнутиой фрак
ции принимали за 100% и относительно его оценивали уровни во II—IV фракциях. 
Изменение концентрации Ю в среде, а также добавление фармакологических ве
ществ проводили во время прохождения II 20-минутной фракции через мозг. При 
повышении концентрации К4՜ в среде до 60 мМ эквимолярно снижали концентра
цию \’а ։

Измерение уровней 311-глутамата во фракциях производили с помощью ИОХ. 
Процедура разделения ЗИ-глутамата от продуктов его метаболизма в суперфузате 
и способ измерения его количества в первой серии экспериментов были описаны 
нами ранее [8—10]. Во второй серии экспериментов выделение и измерение зн-глу- 
тамата, образующегося из ЗЦ.глутамина. проводили по методике, описанной ранее [11].

Достоверность различия уровней зН-глутамата в собранных фракциях у срав
ниваемых групп животных оценивали по критерию Стьюдента. В конце эксперимен
тов проводили морфоконтроль положения канюли и электродов.

Результаты и обсуждение
>՜

Существующие в настоящее время данные указывают па то, что 
нейротрансмиттерный пул глутамата в пресипаптическом окончании 
пополняется как за счет его формирования из глутамина, так и за 
счет обратного захвата глутамата этими окончаниями из внеклеточ
ной среды [10]. В связи с этим, мы в качестве предшественника выс- 
вобождаемого пула глутамата использовали 3Н-глутамат и 3Н-глута- 
М ИИ.

На рис. 1 показано, что добавление глутамата (10 8 ֊ 10՜7 М) 
к суперфузионной среде приводило к ингибированию высвобождения 
3Н-глута.мата, вызванного высокой концентрацией калия в среде 
(К1' -деполяризация). Это наблюдалось как в случае высвобождения 
предварительно введенного экзогенного 3Н-глутамата, так и высво
бождения 3Н-глута.мата, образующегося из ։Н-глутампна. Вызванное 
К' ■деполяризацией высвобождение 3Н-глутамата в обоих случаях 
зависело от наличия Са2 *՜ в суперфузионной среде. В случае пред- 
варительно введенного 3Н-глутамата это было показано нами ран.е 
[8], а данные высвобождения 3Н-г'|утамата, ооразующегося из 
3Н-глутамипа приведены на рис. 2. С другой стороны, при спонтап- 
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пом высвобождении (когда отсутствуют деполяризующие стимулы, 
вызывающие Са2՜* -зависимое высвобождение 3Н-глутамата) экзоген
ный глутамат в тех же концентрациях усиливал высвобождение пред
варительно введенного 3Н-глутамата в зависимости от концентрации 
глутамата в суперфузпонной среде (рис. 3).

Рис. 1. Влияние глутамата на высвобождение ЗН-глутамата, вызванное 
К *՜ -деполяризацией в стриатуме; а—в качестве предшественника исполь
зовали предварительно введенный зН-глутамат, б—в качестве предшест
венника использовали ЗН-глутампн. Здесь и далее па оси абсцисс отме
нены фракции суперфузата: па оси ординат—уровень высвобождаемого 
ЗН-глутамата (в% относительно уровня в I фракции). 1—К -деполяри
зация; 2—К®-деполяризацпя+глутамат (10-е М); 3—К + -деполяриза
ция + глутамат (10~7М); стрелкой отмечен уровень высвобождаемого 
ЗН-глутамата во II фракции суперфузата. ’-различие между уровнями 
ЗН-глутамата во II фракции суперфузата у сравниваемых групп жи

вотных достоверно (р<0,05).

Таким образом, глутамат в концентрациях 10՜8—10՜’ М, вве
денный во внеклеточную среду, ингибирует вызванное деполяризую
щими стимулами Са2 +-зависимое высвобождение как предваритель
но захваченного 3Н-глутамата, так и 3Н-глутамата, образующегося из 
3Н-глутамипа.

Для выяснения вопроса, оказывает ли введенный глутамат пря
мое действие на пресинаптпческпе глутаматергпческпе окончания или 
же он действует опосредованно через интернейроны неостриатума, в 
суперфузиопную среду одновременно с глутаматом добавляли тетро- 
дотокспн в концентрации 10՜“ М. Как видно из табл. 1, тетродотокспн 
достоверно не влиял иа ингибирующее действие глутамата. Известно, 
что это вещество в концентрации 10 0 М блокирует проведение по
тенциала действия по электровозбудимой мембране и нарушает, та
ким образом, проведение импульса между нейронами. Поэтому сохра
нение ингибирующего действия глутамата при наличии тетродотокспна 
можно интерпретировать в пользу того факта, что экзогенный глута
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мат влияет непосредственно на пресинаптпческие окончания, которы
ми был предварительно поглощен 3Н-глутамат. Таким образом, полу
ченные данные согласуются с представлениями о том,- что в глута
матных синапсах, также как и в других синапсах мозга млекопитаю-

•Рис. 2. Изменение высвобождаемого ЗН-глутамата, образующегося из 
3Н-глутамипа (в%), под влиянием высокой концентрации К 8 в среде 
(60 мМ) при прохождении И фракции через мозг. 1—при нормальной 

концентрации Са2 + в среде; 2—без Са2 Г в среде
Рис. 3. Влияние глутамата па спонтанное высвобождение предваритель
но введенного ЗН-глутамата. I—спонтанное высвобождение. 2—влияние 
глутамата в концентрации 10 8 (показано стрелкой) на спонтанное 
высвобождение: 3—влияние глутамата в концентрации 10 М. *—раз
личие между уровнями ЗН-глутамата во II фракции суперфузата у срав

ниваемых групп достоверно (р<0,05).

Таблица 1 
ингибирующее действие экзогенного 

лутамата
Влияние тетродотокспна на

Г

Воздействие Фракция II (К+- Фракция III
деполяризация. %) (отмывка, %)

Контроль 153+23 81 + 17
Глутамат (10-1 М) 
‘ лутамат (10-г М)

74’521 51+28

+тетродогокспн
(10-- М)

102+1 69+20

Примечание. *—значение уровня высвобождаемого 3II - гл у та м ата. досто верно
(р<0,05) отличающееся от контрольного.

щих, существует механизм прссипаптической ауторегуляции высво-
вождения глутамата, функционирующий по принципу отрицательной
обратной связи. Этот механизм. судя по полученным результатам, за-
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висит от концентрации глутамата во внеклеточной среде и запускает
ся достаточно низкими концентрациями внеклеточного глутамата 
(порядка 10-ъ 10՜’ М). Поскольку ингибированию подвергалось 
высвобождение как предварительно захваченного 3Н-глутамата, так н 
3Н-глутамата, образующегося из 3Н-глутамина, то это указывает па 
то, что мишенью действия глутамата является непосредственно про
цесс высвобождения нейротрансмиттера.

Таблица 2
Влияние блокаторов рецепторов глутамата на ингибирующее дей

ствие экзогенного глутамата

Возлействне
Фракция II

(К г-деполяри
зация, %)

Фракция 
(отмывка.

111
%)

Контроль 153-1-23 81+17
Глутамат (10֊՛ М) 74=+21 51+28
Глутамат (10—7 М)

■ ДЭЭГ (10-• М) 33»+3 31+12
Глутамат (10- 7 М) 
֊{- ААК (10-7 М) 53+7 42+5

Прцмечан.пе. ДЭЭГ—диэтиловый эфир глутаминовой кислоты, ААК—аминоади- 
пииовая кислота; *—значения уровней высвобождаемого 311-глутамата. достоверно* 
(р<0,05) отличающиеся от соответствующих контрольных.

С целью идентификации фармакологического типа рецепторов, 
через которые глутамат может опосредовать свое ингибирующее дей
ствие, в суперфузионную среду одновременно с глутаматом добавля
ли его антагонисты. Из табл. 2 видно, что пи дпэтиловын эфир глу
таминовой кислоты (10 7 ЛА), ни О, Ь-а-аминоадипиповая кислота 
(10~т М) не только не устраняли ингибирующее действие глутамата, 
но даже усиливали его. Можно предположить, что, по-видимому, ин
гибирующее действие глутамата не опосредовано рецепторами, чувстви
тельными к этим антагонистам. Добавление в суперфузат одной 
О, Ь-а-амипоадипиновой кислоты в концентрации 10՜’М достоверно՛՛ 
не влияло ни на спонтанное, ни па вызванное К +-деполяризацией 
высвобождение 3Н-глутамата (данные не приведены). Этот факт так
же свидетельствует в пользу того, что ингибирующее действие глута
мата опосредовано рецепторами, нечувствительными к этому антаго
нисту.

Таким образом, полученные результаты не позволили идентифи
цировать фармакологический тип рецепторов, через которые глута
мат опосредует свое ингибирующее действие. Однако можно отметить, 
что эти рецепторы не относятся к Ы-метил-О-аспартатиому типу, так 
как специфический блокатор этих рецепторов О, Ь-а-аминоадипиновая՛: 
кислота [12, 13] не устраняла ингибирующего действия глутамата.
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PRESYNAPTIC AUTOREGULATION OF GLUTAMATE 
RELEASE IN RAT STRIATUM

GODUKHIN O. V., BUDANTZEV A. Yu.

Institute of Biophysics, L'SSR. Academy of Sciences, Poustchino

The effecl of L-glutamate on 3H-glutamate release from neostria
tum of n-embuthalized rats has been studied, by means of local brain 
superfusion. L-glutamate (’TO֊8— 107J inhibits K+-depolarization induced 
Ca-'+-dependent release of both 3H-glutamate formed from 3H-glutamine 
and of applicated '3H-glutamate. Tetrodotoxin (10՜°) and antagonists of 
glutamate: dethylester of glutamic acid (10՜7 M) and D, L-a-aminoadi- 
pic acid (IO՜7 M) didn't abolish the inhibitory effect of L-glutamate. 
Data obtained are in agreement with the current concept of the autore
gulation of glutamate release in presynaptic glutamatergic endings by 
feed back mechanism.
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УДК' 5777:J 12

МНОЖЕСТВЕННЫЕ ФОРМЫ КАРДИОАКТИВНЫХ: 
НЕЙРОГОРМОНОВ ГИПОТАЛАМУСА

ГАЛОЯН л. А., СРАГШОНЯН Р. М„ КАРАПЕТЯН Р. О., АБЕЛЯМ 'Ж.' Г... 
СААКЯН Ф. М., СААКЯН С. А., АБРАМЯН С. С., ГРИГОРЯН Л. А:, 

ОДАБАШЯН А. Б., БОЧКО И. Ф.

.Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Ранее нами были выделены новые гормоны гипоталамо-нейрогн- 
пофпзарной системы млекопитающих [1]. Первоначально было показа
но наличие в гипоталамической области мозга крупного рогатого 
скота трех коронарорасширяющих соединений, условно обозначенных 
«К». «С» и «Г» [2], а также их регулирующее влияние па сердечную՛ 
деятельность и коронарное кровообращение [3]. Наиболее изученным 
является нейрогормон «С» — активный регулятор ряда метабо
лических процессов. Выявлено его участие в регуляции глико
литических процессов, в частности в сердечной мышце [4], и уровня 
циклических нуклеотидов посредством ингибирования ФДЭ с АМР 
[5]. Установлено ингибирующее действие нейрогормона «С» па аспар- 
тат-трапсферазу [6], сАМР-зависимую протеипкипазу [7] мозга быка. 
Выло показано, что это соединение является низкомолекулярным и, 
по данным масс-спектрального анализа, относится к гликопептидам։ 
[8], резистентно по отношению к денатурирующим агентам, темпера
турным (110°) и ферментативным (протеазы) воздействиям, обнару
живает высокую стабильность к действию щелочей (1 и. NaOH) и 
кислот (6 и. НО). При всех описанных условиях он сохраняет в зна
чительной степени (до 70%) биологическую активность. Были обна
ружены две молекулярные формы нейрогормона «С» [9].

Имеющиеся экспериментальные данные по изучению двух других 
нейрогормонов крайне ограничены и не позволяют сделать определенных 
выводов о биологической роли этой группы соединений.

В настоящем исследовании мы попытались изолировать в гомо
генном виде множественные формы кардиоактивных нейрогормонов՝ 
«К», «С» и «Г» и изучить некоторые их свойства-

Материалы и методы

Карлиоактивиые соединения выделяли двумя способами: 1) из уксуснокислого- 
экстракта гипоталамической ткани по методу, описанному ранее [10]; 2) диссоцииро
вали от своих белковых носителей [11].

Гель-фильтрацию низкомолекулярных соединений уксуснокислого экстракта ги
поталамусов крупного рогатого скота проводили па колонках с модифицированным 
и немодифицированным сефадексом G-10. Глицинамидироваиную обработку сефа
декса G-10 вели по методу Creig с некоторыми модификациями [12].

Ионообменную хроматографию проводили на колонках, заполненных ДЭАЭ-ц, 
уравновешенных 0,005 М натрий-фосфатным буфером, pH 6,5. Применяли линейную 
градиентную элюцию по соответствующей схеме [13], где значительный градиент: 
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концентрация соли (0,02—0,5 М) сочетался с понижением pH буфера՜ от 6,5 до 5,0? 
Скорость элюции составляла 20 мл/ч.

Нисходящую хроматографию на бумаге FN-II осуществляли в системе раствори
телей бутанол—уксусная кислота—вода (4:1:5).

Ферментативный гидролиз трипсином и химотрипсином проводили в аммоний-би- 
карбонатном буфере, pH 8, пепсином—в буферной смеси растворов муравьиной и 
уксусной кислот, pH 2 в течение 1—24 ч. Соотношение фермент/субстрат поддержи
вали 1:80.

Кислотный и щелочной гидролиз проводили 6 и. HCI при 110° и1 1 и. ХаОН при 
комнатной температуре в течение 1—24 ч.

Активность ФДЭ сАМР мозга крыс определяли по количеству гидролизозанного 
субстрата при его инкубации с ферментом по методу Poch [24], модифицированному 
применением радиоизотопного микрометода, предусматривающего разделение продук
тов гидролиза с помощью восходящей тонкослойной хроматографии на пластинках 
«Silufol UV-254» [15]. В качестве источника ФДЭ сАМР использовали супернатант* 
гомогената (2000g, 20 мин) мозга крыс. Детально методика описана ранее [5]. 
Счет радиоактивности продуктов гидролиза сАМР производили на жидкостном сцин
тилляционном спектрофотометре SH—30 (Франция).

Активность фосфорилазы (КФ 2.4.1.1) определяли в условиях in vivo по- 
Illingworth, Cori [16]. В качестве подопытных животных использовали самцов не
линейных белых крыс - массой 150—180 г, содержащихся на обычном пищевом ра
ционе. Водные растворы препаратов кардиотропиьгх нейрогормонов вводили живот
ным в яремную вену в количестве 0.1 мл на животное, что соответствовало 0,05 Е 
биологической активности (условно за 1 единицу активности принимали то количе
ство препарата, которое увеличивало объемную емкость крови, оттекающей из ве
нозных сосудов сердца за единицу времени, на 100%). Через 30 мин животных дека- 
тегировали ц обработку быстро извлеченных тканей и дальнейшие процедуры про
водили по ранее описанной схеме [17]. Активность фосфорилазы б (ФБ) вычисляли 
по разнице между тотальной фосфорилазной активностью и активностью фосфори
лазы а (ФА). Количество неорганического фосфора определяли по методу Tayssky, 
Shorr [18].

Содержание гликогена в гомогенатах ткани определяли по методу Morris [19].
Биологическое тестирование проводили в условиях in situ на кошках под уре

тановым наркозом по методу Morawitz. Zahn [20].
В работе были использованы следующие реактивы: трипсин («Sigman США),, 

сефадекс G-10 («Pharmacia», Швеция), диметилформамнд («Merck», ФРГ), 
ДДС-Na, какодиловая кислота, водорастворимый карбегднимид («Ferak», ГДР),. 
ДЭАЭ-ц, («Whatman», Англия).

Результаты и обсуждение

На рис. 1 приведена схема различных способов выделения мно
жественных форм кардиотропных нейрогормонов из гипоталамуса 
крупного рогатого скота. Данные профиля элюции՜ низкомолекуляр
ных соединений уксуснокислого экстракта гипоталамуса, представлен
ные на рис. 2, демонстрируют высокую селективность ДЭАЭ-целлю
лозы. Одновременно проводимое биологическое тестирование выявила 
наличие нейрогормона «Г» (нГ) во фракции,элюируемой в I пике (160 
180 мл). фракция, элюируемая в IV пике, преимущественно содержа
ла нейрогормон «С» (нС) (5-10—560 мл); последним элюировался 
нейрогормон «К» (иК)—в V пике (680—720 мл,).. Фракции, соответ-
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ствующпе пикам коропароактивпости нейрогормонов, объединяли 
(8—9; 27—28 и 34—36) и лиофилизировали. При гель-фильтрации 
этих соединений на сефадексе 0-25. в свою очередь, обнаруживается 
их гетерогенность (рис. 3) и, кроме того, отмечено появление второго 
пика активности в каждой из полученных коронароактивных фракций.

-Как видно из рис. 3, выявляются существенные различия между про-

а
унсусно -кислый экстракт 

гипоталамуса

5
кард неактивный белок - 
гормональный комплекс

диализ против 0.1 н СН,СООН, 48 чИОХ на ДЭЮ-и

I--- Ь
/НГ НС

.НГ

Л I---диализат 
(низкомолекулярные соединения)

гель - фильтрации на сефадексе

т------ 1------ 1------- 1
НК! НС, НС,0

аромат агрария на бумаге 611՜ 11
•.(система бутанол-уксусная кислота - вода, 4 1 5,

осадок 
(белки)

1«ь)

Л/ 0,15
<"07. НС10)

!ХО,52 М0.55
(НК3, НК;)

гель- фильтрация на глицинамидированном серадексе 0՜ 10
--------’----------’---------- '-------------------------- ’----------- ■-------I

Рис. 1. Основные стадии очистки кардиоактивных нейрогормонов гипота
ламуса, выделенных различными способами: а—низкомолекулярные соеди
нения гипоталамуса, экстрагированные из ткани, б—диссоциированные 

от белковых носителей. В рамках обозначены конечные продукты.

Филями фильтрации нейрогормональных фракций, проявляющиеся 
как в интенсивности, так и в количестве обнаруживаемых пептидных 
соединений (рис. 3, а и 3, б), наряду с ослаблением или исчезнове
нием (рис. 3, в) характерного спектра поглощения при 206 им. Уме
стно отметить, что замена фильтра обусловлена тем, что в случае 
детектирования при 280 нм элюатов, выходящих из колонки 0-25 при 
гель-фильтрашги даже концентрированных образцов нС, не обнаружи
вались характерные УФ-поглощающие соединения. Примечательно 
также, как отмечалось выше, появление П пика активности при гель
фильтрации всех кардиоактивных фракций. При разделении фракции 
пГ, кроме характерного для него выхода в 3-м объеме элюата, отме
чено наличие активности, выходящей в 5-м объеме, в случае гель-филь
трации иК, наоборот, появление, кроме соответствующей ему зоне
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5-го объема, также и в 3-м объеме. При разделении фракции иС ак
тивные соединения выявлены в 7- и 10-м объемах элюата. Активные- 
фракцип условно обозначали по порядку выхода с колонки как нГ։ 
л нГ5, нКз и нК5, нС7 и иСю (рис- 1). Выявленные при детекции нС 
па 206 нм два спектральных пика нс обладают биологической актив
ностью. Пики активности нК, особенно одной из форм—нКз, совпала-

' Рис. 2. Профиль элюции низкомолекулярных соединений уксуснокислого эк
стракта гипоталамуса крупного рогатого скота в ходе хроматогафии на 
колонке с ДЭАЭ-ц (3X60 см). Элюцию проводили линейным градиен
том 0,005 М фосфатного буфера, pH 5—6,5 со скоростью 20 мл/ч. Сое
динения идентифицированы измерением оптического поглощения при 
280 нм (©). по степени ингибирования ФДЭ сАМР—..нейрогормоном

в %(А)֊ определением коронарорасширяющен активности (измеряли 
отток крови, оттекающей из венозных сосудов сердца за единицу времени); 
стрелкой обозначены места выхода коронароактивных соединений. По 

осп абсцисс—номера фракций.

ют с УФ-поглощающпм пиком. Аналогичный результат получен с пре
паратом пГз (рис. 3, а), где отмечено полное совпадение пика актив
ности с УФ-поглощающпм соединением. Необходимо отметить, од
нако, что несмотря на значительную вариабельность как по количест
венному выходу, так и по относительному содержанию коронароак
тивных компонентов, описанные 6 фракций по распределительной хро
матографии сгруппированы в трех зонах: для фракций пК в зоне с 

—0,35, пГ—0,32 и иС—0,15.
Исходя из полученных результатов, элюаты фракций, выявляю

щих коронарорасширяющую активность, были вновь подвергнуты гель
фильтрации на модифицированном сефадексе 0-10, позволяющем, как 
было установлено ранее для нС [12], дифференцировать перекрываю
щиеся молекулярные кардиоактивиые формы. Как видно из получен
ных данных, пС7 дополнительно разделяется на иС-.՛ и нСю». а нС10 

на нС?,-, и нСц)б (рис. 1).
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Изменение коронарорасширяющей активности нейрогормонов ги
поталамуса под влиянием различных факторов. Исследования были 
проведены на препаратах, полученных на стадии гель-фильтрации ч 
бумажной хроматографии.

Рис. •՛;. Гель-фильтрация иа колонке с сефадексом 0-25 (ЗХ<>0 см) • ней- 
рогор.мональных кардпоактивных соединении, полученных после МОХ на 
ДЭАЭ-ц. Элюцию вели биднетиллироваиной водой со скоростью 
40 мл/ч: а—профиль элюции нГ, б—нК. а—иС. Стрелки показывают 
.места выхода коронарорасишряющих соединений. Обозначения те же, 

что иа рис. 2.

Эксперименты1, проведенные на кошках в условиях in situ, выяви
ли различный характер воздействия внутривенно введенных нативных 
препаратов указанных нейрогормонов на изменение объемной емко- 
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■сти крови, оттекающей из венозных сосудов сердца. В отличие от нС, 
имеющего достаточный латентный период, пГ и нК уже через 10 мин 
после введения увеличивают отток крови, максимум эффекта отме
чается на .30- и 10-й мин соответственно и равен 150—200% по срав
нению с нормой. Отсутствует характерное для нС динамичное нара
стание эффекта и продолжительность действия сокращается от 4—5 
до 2—3 ч.

Рис. 4. Биологическая активность кардиоактшшых соединений при воз
действии различных факторов (в %): 1—гидролиз 6 и. Г1С1 при 110, 
2—гидролиз 1 и. ЫаОН при 37°, 3—протеолиз (трипсин, химотрипсин, 

проназа, пепсин), фермент-'субстратное соотношение 1:80

В следующей серии экспериментов изучали зависимость измене
ния активности нГ и нК под воздействием различных факторов (тем
пературный, кислотный, щелочной) и денатурирующих агентов. Как 
явствует из диаграммы, приведенной па рис. 4, нГ и нК оказались 
нерезистептными к кислотным (6 н. НС1) и щелочным (1 и. 1ЧаОН) 
условиям, температурной обработке (до 100°), теряя полностью спою 
нативную активность. В зависимости от продолжительности действия 
ряда протеолитических ферментов (химотрипсин, трипсин, проназа) 
иГ 11 "К либо частично инактивируются (1 я), либо полностью теряюг 
способность расширять коронарные сосуды сердца- (18—24 ч). Актив
ность нС под действием этих факторов, как видно из диаграммы 
(рис. 4), не подвергается существенным изменениям.

При интерпретации полученных данных, по-видимому. прежде 
всего надо иметь в виду различную природу этих гормонов и важную 
роль углеводного компонента нС, достаточно резистентного к описан
ным воздействиям, в частности к протеолизу- Это объяснение допу
скается на основании ранее полученных данных масс-спектрального 
[8] и углеводного [2] анализа, свидетельствующих о гликопептидной
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природе этого соединения и о гетерогенности олпгосахаридиой цепи 
углеводного компонента. ~~

Изменение активности фосфодиэстеразы (ФДЭ) сАМР иод воз
действием кардиоактивных нейрогормонов. Исходным пунктом прове
дения исследований кардиотропных нейрогормонов «К» и «Г» на ак
тивность ФДЭ сАМР послужили полученные ранее данные об участии 
нС в регуляции внутриклеточного уровня циклических нуклеотидов пу
тем ингибирования этого фермента [5]. Как показали результаты 
ИОХ уксуснокислого экстракта гипоталамической ткани на ДЭАЭ-ц, 
этот регион мозга отличается высокой гетерогенностью ингибирующих 
ФДЭ сАМР (рис. 2) пептидных соединений. При этом, как видно из 
рисунка, пики коронарорасширяющей активности совпадают с пика
ми ФДЭ сАМР ингибирующей активности. Однако в ходе дальнейшей 
очистки каждой из нейрогормональных фракций гель-фильтрацией 
через сефадекс 0-25 (рис. 3) пики коронарорасширяющей активности 
лишь в некоторых случаях совпадали с пикам...... ..  актив
ности (нГ5—рис- .3, а и нК—рис. 3, б), которая при этом снижалась 
до 38 и 17% соответственно- Ингибирующая способность нС7 и нСы, 
наоборот, по мере очистки возрастала (рис. 3, а). Сопоставление дан
ных свидетельствует о том, что в ряду кардиоактивных нейрогормонов 
нС занимает особое место по способности в значительной степени инги
бировать ФДЭ сАМР мозга, за ним следует пГ, проявляющий слабее 
ингибирующую активность ФДЭ, что касается нК, то последний теряет 
указанную способность по мере очистки, присущей, по-впднмому,. 
п р и м ес 11 ы м соеди пения м.

Изменение активности фосфорилазы под действием кардиоактив
ных нейрогормонов. Исходя из вышеописанных результатов, в част
ности действия кардиотропных нейрогормонов па активность ФДЭ 
сАМР, логично было ожидать также изменения активности фосфори
лазы. Были изучены изменения в активности общей фосфорилазы и 
в соотношении двух форм гликогенфосфорилазы—фосфорилазы а (ФА) 
и б (ФБ), катализирующей распад гликогена до глюкоз։» -1-фосфата- 
Результаты исследований по изучению сдвигов в активности вышеука
занного фермента под действием некоторых форм нейрогормонов- 
«К» и «Г» (нК5 и нГ3) приведены в табл. 1, 2. Ранее были изучены 
данные в отношении нС [22]; мы не сочли нужным приводить их в 
данном сообщении. Как видно из табл. 1, внутривенная инъекция 
крысам нК.5 в количестве 0,1 мл, которая соответствует 0.05 Е био
логической активности, приводила к увеличению тотальной фосфо
рилазной активности во всех исследуемых органах с разной интенсив
ностью. При этом, как показывают результаты изучения сдвигов в 
соотношении между ФА и ФБ, пКз, по-види.мому, не оказывает влия
ния на переход ФА Д ФБ в указанных органах, значительное же по
вышение активности тотальной фосфорилазы с одновременным уве
личением двух форм активностей в общем балансе нуждается в до
полнительном экспериментальном анализе.
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Влияние нейрогормона ,к5“ на активность фосфорилазы (мка Р( мин/г ткани), п=4
Таблица 1

Исследуемая 
ткань

Общая фосфорилаза Фосфорилаза а 
(ФА)

Фосфорилаза б 
(ФБ) ФА ФБ

контроль опыт контроль опыт контроль опыт контроль опыт

Мозг

4,25+0,8 ։ 

0,05>

9,5+0,2

р >0,01

1,0+0,2

р<

2,8+1,2

1,2

3.25+1,18 

р<0,05

6,7+1,8
0,30 0,42

Печень
3,42+0,5

р<0

Ю,+0,8

,01

1,9+0,5

Р<

.3,8+1,2

1.2

1,52+0,54

р<0

6.7+1,1

01 1,25 1,52

Сердце
9,2±1,0

р>0

19,8+1,3 

.01

1,0+0.2

р<

2,6+0,1

1,2

8,2+0,6

РйО

17.2+1,3

1 0,12 0,15

Мышца
5,9+1,1

Р<«

9,4+1,3

,1

0,4+0,27 | 0,7+0,3

Р<0,1

5,5+1.3

р<0

8,7+1,4

,2 0,07 0,08

Почка
3,6+0,8

р<(

7,2+0,5

1,02

1,3+0,4

Р<0

| 2,5+0,7 

1

2,3+1,4

рй<),5

| 4,7+1,3

0,56 0,53



Влияние нейрогормона ,Г3“ на активность фосфорилазы (мка Рр’мин'г ткани), п- 5
Таблица 2

Исследуемая 
ткань

Общая фосфорилаза Фосфорилаза а 
(ФА)

Фосфорилаза 6 
(ФБ)

ФЛ ФБ

контроль ОПЫТ контроль сны г контроль ОПЫТ контроль ОПЫТ

Мозг
4,2+0,8

р>0

6,6+0,5

,1

1,0+0,2

р>

2,9+0,6

>,01

3,2+1,1

р>0

3,7+0,8

,5
0,30 0,78

Печень
3,4+0,5

р>0

6,3*1,4

,005

1,9+0,5

1»

2,3±1,0

>.5

1,5+0,5

Р>0,

4,0+0,5
1,25 0,57

Сердце
9,2+1,0

р<0

9,7+0,7

,5

1.0+0,2

р>

3,6+1,5

),!

8,2+0,5

Р<о

6,1+0,5

5 0,12 0,60

Мыщца
5,9+1,1

рёО

7,2+0,8

,1

0,1+0,2

1»'

5.2+3,0

),1

5,5+1,3

Р<0

2,0+1,!

5 0,07 2,69

Почка
3,6+0,8 

р>0

5,0+1,0

05

1,3+0,36

Р>'

2,9+1,0

,2

2,3+1,4

Р>0,

2,1+1,0

2 0,56 1,38



Под действием нГ3 четкие изменения наблюдаются в мозгу и 
скелетной мышце (табл, 2), где на фоне значительного увеличения 

■общего баланса фосфорилазной активности прослеживаются сдвиги в 
сторону нарастания активности ФА- Нарастание активности ФЛ, 
хотя и не столь интенсивное, отмечается также в почках. Известно 
существование нескольких путей регуляции этого фермента [23]; в 
данном случае, по-видимому, имеет место ковалентная модификация, 
проявляющаяся в изменении коэффициента ФА/ФБ. Значительное уве
личение коэффициента ФА/ФБ отмечается также в сердечной мышце, 
где на фоне иеизмеияющейся общей активности фосфорилазы нГ3 
активирует фермент, переводя его из формы Б в форму Л. Полученные 
результаты позволяют в известной степени судить об усилении гли
когенолиза в этих органах. Подтверждением этого предположения, 
наряду с вышеописанными фактами, послужили данные по изучению 
изменения содержания гликогена в сердце и скелетной мышце, где 
отмечается его понижение с 391,0+11,5 до 151,0+27,5 (на 60%) и 
476±94 до 277+88 (на 42%) соответственно.

Согласно полученным данным, последовательность процессов, 
происходящих в этих органах в результате действия пГ3, можно пред
ставить следующим образом. Увеличение коэффициента ФА/ФБ обус
ловливает гликогенолиз, приводящий к понижению запасов гликогена 
՝в этих тканях. С другой стороны, известно, что механизм адренерги
ческой стимуляции гликогенолиза in vivo включает повышение синте
за сЛМР, который ускоряет активацию киназы фосфорилазы с после
дующим переходом ФА в ФБ. [24, 25]. Выявленное нами увеличение 
содержания сАМР в мозгу вследствие ингибирования активности 
ФДЭ, под действием нГ3 хорошо коррелирует с увеличением коэф
фициента ФА/ФБ, происходящим под его же действием- В свете из
ложенного становится объяснимой также характерная связь между 
указанными метаболическими сдвигами и кардиотроппым эффектом 
нейрогормона «Г».

Участие нКз и чГ3 в регуляции гликогенолиза в ряде висцераль
ных органов, судя по полученным данным, очевидно. Отмеченные же 
Различия между действиями этих гормонов можно объяснить, по-ви- 

•Димому, их структурными особенностями.
Резюмируя приведенные данные, можно заключить о существо

вании множественных форм кардиоактивных нейрогормонов, предпо
лагая их структурное, молекулярное и биологическое различия, ис
ходя из полифункциональной значимости. Однако это допущение 
нуждается в дальнейшей экспериментальной аргументации, вплоть до 
Расшифровки химической структуры.
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MULTIPLE FORMS OF CARDIOTROPIC NEUROHORMONES 
FROM HYPOTALAMUS

GALOYAN A. A., SRAPIONYAN R. M„ KARAPETYAN R. O„ ABEI.YAN J. G... 
SAAKYAN F. M., SAAKYAN C. A., ABRAMYAN S. S„ GRIGORYAN L. A., 

ODABASHYAN A. B., BOCHKO I. F.

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

The multiple form of the earlier discovered cardiotropic neurohor
mones ,,K“, ,,C“ and “G“ have been purified from bovine hypothala
mus. The multiple forms mentioned differ in molecular weight, biologi
cal activity and effect on the activity of cAMP PDE and on that of 
phosphorylase in brain and other organs.

The detection and indentification of these compounds makes it pos
sible to reevaluate their involvement in the regulation of metabolic pro
cesses in brain and visceral organs.
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О НАЛИЧИИ НЕЙРОСПЕЦИФИЧЕСКОГО БЕЛКА Б-100 В 
ЛАМИННО-ПОРОВОМ КОМПЛЕКСЕ ЯДЕР КЛЕТОК МОЗГА И 

ЕГО ВЛИЯНИИ ИА ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ БЕЛКОВ 
ЯДЕРНО И М Е М БРАНЫ

КАПРАЛОВ А. А., ТЮЛЕНЕВ В. II., БЕЛИК Я. В.

Институт биохимии им. А. В. Палладина АН УССР, Киев

Показано, что белок 5-100 входит в состав ламинно-порового комплекса ядер 
мозга. Под влиянием этого белка увеличивается фосфорилирование белков ядерных 
мембран мозга. Это происходит главным образом за счет белков с величиной Мг 
около 70 кД. Наряду с этим обнаружены белковые фракции, фосфорилирование 
которых в этих условиях уменьшается. Высказывается предположение, что действие 

■белка 5-100 па белки ядерных мембран и ламинно-порового комплекса обусловли
вает усиление ядерно-цптоплазматпческого транспорта РНК и увеличение активно
сти АТРазы ядерных мембран в его присутствии.

В предыдущей работе [1] показано, что нейроспеннфический бе
лок Б-100 усиливает ядерпо-цнтоплазматический транспорт РНК и 
увеличивает активность АТРазы ядерных мембран. Важную роль в 
процессе транспорта РНК играет ядерная оболочка. Ес особенностью 
является наличие ламинно-норового комплекса—слоя, прилежащего к 
“■■утренней ядерной мембране и морфологически отличающегося от 
нее [2]. Установлено, что ламипно-поровый комплекс принимает уча
стие в процессах переноса РНК из ядра в цитоплазму [3]. В его со
став входит АТРаза ядерных мембран, необходимая для транспорта 
РНК [4]. Добавление к ядрам антител против обогащенной поровым 
комплексом фракции ингибирует транспорт РНК и активность 
АТРазы ядер [5]. В связи с этим можно предположить, что. если 
белок Б-100 участвует в регуляции транспорта РНК. он может вхо
дить в состав ламинно-порового комплекса.

Регуляция белком Б-100 транспорта РНК и активности АТРазы 
может осуществляться посредством воздействия его на процесс фос
форилирования—дефосфорнлировапия. Так, имеются данные о том, 
что белок Б-100 увеличивает уровень фосфорилирования ряда ядер
ных белков [6, 7].
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ВЛИЯНИЕ ЭТАНОЛА НА ВОССТАНОВЛЕНИЕ ЯНТАРНОГО 
ПОЛУАЛЬДЕГИДА В НЕКОТОРЫХ СТРУКТУРАХ МОЗГА КРЫС

КАНУННИКОВА н. п.
Институт биохимии АН БССР, Гродно

Изучено влияние этанола на восстановление янтарного полуальдегида (ЯПА), пред
шественника гамма-окепмасляной кислоты (ГОМК), в некоторых структурах мозга 
крыс. Показано, что через 30 мин после введения этанола (3,5 г/кг. внутрибрюшинно) 
активность редуктазы не изменяется при условии насыщения ее коферментом и 
субстратом. Однако изучение кинетических параметров этой реакции позволило 

^выявить снижение К,„ и для кофермента, и для субстрата в больших полушариях 
мозга на фоне уменьшения кажущейся максимальной скорости окисления NADPH 
н в больших полушариях, н в базальных ганглиях. В опытах in vitro обнаружено 
снижение активности редуктазы в больших полушариях, во только в присутствии 
высоких концентраций этанола (0.J—1.0 М). При этом К ш для субстрата увели
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чена и в базальных ганглиях, и в больших полушариях, а К|П для кофермента сни
жена в больших полушариях. Полученные данные свидетельствуют о сложном комп
лексном влиянии алкоголя на образование ГОМК, в котором участвуют как прямые, 
так и опосредованные эффекты этанола.

В механизмах действия этанола на ЦНС существенную роль иг
рают вызываемые им изменения активности нейромедиаторных си
стем мозга, в частности, ГАМК-ергической системы [1, 2], причем 
влияние этанола может проявляться на различных звеньях ГАМК-си
стемы. Одной из возможных точек приложения действия алкоголя 
может быть так называемый «ГАМК-шунт»—путь переаминировання 
ГАМК в ЯПА с последующим превращением в янтарную кислоту или 
ГОМК. Ферменты метаболизма ЯПА являются NAD- или iNADP-завн- 
-симыми, поэтому изменение соотношения окисленных й восстановлен
ных форм этих коферментов, которое наблюдается при алкогольной 
интоксикации, может приводить к изменениям образования ГОМК.

ГОМК является нормальным метаболитом нервной ткани [3]. 
Неясно пока, какое физиологическое значение имеет эндогенная 
ГОМК, однако введение больших количеств этого соединения жи
вотным или человеку вызывает развитие бокового положения и сна. 
В последние годы было установлено существование в мозгу человека 
и животных специфического фермента образования ГОМК—ЯПА-ре- 
дуктазы [4—6]. Восстановление ЯПА может осуществляться и дру
гим ферментом, так называемой «неспецифической» ЯПА-редуктазой 
(альдегидредуктазой 1 или альдегпдредуктазой с высокой К п,) [6, 
7]. Известно, что эта «неспецпфпческая» ЯПА-рсдуктаза. в отличие 
от специфической, весьма чувствительна к действию барбитуратов, 
антиконвульсантов, бензодиазепинов [4, 7, 8]. Исходя из того, что у 
«неспецифической» ЯПА-редуктазы К для ЯПА лишь в 6 раз боль
ше, чем у специфической, можно предположить активное участие 
этой «неспецифической» редуктазы в поддержании постоянного уровня 
ГОМК, например, при алкогольной интоксикации, с целью умень
шения ее влияния на функциональную активность ЦНС.

В связи с вышеизложенным нам представлялось целесообразным 
■изучить влияние этанола на активность «неспецифической» ЯПА-ре- 
дуктазы в отдельных структурах головного мозга.

Материалы и методы

Эксперименты выполнены на белых беспородных крысах-самцах массой 160 
"200 г. Животным вводили 3,5 г/кг этанола внутрибрюшинно за 30 мин до декапи
тации. В опытах in vitro этанол добавляли в среду инкубации за 5 мин до добав
ления субстрата.

Животных дскапитпровали, извлекали мозг и выделяли базальные ганглии, 
большие полушария и ствол мозга [15]. Навески тканей гомогенизировали 
(1:20, масса/объем) в Na + -фосфатном буфере, 10 мМ, pH 7,0, содержащем 0,5 мМ 
2-меркаптоэтанола, и центрифугировали 1 ч при 0—-1 25000g. Полученную надоса
дочную жидкость использовали в качестве источника фермента [8]. Среда инку
бации содержала Na + -фосфатный буфер—100 мМ; 2-меркаптоэтанол- 0,5 мМ.
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NADPH—0,1 мМ; ЯПА—0,5 мМ и 200 мкл надосадочной —Жидкости (примерно 
0,4 мг белка), pH среды 7,0. Субстратом для реакции служил ЯПЛ, полученный из 
дпформилсукцината («Calbiochem—Behring Ltd»). Об активности фермента судили 
по уменьшению поглощения NADPH при 340 нм. Для определения кинетических па
раметров в пробы добавляли 100 мкМ NADPH и ЯПА в концентрациях 50— 
1000 мкМ при определении кажущейся К П1 для субстрата или же 500 мкМ ЯПА 
и различные концентрации NADPH (5—100 мкМ) при определении кажущейся К |п 
для кофермента. Предварительно было установлено, что фермент проявляет свою 
активность только в присутствии NADPH. но не NADH. Обработку данных про
водили методом линейного регрессионного анализа графиков Вульфа-Хофстп на 

■ ЭВМ [16, 17]. Белок определяли no Lowry и сойот. [18].

Результаты и обсуждение

Литературные данные о влиянии этанола па образование и ме
таболизм ГОМК немногочисленны. В работе Gold, Roth [12] не было 
обнаружено изменений количества 3Н-ГОМК, образовавшейся из 
3Н-ГАМК после введения алкоголя. Однако эти авторы не измеряли 
скорости метаболизма ГОМК. Позднее было показано отсутствие эф
фектов этанола (200 м-.М) па скорость восстановления ЯПЛ цитозо
лем, полученным из ткани мозга, с NADH как кофактором [13], од
нако в последние годы установлено, что паилучшим или даже един
ственным кофактором при восстановлении ЯПА является NADPH. An
derson и соавт. [14] не обнаружили изменений восстановления ЯПА 
в присутствии этанола до 200 мМ, они определяли этот показатель в 
цитозоле, полученном из гомогената, приготовленного па 0,32 М са
харозе с последующим центрифугированием. Возможно,при этом были 
удалены формы редуктаз, чувствительные, к действию нейротропных 
препаратов.

Введение этанола в наркотической дозе (3,5 г/кг) не вызывает 
достоверных изменений скорости восстановления ЯПА в присутствии 
насыщающих концентраций ЯПА и NADPH ни в одном из исследован
ных отделов мозга крыс (табл. 1). Однако при изучении кинетических

Таблица !

Влияние этанола in vivo на активность „неспецпфнческой" 
ЯПА-редуктазы (нмоль/мг белка/мин) (п=6)

Структуры мозга Контроль Этанол

Базальные ганглии
Большие полушарии

Ствол

4,32+0.34
5,11+0.47
5,29+0,61

4.02+0,54
4,61+0,66
4,35+0,95

параметров этой реакции обнаружено снижение кажущейся К и для 
субстрата, и для кофермента в больших полушариях мозга, тогда 
как в базальных ганглиях и стволе эти показатели не- изменяются 
(табл. 2). При этом наблюдается также снижение кажущейся вели
чины V окисления кофермента в базальных ганглиях и больших по-
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Влияние этанола in vivo иа кинетические параметры «пёспецнфйчёской» 
ЯПА-редуктазы в структурах мозга крыс

Таблица 2

liurpe- Исследуе- Базальные ганглии Большие полушария Ствол

диепты мые пока՜ 
затеяи контроль этанол контроль этанол контроль этанол

NADPII 
(5-100 

мкМ)
Кт 

(мкМ) 
у 9,5+2,4 12,0+0,8 27,3+0.5 14,2+0,9*** 19,8+3,0 19,9+0,5

ЯПА 
(50-1000 

мкМ)

(ll.MO.lb мг 
белка мин)

К т 
(мкМ)

V 
(нмоль мг 
бел ка/м пи)

4,52+0,36

210+8

5,48+0,34

3.31+0,37*

210+7

5,88+0,31

6,54+0,22

2.0+12

5,93+0,63

3,50+0.39***

168+8*

6,19+0,53

4,75+0,96

188+6

6.56+0,38

3,48+0,13

188+11

6,95+0,69
Примечание. Здесь и в табл. 3 значения КП1 и V определяли по Вульфу-Хофст I, 

используя метод линейного регрессивного анализа. * р<0,05, ** р<0,01, *** р<0,001.



лушарпях мозга при отсутствии изменений скорости восстановления 
субстрата. —

В условиях in vitro в базальных ганглиях присутствие различ
ных концентраций этанола не сопровождается достоверными измене
ниями скорости восстановления ЯПА. В то же время в больших по
лушариях восстановление ЯПА замедляется, но только в присутствии 
высоких (0,1 —1,0 М) концентраций алкоголя (рисунок).

Рис. Влияние этанола ։п на 
активность «неспецифическои» ЯПА- 
рсдухтазы (контроль прпню за 
100%) в больших полушариях мозга 
крыс. По оои абсцисс—концентра
ция этанола (М), ио оси ординат— 
активность фермента (%): *р<0,05

Окисление ИАОРН в присутствии насыщающей концентрации 
ЯПА и различных концентраций кофактора показывает отсутствие 
изменений кажущейся К для кофактора в базальных ганглиях, тог
да как в больших полушариях ее значение уменьшается, что, наряду 
с отсутствием изменений V, вероятно, свидетельствует об увеличении 
сродства редуктазы к коферменту (табл. 3). Изучение кинетических 
параметров восстановления ЯПА в присутствии насыщающей концен
трации ИАЭРН и различных концентраций субстрата выявляет уве
личение кажущейся Кп> в базальных ганглиях и в больших полушариях 
мозга при отсутствии изменений кажущейся величины V.

Таким образом, изучение кинетических параметров реакции вос
становления ЯПА позволяет более четко выявить эффекты этанола, 
определить характер этого влияния и возможные механизмы действия. 
Так, после введения алкоголя в организм не обнаруживается изме
нений редуктазпой активности в мозгу в присутствии насыщающих 
концентраций субстрата и кофермента. При добавлении этанола в 
среду инкубации скорость восстановления ЯПА уменьшалась в боль
ших полушариях, но только в случае высоких концентраций спирта֊

В то же время кинетические константы изменяются заметным об
разом под влиянием этанола. Уменьшение кажущейся максимальной 
скорости окисления \’АОРН в условиях целостного организма, по-ви- 
димому, подтверждает данные об изменении соотношения окисленных
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ii восстановленных форм NAD и NADP по действием этанола, чте 
является существенным моментом в неспецпфическнх эффектах пос
леднего [19, 20]. II хотя по данным Lopes-Cardozo, Albers [21], изме
нение этого соотношения не играет существенной роли в регуляции 
активности ГАМК—ГОМК-шунта на уровне ГА'МК-Т, оно может вно
сить нарушения на уровне дегидрогеназы и редуктазы ЯПА. Умень
шение же кажущейся К для кофермента на этом фоне может носить 
компенсаторный характер՝. Кажущаяся К,„ для ЯПА на фоне введения 
алкоголя в организм снижается в больших полушариях, что может 
быть как следствием индукции редуктазиой активности ткани повы
шенными количествами альдегидов, образующихся в присутствии эта
нола, так и компенсаторной активацией фермента, направленной на 
поддержание постоянного уровня ГОМК в мозгу. Добавление же эта
нола в инкубационную среду приводит, возможно, к конкурентным

Влияние этанола in vitro (250 мМ) на кинетические параметры 
«неспецифической» ЯПА-редуктазы

Таблица 3'

Ингреди
енты Показатели

Базальные ганглии Большие полушария

контроль этанол контроль этанол

NADPH
(5-100 я кМ) Кга(мкМ) ' 14,2+1,0 14,7+0,6 17,1+1,4 11,8+0,4**

V 
(нмоль, мг бел

ка/ мин) 3,64+0,44 3,12+0,25 3,09+0,38 2,42+0,12
ЯПА (50— Кт (мк.М) 72,0+1,4 133,0+5,0*** 83,0+5,0 149,0+5,5***

1000 мкМ) V 
(нмоль/мг бел- 

ка/мин) 3,14+0.1 3,41+0,21 2,13+0,2 2,62+0,17

отношениям между субстратом и этанолом, так как кажущаяся V не 
изменяется, а кажущаяся К для субстрата увеличивается.

Итак, полученные нами данные свидетельствуют о том, что этанол 
оказывает определенное воздействие па процессы образования ГОМК, 
наиболее выраженное в больших полушариях мозга. Воздействие это 
комплексное и складывается, вероятно, не только из влияния алкоголя 
на окисление МАОРИ и конкуренции с ЯПА- В условиях целостного 
организма в регуляцию этих процессов включаются, по-видимому, на
рушения обмена других альдегидов, а также влияния, направленные 
на поддержание гомеостаза ГОМК- Дальнейшее изучение эффектов 
этанола на очищенных альдегндредуктазах позволит уточнить харак
тер взаимоотношений между этанолом и ГОМК и их вклад в проявле
ния алкогольной интоксикации на деятельности ЦНС.
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EFFECT OF ETHANOL ON SUCCINIC SEMIALDEHYDE 
REDUCTION IN RAT BRAIN REGIONS

KANUNNIKOVA N. P.
Institute of Biochemistry. Academy of Sciences of BSSR, Grodno

The Influence of ethanol on reduction of succinic seniialdehyde 
(SSA), the precursor of gamma-hydroxybutyric acid (CUBA), in some 
rat brain regions has been studied. At saturating concentrations of co
factor (NADPH) and substrate (SSA) the reductase activity was not 
changed in basal ganglia, big hemispheres and brain stem 30 min after 
the injection of alcohol (3,5 g/kg, i. p.). but the study of the kinetic 
parameters of this reaction showed a decrease in for both the sub
strate and the cofactor in big hemispheres and basal ganglia. In in vitro 
experiments, a decrease in the reductase activity was obtained, but it 
was detectable only with the large dose of alcohol (0,1 — 1.0 M): the !<„, 
for the substrate increased in basal ganglia and hemispheres, but the 
K,„ for the cofactor decreased in hemispheres. Data obtained show a 
complex influence of alcohol, involving both direct and indirect effects, 
on the formation of GHBA in rat brain.
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УДК 577.15.517.466:612.82

ИНТЕНСИВНОСТЬ ПРОЦЕССА УТИЛИЗАЦИИ 
а-КЕТОГЛ УТАРАТА И СОДЕРЖАНИЕ НЕКОТОРЫХ СВЯЗАННЫХ 

С НИМИ СУБСТРАТОВ В РАЗЛИЧНЫХ ОТДЕЛАХ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС

РОЗАНОВ В. А., БЕЗАМАУТА С.

Одесский медицинский институт им. И. И. Пирогова

11сследовали а-кетоглутаратдегидрогеназную и ГАМК-а-кетоглутаратаминотраис- 
феразную активность в гомогенатах и митохоилриальио-сннаптосомиой фракции моз
жечка, коры и стволовой части головного мозга крыс. Судя по соотношению мак
симальных энзиматических активностей в митохондриях мозжечка ГАМК-шунт мо
жет обеспечивать превращение 1/4, а в коре—1/8-—1/10 части потока а-кетоглута- 
рата. Митохондриальная ГАМК-Т составляет 80% от всей определяемой активности 
при пересчете на мг белка. Отношение глутамат/ГАМК в митохондриалыю-синапто- 
сомной фракции приближается к 1, а в постмптохондрпальном супернатанте состав
ляет 3,5—4,0. Полученные данные важны с точки зрения уточнения механизмов ме
таболического контроля ГАМК-шунта в ЦНС и разработки подходов его направлен
ной регуляции.

Метаболическому пути глутамат—>-ГАМК—^янтарный полуальде
гид (ЯПА)—'֊сукцинат принадлежит роль шунта регулируемой а-кето- 
глутаратдегидрогепазпой реакции, лимитирующей стадии цикла три
карбоновых кислот [1, 2], что является специфической особенностью 
нервной ткани и отражает ее повышенные компенсаторные возможно
сти. Благодаря исследованиям Balazs [3, 4], сформировалось пред
ставление о том, что 8—10% потока субстратов цикла трикарбоновых 
кислот па стадии «-кетоглутарата (а—КГ) в ткани мозга может под
вергаться превращениям в цепи альтернативных реакций ГАМК-шун
та.

В то же время, особенности функционирования ГАМК-шунта и 
количественная оценка его вклада в биоэнергетику в различных мор
фо-функциональных образованиях мозга остаются во многом неяс
ными. Одним из целесообразных методических этапов в решении этих 
вопросов является сопоставление максимальных активностей фермент
ных систем, катализирующих альтернативные метаболические прев
ращения, в частности а-кетоглутаратдегидрогспазного комплекса 
(а-КГДК) и ГАМК-а-кетоглутаратамннотрансферазы (ГАМК-Т). Та
кое исследование представляет также интерес с точки зрения после
дующего анализа возможных механизмов контроля ГАМК-шунта как 
самостоятельного метаболического пути.

Исходя из этих соображений нами предпринято исследование, в 
ходе которого определялась активность а-КГДК и ГАМК-Т, а также 
содержание ГАМК и глутамата в гомогенатах, грубой митохон
дриальной фракции и постмптохондрпальном супернатанте мозжечка, 
коры и стволовой части головного мозга крыс.
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Материалы и методы

Исследования проводили иа половозрелых крысах линии \Vistar (самки и самцы) 
массой 180—200 г. Животных декапитировали, головной мозг быстро извлекали, ос
вобождали от мозговых оболочек и сосудистых сплетений. На холоду отделяли моз
жечок. изогнутыми ножницами снимали кору, остальную (стволовую) часть брали в 
опыт целиком. В гомогенатах отделов мозга определяли активность а-КГДК фер
рицианидным методом [5]. ГАМК-активность — по приросту глутамата [б], со
держание ГАМК и глутамата—методом хроматографии на бумаге.

С целью получения митохондриальной фракции из ткани отделов головного 
мозга и последующего определения а-КГДК-активностп, материал, полученный от 
3-х животных, объединяли и гомогенизировали (1:10) иа холоду в среде выделения, 
содержащей 0,225 М маннитола, 0,075 М сахарозы и 0.1 мМ ЭДТА, а также 2% 
(по объему) свежей сыворотки крови кролика.

Этапы выделения включали 10-мннутное центрифугирование гомогенатов при 
4000". последующее центрифугирование полученной надосадочпой жидкости в тече
ние 15 мин при ИОООц и промывку осадка при тех же условиях. Осадок мито
хондрий и синаптосом ресуспендировалп в среде разрушения, содержащей 0.02 М 
раствор калий-фосфатного буфера. pH 7.4; 0,33% (по весу) дезоксихолата в 
1.10~’М фенил-метплсульфонилфторида и подвергали троекратному замораживанию- 
оттаиванию в жидком азоте в течение 30—40 мин. В последующем активность фер
мента определяли в лизате митохондрий и синаптосом.

При определении активности а-КГДГ инкубационная среда содержала: (в мМ) 
К-•--фосфатный буфер—100; МАО—1,0; СоА-5Н—-0,4; дитнотрейтол- 0.5; тпампппиро- 
фосфат—0,1; М"С12—1,0;՜ а-кетоглутарат—2,0. Реакцию начинали добавлением лиза
та митохондрий и синаптосом, содержащего 80—200 мг белка. В контрольную пробу 
не вносили субстрат окисления. Активность фермента выражали в нмоль окислен
ного субстрата в мни на мг белка или иа 1 г ткани.

При определении ГАМК-Т активности в субфракциях ткани мозга среда выде
ления содержала те же компоненты, что и в первом случае, а также 0,1 М трнс-аце- 
татного буфера, pH 8.2. Условия фракционирования были аналогичными. Осадок 
митохондрий и синаптосом ресуспендировалп в среде разрушения, содержащей 
0.1 М трпс-ацетатного буфера, 0,1% тритона Х-100 и выдерживали 30 мин при 0—4°. 
Далее определяли ГАМК-Т-активность по ранее описанному методу [6] и содержа
ние ГАМК и глутамата в лизированной митохоидриально-сииаптосомной фракции и 
пост.митохоидрналыюм супернатанте методом хроматографии иа бумаге.

При определении содержания ГАМК и глутамата в митохондрпально-синапто- 
сомной фракции и постмитохоидриалыюм супернатанте средой выделения служил 
0.15 М К՜՛՞, Ма ՛--фосфатный буфер pH 7,0. Условия выделения были аналогичными. 
Результаты исследований обработаны статистически по методу Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Как видно из табл- 1., величины максимальной активности двух 
ферментных систем, катализирующих альтернативные реакции утили
зации а-КГ, существенно различаются. Во всех трех исследованных 
отделах головного мозга скорость окисления а-КГ под действием 
дегидрогеназного комплекса превышает скорость его трансаминирования 
с ГАМК. В то же время, при сравнении отделов мозга наблюдается зна
чительное и достоверное преобладание ГАМК-Т-актпвностн в моз
жечке над аналогичным показателем в коре, в то время как наиболее 
высокая а-КГДК- активность отмечается в коре. Вследствие такой 
неравномерности в распределении активности обоих ферментов (ствол 
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в ооопх случаях занимает промежуточное положение) превышение 
дегидрогеназной активности над трансаминазой в мозжечке дости
гает 2,6 раза, в стволе-—4,3 раза, а в коре—6,9 раз. Таким образом, 
при сравнении различных отделов мозга видно, что в гомогенатах 
мозжечка вклад ГАМК-шунта в превращения а-КГ более значителен, 
чем в гомогенатах коры.

Таблица I
Максимальная а-КГДК- и ГАМК-Т-активпость и содержание ГАМК и 
глутамата в гомогенатах 3-х отделов головного мозга крыс (п=8—10)*

Показатель и единицы 
измерения

.Морфо-функциональные отделы 
мозга

мозжечок кора СТВОЛ

а-КГДК-актнвность (нмоль 950,0+ 1242,0+ 1085,0+
а-К1 -г-1 ткани-мин-1) 45.0 55 >0: 39,0*’

ГАМК-Г-актнвность (нмоль 364,0-1- 180,0+ 252,0+
глутамата • г -1 • мии- ’) 26,0* 13,0 11,0*

С оде рж а 11 и е гл у та мата 8,86+ 9.76+ 8.22+
(мкмоль/ г ткани) 9.41 0,40 1.02

Содержание ГАМК (мкмоль/ г 2,06+ 2.30+ 3,08+
ткани) 0,23 0,17 0,21”

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3 при расчете достоверности различий в каче
стве объекта сравнения взят минимальный показатель; *р<0,001, **р<0,01.

Следует отметить, что мозжечок, где наблюдается максимальная 
интенсивность утилизации ГАМК, характеризуется наиболее низким 
ее содержанием (табл. 1). Наиболее высокое содержание ГАМК от
мечается в стволовой части мозга, включающей богатые ГАМК под
корковые образования [7]. Различия в содержании глутамата в отде
лах мозга менее выражены (отмечается тенденция к более высокой 
его концентрации в коре мозга), однако при расчете соотношения 
глутамат/ГАМК обнаруживается, что в мозжечке и коре оно состав
ляет 4,3—4,2, а в стволе—2,7.

Несколько иные закономерности и соотношения выявлены в ми- 
тохондриально-синаптосомной фракции исследуемых отделов головного 
мозга- Как видно из табл. 2, наиболее высокая активность а-КГДК 
определялась в митохондриях стволовой части мозга, а мииим'альиая 
активность—в мозжечке (как и при определении активности в гомо
генатах). ГАМК-активность в митохондриях различных отделов го
ловного мозга крыс (в полном соответствии с результатами ее опре
деления в гомогенатах) распределяется следующим образом: мозже- 
чок> ствол > кора. При этом в митохондриях коры и мозжечка сох
раняется примерно такое же соотношение между максимально опре
деляемой а-КГДК- и ГАМК-Т-актпвностыо, как и в гомогенатах этих 
отделов мозга (близкое к 3 в мозжечке и к 7 в коре). В то же время 
в митохондриях, выделенных из стволовой части мозга, превышение 
а-КГДК-активностп над ГАМК-Т-актизаостыо достигает 8, что при-

379



мерно вдвое превышает результат, полученный при изучении этих по
казателен в гомогенатах. _

Таким образом, если судить по максимальной активности двух 
альтернативных ферментных систем, в митохондриях мозжечка 
ГАМК-шунт способен обеспечивать превращение примерно 1/4 пото
ка а-КГ, а в коре и структурах ствола—лишь 1/8—1/10, что прибли
жается к данным Balazs [3, 4].

Таблица 2 
а-КГДК- и ГАМК-Т-актшшость и содержание ГАМК и глутамата в ли
зированной митохопдрпально-спнаптосомной фракции из различных от

делов головного мозга крыс (п=6—10)

Показатель н единицы
Мор|ю-фу нкциоиальпыс отделы 

мозга
измерения

мозжечок кора ствол

я-КГДК-активиость (нмоль
X А Ь Н 2 • м г -1 бел ка • м и и - 1) 

Р

51,78+
8,06

16,14+ ՛ 
0.53

<6,001 
20.83+ 
7,92

>0,05 
23,00+ 
4,27

<0,05

70,08+
3,76

<0,05 
10,80+ 
0,55

20,17±
6,91

>0,05 
22,00+ 
3,72 ~

<0,05

92,24+
13,60

<0,05 
11.48+
1 .31

>0,05 
18.57+ 
4.56

13.00+ 
2,27

ГАМК-1 -активность (нмоль 
глутамата-мг՜1 белка-мин- ’)

Р
Содержание глутамата (нмоль- 

мг-1 белка)
Р

Содержание I АМК (нмоль- 
мг--1 белка)

Р

ГАМК-Т-активность и содержание ГАМК и 1 
дриалыюм супернатанте различных отделог 

(п=8—10)

лутамата в 
головного

Таблица 3 
постмитохон- 

мозга крыс

Показатель и единицы 
измерения

Мор фо- ф VH к ш юна л ьн ыс отдел ы 
мозга

мозжечок кора ствол

ГАМ1\-Т-активиость (нмоль 2.29+ 1,40+ 2,05+
глутамата - мг—1 белка • мин- ’) 0,30՜ 0,14 0,36

Р <0,05 я >0,05
Содержание глутамата (нмоль- 159.83= 177,88+ 156,75+

мг -1 белка) 13,61 14,82 16,80
Р ><)»05 <0,05

Содержание ГАМК (нмоль- мг-1 56,43+ 52,00+ 61,00+
белка) 7,65 6,17 6,12

р >0,0;> >0,05

В связи с этим представляет интерес оценка интенсивности 
ГАМК-трансамипазной реакции вне митохондрий, где а-кстоглутарат- 
дегидрогеназная активность, целиком связанная с митохондриями, 
отсутствует, по имеется значительная аминотрансферазная активность 
[8]-
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Как видно из табл. 3, постмитохопдриальный супернатант по 
сравнению с митохондриальной фракцией мозга характеризуется на 
порядок более низкой активностью ГАМК-Т и соответственно в 2— 
3 и 8—9 раз более высоким содержанием ГАМК и глутамата (в пе
ресчете на 1 мг белка). Полученные данные указывают па преиму
щественно митохондриальную локализацию ГАМК-Т и относительно 
низкое содержание взаимосвязанных с ней аминокислот в митохон
дриях. Следует обратить внимание на своеобразное распределение 
ГАМК, и глутамата в митохондриальной фракции мозга и в суперна
танте- Как видно из табл. 2, в митохондриальной фракции уровни 
ГАМК и глутамата примерно равны, в то же время во внемитохон- 
дриальном компартменте уровень глутамата в 3—4 раза превышает 
уровень ГАМК, что соответствует их соотношению в гомогенатах.

Подводя итоги сказанному, следует подчеркнуть, что наблюдае
мые в гомогенатах соотношения между глутаматом и ГАМК обуслов
лены их содержанием во внемптохондриальном компартменте. в то 
время как соотношения между ферментативными активностями 
(а-КГДК и ГАМК-Т) обусловлены митохондриальными показателями. 
Это особенно хорошо заметно, если произвести расчет активности 
ферментов и содержания аминокислот па супернатант и митохондрии 
из расчета па 1 г исходной ткани (рисунок). Оказалось, что постми- 
тохопдриальпый супернатант содержит па порядок больше ГАМК и 
глутамата, чем митохондрии из того же количества исходной ткани. В то 
же время, учитывая малый объем митохондриальной и, особенно, си- 
наптосомиой фракции, концентрации субстратов могут быть совер
шенно иными. Однако независимо от этого отношение глутамат/ГАМК в 
митохопдриально-синаптосомной фракции приближается к 1, а в по- 
стмитохопдриалыюм супернатанте составляет 3,5—4. Поскольку глу
тамат является продуктом ГАМК-трансаминазной реакции, можно 
предположить, что его высокий уровень в постмитохондриальном су
пернатанте лимитирует активность фермента. С другой стороны, учи
тывая значения К,,, для ГАМК и а-КГ (соответственно 1,5 и 0,25 м.М) 
[9], что приближается к физиологическим концентрациям ГАМК [7] 
и значительно превышает концентрации а-КГ [10], можно высказать 
предположение, что фактором, лимитирующим ГАМК-Т-актпвность, 
является концентрация а-КГ. В связи с этим, вполне логичным пред
ставляется обнаруженный нами относительно большой вклад ГАМК- 
шунта в утилизацию а-КГ именно в мозжечке, где активность а-КГДК 
минимальная и наиболее вероятно участие а-КГ в ГАМК-Т-реакции 
(рисунок).

При анализе данных, приведенных па рисунке, обращает на себя 
внимание почти полное совпадение обнаруженных уровней содержа
ния аминокислот в митохондриалыю-синаптосомной фракции и супер
натанте с их содержанием в гомогенатах и значительное расхожде
ние суммарных показателей ферментативной активности в соответ
ствующих субфракциях и гомогенатах, особенно в мозжечке. Верояг- 
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нее всего, это связано с потерями ферментативной активности вслед
ствие удаления части фермента с ядерной фракцией и оорывкамч 
клеток, а также возможным изменением соотношения՜эндогенных ре
гуляторов активности в ходе препаративной обработки ткани, чго 
имеет особое значение для регулируемого фермента а-КГДК. Для 
выяснения истинных причин наблюдаемого несоответствия нужны

Рис. Распределение ГАМК-Т- и а-КГДК-активиости и содержания ГАМК 
и глутамата в митохондрпально-синавтосомнои фракции, постмпто- 
хондриальном супернатанте и гомогенатах различных отделов головного 
мозга крыс «при расчете на 1 г исходной ткЯии. а— распределение гл,ут».- 
мата (1) и ГАМК (2), б—распределение а-КГДК-(З) и ГАМК-Т-ак- 
тивиости (4); М—мозжечок. К—кора. С-—ствол мозга Но осп ординат: 

и мкмоль г՛ 1 ткани мозга, б—мкмоль г— 1 ткани мозга.мин—

дополнительные исследования. С другой стороны, обнаруженные со
отношения между содержанием ГАМК в синаптосомно-митохондриаль- 
лой фракции и супернатанте, совпадающие с данными литературы 
[11] и подкрепляемые сведениями о крайне незначительной скорости 
спонтанного выхода ГАМК из субклеточных структур [12] убеждае՛ 
в адекватности методических подходов.

382



В целом, полученные данные представляют интерес для дальней
шего уточнения механизмов метаболического контроля ГАМК-шунта в 
ИНС и разработки подходов его направленной регуляции.

THE RATE OF 2-OXOGLUTARATE UTILIZATION AND SOME 
RELATED COMPOUNDS CONTENT IN DIFFERENT 

REGIONS- OF RAT BRAIN

ROZANOV V. A., BEZAMAHOUTA C.

N. I- Pirogov Medical School, Odessa

The oxidation of 2-oxoglutarate and its transamination with GABA 
have been studied in homogenates and mitochondria of cerebellum, brain 
cortex and brain stem. Judged by maximal activities of the two enzy
mes, which catalize these two reactions, ОЛВА-bypath is able to utilize 
about 1/4 of 2-oxoglutarate in cerebellar mitochondria, and 1/8—1/10 in 
cortex and brain stem subcellular particles. The mitochondrial GABA— 
2-oxoglutarate transaminase (which comprises GABA—T activity) func
tions under the conditions of low GABA concentration, while outside 
mitochondria GABA content is much higher.

It is assumed that permeability of brain mitochondria membranes 
to GABA may represent a regulatory mechanism of GABA transamina
tion rate in mitochondria.
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УДК 577.352.5:577.112.3:599.323.4

АМИДНЫЕ ГРУППЫ БЕЛКОВ И АММИАКООБРАЗОВА11ИЕ 
В ГОЛОВНОМ МОЗГУ КРЫС

БАДАЛЯН II. А„ ДАВТЯН М. А.
Ереванский государственный университет

Изучали процесс аммиакообразовапия, наблюдаемый при 3-часовой инкубации 
гомогената головного мозга крыс в 0,05 М К + -фосфатном буфере, pH 7,4. Пока
зано, что до инкубации в гомогенате содержите։! азотсодержащее лабильное сое
динение. продуцирующее аммиак в течение инкубации и легко расщепляющееся насы
щенным раствором К2СО3 (поташ) с выделением аммиака. Это соединение осаж
дается ТХУ, но является растворимым в органических лнпорастворителях и экстра
гируется из ТХУ-осадка этанол-хлороформной смесью (2:1). Исследовали содержа
ние. амидных групп белков мозга крыс до и после инкубации. Установлено, что де
замидирование белков не играет роли в аммиакообразовании, наблюдаемом при ин
кубации гомогенатов мозга крыс.

Установлено, что при преобладании процессов возбуждения в 
мозгу животных происходит дезамидирование белков. В частности,, 
при кратковременном электрическом возбуждении [1. 2], при гиперок֊ 
сип [3, 4], при гипогликемических судорогах, вызванных введением 
инсулина [5, 6], параллельно интенсивному израсходованию энерге
тических субстратов расщепляются и амидные группы бочков мозга. 
И наоборот, при развитии тормозных процессов в мозгу, в частности 
при медикаментозном сне, вызванном введением медннала [7]. проис
ходит амидирование белков мозга. Указанные и ряд других данных 
позволяют приписать процессам амидирования и дезамидирования 
белков определенную роль в механизмах аммиакообразовапия и обез
вреживания аммиака в головном мозгу. Однако следует отметить от
сутствие прямых доказательств относительно участия амидных групп 
белков в процессе аммиакообразовапия в мозгу при нормальной жиз
недеятельности. Лишь исследования Арутюняна и Микаелян [8] од
нозначно доказывают, что наблюдаемое при декапитации животных 
резкое увеличение содержания аммиака в мозгу в основном обус
ловлено дезамидированием белков.

Нами была поставлена задача исследовать участие амидных 
групп белков в аммиакообразовании, наблюдаемом в течение инкубации- 
гомогенатов мозга.

Материалы и методы

Подопытные животные (белые крысы массой 150—200 г) были разделены па- 
две группы. Крыс 1 группы декапитировали, извлекали мозг и гомогенизировали в 
гомогенизаторе типа Поттер-Эльвсджем-а в 0,05 М К -фосфатном буфере, pH 7,1. 
До и после 3-часовой инкубации гомогенатов в ТХУ-экстракте мозга и непосредст
венно в гомогенате без предварительного осаждения белков ТХУ определяли со
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держание аммиака и глутамина, в ТХУ-осадке гомогената мозга—белковый амидо- 
азот.

Животных II группы целиком замораживали жидким азотом, затем вскрывали 
черепную коробку, извлекали мозг, растирали его в жидком азоте в порошок и его 
навески гомогенизировали в 10%-нон ТХУ. В ТХУ-экстракте мозга определяли со
держание аммиака и глутамина, в ТХУ-осадке—амидоазот белка.

Аммиак определяли микродиффузионным методом Зелигсона в модификации 
Силаковой н соавт. [9]. позволяющей по разнице величин азота аммиака, вытеснен
ного КОИ и К2СО3 из ТХУ-экстракта определять также амидный азот глутамина. 
В случае определения аммиака непосредственно в гомогенате в микродпффузиоп- 
иый сосудик вносили гомогенат без предварительного осаждения белков ТХУ, то есть 
в этих условиях присутствовали все компоненты клетки, включая белки. Можно 
полагать, что при этом К2СО3 будет вытеснять свободный аммиак, не гидролизуя дру
гие известные азотсодержащие соединения.

При определении амидных групп белки предварительно очищали от азотсодер
жащих соединений и липидов. Очистку проводили следующим образом: ТХУ-осадок 
трижды промывали 5%-иой ТХУ но 15 мни. последнюю обработку проводили на 
водяной бане при 90° в течение 30 мни; осадок обрабатывали последовательно 
органическими растворителями: смесью этанола с хлороформом (2:1) о мл, 15 мни; 
этанолом, 5 мл, 15 мин; смесью этанола с эфиром (2:1) 5 мл. 15 мин (обрабатыва
ли дважды, вторую обработку проводили при 1 70°); эфиром трижды 5 мл, 10 мни.

Амидные группы белков определяли по количеству аммиака, выделившемуся при 
гидролизе 20 мг белка в 5 мл 1 И. Н25О4 при 100° [3]. Гидролиз проводили в 
пробирках с обратным холодильником. При определении суммы амидных групи 
(САГ) белки подвергали гидролизу в течение 180 мин. При определении легкогид- 
ролизуемых амидных групп (ЛАГ)—30 мин. Для определения аммиака брали 0,5 мл 
надосадочной жидкости гидролизата, нейтрализовали его 1 и. Х’аОН и определяли 
содержание аммиака микродиффузионным методом. Трудногпдролизуемые амидные 
группы (ТАГ) определяли по разности САГ и ЛАГ.

Результаты и обсуждение

Данные, полученные при исследовании содержания аммиака ч 
ТХУ-экстракте и гомогенате головного мозга крыс до и после 3-часо- . 
вой инкубации, приведены в табл. 1. Показано, что в ТХУ-экстракте

Таблица 1
Содержание аммиака в гомогенате мозга (I) и ТХУ-экстракте гомогената мозга (П) 

крыс при декапитации до и после 3-часовой инкубации (мкмоль/г ткани), н ֊8

Условия
№П3, вытесненный 

пота тем
ХН3. вытесненный насы
щенным раствором КОП

Разница (амидо-Х-глу- 
тамина)

опыта
I 1 II I II

До инку
бации 3,50+0,27 7,93+0,45 7,94+0,15 21.33+0,30 4,44+0,26 13,40+0.25

После ин- 1.91+0,34 9,13+0.34кубацни 16.29+1,18 16,41+0,77 18.20+0.92 25.54+0,60
Образе-
налоеь
за время 
инкуба
ции 12,79+1,04 8,48+0,45 10,26+0,82 4,21+0.34 2.53+0.40 4,27+0,43

мозга до инкубации содержится 3,5 мкмоль аммпака/г свежен ткани, 
что совпадает с данными других авторов [10, 11]. Однако совершенно385



неожиданно при определении количества аммиака непосредственно в 
гомогенате (то есть при вытеснении из гомогената- аммиака насы
щенным раствором К2СО3), его содержание оказалось более чем в 2 
раза выше—7,93 мкмоль/г. После 3-часовой инкубации происходит 
почти 5-кратное увеличение количества аммиака в ТХУ-экстракте—■ 
16,29 мкмоль/г, причем, при определении аммиака после инкубации 
как в ТХУ-экстракте, так и непосредственно в гомогенате 
(16,41 мкмоль/г) получаются почти одинаковые величины. Это поз
воляет полагать, что до инкубации в гомогенате мозга содержится 
азотсодержащее лабильное соединение, которое легко расщепляется по- 
ташем с выделением аммиака. При инкубации гомогената, очевидно, 
это соединение полностью дезаминируется и обусловливает прирост 
аммиака на 4,43 мкмоль/г. Возможно, это соединение высокомоле
кулярной природы, осаждаемое ТХУ. В связи с этим уместно упомя
нуть исследования П. А. Кометнанн относительно существования в ТХУ- 
сеадке гомогената мозга крыс экстрагируемых подкисленными лппораст-- 
ворителями азотсодержащих соединений (белковой природы), кото
рые легко дезамидируются и таким образом играют существенную 
роль в процессе аммиакообразования. В частности установлено, что- 
при возбуждении՜, вызванном введением камфоры, параллельно уве
личению содержания аммиака в мозгу заметно снижается амидиро- 
ванность этих белков [12, 13].

При определении в ТХУ-экстракте глутамина оказалось, что в те
чение 3-часовой инкубации гомогенатов глутамин значительно дез
амидируется. Так. его содержание до инкубации составляет 
4.44 мкмоль/г, после инкубации снижается до 1,91 мкмоль/г, то есть 
в течение инкубации дезамидируется 2,53 мкмоль/г глутамина. Таким 
образом, из образовавшихся при 3-часовой инкубации 16,41 мкмоль/г 
аммиака — 3,5 мкмоль/г составляет предобразованпый аммиак, 
4,43 мкмоль/г образуется в результате дезаминирования неизвестного- 
соединения (легко расщепляемого поташем), 2,53 мкмоль/г—при де
замидировании глутамина, а остальные 5,95 мкмоль/г очевидно об
разуются в результате динамического процесса аммиакообразования 
(возможно дезаминирование аминокислот и других соединений раз
личными механизмами, дезамидирование белков)-

При вытеснении аммиака раствором КОН непосредственно из го
могената получаются чрезмерно высокие величины (21,33 мкмоль/г). 
Следует полагать, что из этого количества аммиака 3,5 мкмоль/г состав
ляет предобразованпый аммиак, 4,43 и 4,44 мкмоль/г образуются в 
результате распада неизвестного соединения и глутамина соответст
венно, а оставшиеся 8.96 мкмоль/г принадлежат другим соединениям, 
продуцирующим аммиак под влиянием КОН. Однако, последующие֊ 
расчеты показывают, что последние соединения, продуцирующие ам
миак под влиянием КОН, очевидно, не участвуют в аммиакообразова- 
нии при инкубации гомогенатов. Так, при вытеснении аммиака непо
средственно из гомогената после 3-часовой инкубации образуется- 
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25,54 мкмоль/г аммиака, из них 3,5 мкмоль/г—это предобразованный' 
аммиак, 4,43 и 4,44 мкмоль/г—а.мпак, образующийся из неизвестного 
соединения и глутамина, 5,95 мкмоль/г—в результате динамического 
процесса аммиакообразования, а оставшиеся 7,22 мкмоль/г—из соеди
нений, продуцирующих аммиак под влиянием КОН. Таким образом,, 
последнее соединение, продуцирующее аммиак п.од влиянием КОН в 
течение 3-часовой инкубации гомогенатов уменьшалось незначительно- 
(па 1,74 мкмоль/г), что дает нам право судить об их непричастности 
или незначительном участии в качестве источников аммиака при ин
кубации гомогенатов.

Так как можно допустить возможность гидролиза и амидных 
групп белков насыщенным раствором КОН, исследовали их содержа
ние до и после инкубации. Данные, приведенные в табл. 2, пока-

Таблица 2
Содержание амидного азота белков мозга крые при декапитации до и 
после 3-часовой инкубации гомогенатов (мкмоль/г свежен ткани),п=8

Условия опыта Сумма амид
ных групп

Легкогидролизу
емые амидные 

группы

Трудногидролизу
емые амидные 

группы

До инкубации 
После инкубации

27,02+1,57
27,18+1,51

17,84±1 ,38
21,17+1,83

9,18+0,39
6,01+0,59

зывают, что при 3-часовой инкубации гомогенатов содержание сум
марных амидных групп белков не меняется, хотя при этом наблю
дается определенное количественное перераспределение между легко-։։ 
трудногидролизуемыми амидными группами. Ряд авторов [14, 15] 
указывал на перераспределение между лабильными и стабильными 
группами белков при различных функциональных состояниях мозга в 
результате трансконформационных изменений последних. Так или 
иначе, при инкубации гомогенатов мозга в суммарном содержании 
амидных групп белков не происходит изменения и, следовательно, 
они не причастны к происходящему при инкубации аммиакообразо- 
ваншо. Можно полагать, что дезамидирование белков играет роль 
лишь при происходящем взрывообразном аммиакообразоваиии в моз
гу после декапитации, что подтверждают исследования Арутюняна и 
Микаелян [8], согласно которым степень амидировапности белков 
мозга значительно выше при замораживании крыс жидким кислоро
дом по сравнению с декапитацией. Это нашло свое подтверждение 
и в наших экспериментах при исследовании амидных групп белков 
головного мозга крыс, замороженных жидким азотом.

Как видно из табл. 3, белки головного мозга замороженных жид
ким азотом крыс содержат значительно больше амидных групп— 
59,07 мкмоль/г, чем белки мозга декапитированных крыс 
27,02 мкмоль/г, что свидетельствует о быстром дезамидировании бел
ков мозга после декапитации и полностью соответствует литературным 
данным [8]. Содержание аммиака в мозгу замороженных крыс со
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ставляет 1,69 мкмоль/г, глутамина—5,95 мкмоль/г. Как и следовало 
ожидать, при декапитации в мозгу крыс возрастает количество сво
бодного аммиака и уменьшается содержание глутамина.

Суммируя приведенные в работе данные можно заключить, что 
наблюдаемое при инкубировании гомогенатов головного мозга крыс 
аммиакообразование не обусловлено дезамидированием белков. Де
замидирование глутамина покрывает лишь около 20% образующегося 
аммиака, остальные 80% берут начало из других азотсодержащих 
соединений. Среди последних, по нашим данным, существенную роль 
играют соединения неизвестной природы, разрушаемые раствором 
К2СО3 и осаждаемые ТХУ, которые в течение 3-часовой инкубации 
продуцируют 4,43 мкмоль/г аммиака-

Таблица .? 
■Содержание аммиака, глутамина и белкового амидоазота в мозгу крыс, заморожен

ных жидким азотом при гомогенизации в 10%-ион ТХУ (мкмоль/г свежей ткани)

NI13. вытеснен
ный поташем

.\Т13, вытес
ненный на
сыщенным 
рас ।-волом

КОН

Разница 
между NI13. 
вытесненно

го КОН и 
нота те м 

(a мндо-N- 
глутамниа)

Белковый амидо- N

сумма амид
ных групп

легкогидролн- 
зуемые амид
ные группы

трудно։идро- 
лнзуемые амид

ные группы

1,69+0,12 7,64+0,51 5,95+0.46 59.07+3,88 29,55+1,32 29,52+2,61

Следует учесть, что при изучении амидных групп белков ТХУ-осад
ка, последний предварительно освобождался от всех липорастворн- 
мых соединений путем последовательной многократной промывки 
различными липорастворителямп. Следовательно, можно заключить, 
что интересующее соединение, хотя и осаждается ТХУ, по является 
липорастворимым и удаляется из ТХУ-осадка. Это подтвердилось в 
отдельной серии экспериментов при изучении содержания аммиака 
до и после инкубации гомогенатов как в промытом липорастворп- 
телями, так и в непромытом ТХУ-осадке. Оказалось, что при 3-часо
вой Инкубации количество аммиака, вытесняемое растворами К2СО3 
и КОН, уменьшается только в непромытом липорастворителямп 
ТХУ-осадке. Исходя из этого, следовало искать интересующее нас 
соединение в липорастворимом экстракте ТХУ-°саДка гомогената. С 
этой целью его подвергали до и после инкубации гомогената после
довательному экстрагированию различными липорастворителямп (эта- 
нол-хлороформом (2:1), этанолом, этапол-эфиром (2:1), эфиром) и в 
каждом из них определяли содержание аммиака.

Результаты экспериментов, приведенные в табл. 4, показали, что 
в этанол-хлороформном экстракте ТХУ-осадка наблюдается умень
шение содержания аммиака, вытесняемого растворами К2СО3 и КОН 
(на 2,87 мкмоль/г и 3,13 мкмоль/г соответственно). В полученных 
другими липорастворителямп экстрактах ГХУ-осадка аммиак содер
жится в следовых количествах. Таким образом, продуцирующее ам
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миак при инкубации гомогенатов мозга лабильное соединение (раз
рушаемое раствором К2СО3) осаждается ТХУ и является раствори
мым в этанол-хлороформной смеси (2:1).

Таблица 4 
Содержание аммиака в этанол-хлороформном экстракте ТХУ-осадка го
могената мозга крыс до и после 3-часовой инкубации (мкмоль/г све

жей ткани), п=5

Условия опыта NH3, вытесненный 
пота тем

NI L, вытесненный 
КОН

До инкубации 
После инкубации 
Разница

7.46+0,67
4,59+0.44
2,87+0,29

11.91+1,55
8.78+1.34
3,13+0,32

В этой фракции содержатся протеолипиды, экстрагируемые раз
личными липорастворителями, в том числе примененной нами смесью. 
Но так как в экспериментах экстрагированию органическими раствори
телями подвергали ТХУ-осадок, то, очевидно, в экстракте, помимо про- 
теолипидов, содержались фосфатидопептиды и фосфопептиды, кото
рые, как известно, экстрагируются подкисленными органическими ли
порастворителями [16, 17]. Протеолипиды и фосфатидопептиды со
держат амидные группы глутамина и аспарагина пептидных цепей, а 
фосфопептиды содержат п фосфоамндные группы. Однако указанные 
амидные группы никак не могут гидролизоваться примененным нами 
насыщенным раств >ром К2СО3. Известно, что экстрагируемая липо
растворителями фракция ТХУ-осадка гомогената мозга дезамидирует
ся лишь при жестком кислотном (2 и. НС1, 100° 2 ч) пли щелочном 
(1 и. КОН, 37°, 15 ч) гидролизе [12, 18—20]- Содержащиеся в этой 
фракции фосфопептиды, очевидно, не подвергаются щелочному гидро
лизу [21, 18]. Таким образом, можно заключить, что ни одно из из
вестных соединений, экстрагируемых липорастворителями из ТХУ-осад
ка гомогената не является соединением, продуцирующим аммиак под 
влиянием насыщенного раствора К2СО3. Очевидно, в липораствори
мом осадке содержатся другие азотсодержащие соединения, исследо
вание природы которых является предметом дальнейших исследований.

AMIDE GROUPS OF PROTEINS AND AMMONIUM 
FORMATION IN RAT BRAIN

BADALYAN I. A., DAVTYAN M. A.
Yerevan State University

Ammonium formation has been studied in rat brain homogenate 
(pH 7,4, 3h-incubation). It has been demonstrated that before incuba
tion a labile nitrogen-compound may be detected in homogenate that 
produces ammonia on incubation and is lazily split by saturated K2CO3 
producing ammonia. This compound is precipitated by TCA, is readily
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soluble in organic solvents and may be extracted from TCA-precipitate 
by ethanol-chloroform mixture (2:1). _

The amount of amide groups in brain proteins has been determi
ned before and after incubation. It has been established that ammonia 
formed on incubation of rat brain homogenates is not due to deamida
tion of proteins.
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УДК 577.115.3 + 591.484.

ОБ ИЗМЕНЕНИЯХ ЛИПИДОВ МЕМБРАН СЕТЧАТКИ ПРИ 
РАЗВИТИИ НАСЛЕДСТВЕННОЙ ДИСТРОФИИ У КРЫС

ОСТАПЕНКО II. А.. ШАБАНОВА М. Е., ТЮРИН В. А., БОРИН М. Л., 
ГОРБУНОВ Н. В.. ЭТИНГОФ Р. Н.

Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова АН СССР. 
Ленинград, Институт морфологии человека АМИ СССР, Москва

При помощи метода спиновых зондов установлено, что при развитии наслед
ственной дистрофии сетчатки у крыс линии Campbell микровязкость мембран 
сетчатки была существенно больше, чем у здоровых животных в период выражен
ной патологии (па 35-й день жизни) и не отличалась на 15-й день жизни. Начиная 
с этого дня. содержание продуктов перекисного окисления липидов в мембранах 
сетчатки крыс линии Campbell было выше, чем у крыс линии Wistar.

При изучении жирпокпслотного состава мембран сетчатки у больных животных 
на 10-й день жизни отмечено уменьшение содержания линолевой кислоты по срав
нению со здоровыми животными. В более поздние сроки постнатального развития 
(35- и 75-й дни жизни) выявлено уменьшение содержания докозагексаеповой кисло
ты. что является, вероятно, следствием деструкции наружных сегментов палочек 
■сетчатки. Факт изменения жирпокпслотного состава мембран у больных животных 
па 10-й день жизни, когда еще пет наружных сегментов, свидетельствует о нару
шении при наследственной дистрофии сетчатки липидного состава мембран нефото
рецепторных слоев.

Ранее нами было установлено, что при развитии наследственной 
дистрофии сетчатки у крыс относительно рано изменяется б'-нуклео- 
тидазная активность мембран этой ткани [1]. При анализе этого фе 
иомена предполагалось, что отмеченные изменения связаны с изме
нением липидов мембран сетчатки [2]. В литературе имеются отдели- - 
н'ые указания об изменении липидов мембран сетчатки при данном 
заболевании у крыс [3]. Однако они относятся к поздним’ (64 дня) 
стадиям заболевания и могут быть обусловлены наличием значитель
ного слоя обломков нефагоцитированпых наружных сегментов-

Целью настоящего исследования было сравнительное изучение 
микровязкости мембран сетчаток, жирпокпслотного состава (ЖС) 
их липидов и процесса перекисного окисления липидов (ПОЛ) у крыс 
с наследственной дистрофией сетчатки и здоровых на ранних и позд
них этапах постнатального развития.

Материалы и методы
Работа выполнена па крысах лннпп Campbell с наследственной дистрофией 

сетчатки и контрольных линии Wistar. разводимых в виварии Института эволю
ционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова, в возрасте 10. 35 и 75 дней 
жизни, то есть с начала формирования наружных сегментов палочек сетчатки и 
вплоть до развития полной слепоты у больных крыс.

.Микровязкость мембран суммарной фракции сетчатки (осадок после центрифу
гирования гомогената сетчатки при 12000ц 40 мин) оценивали по времени враща
тельной корреляции Те спинового зонда, как в работе Роп1и։, 1)е1те11 [4]. В
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качестве спинового зонда использовали этиловый эфир 7-имоксплстеариновой кисло
ты [5], который вводили в суспензию мембран в буфере, содержащем 40 мМ 
трпс-HCl, 100 мМ. NaCI, 1 мМ. ЭДТА pH 7,4 из расчета 1 .молекуйа зонда на 100= 
молекул мембранных липидов. Спектры ЭПР снимали на малогабаритном спектро
метре [6]; термостатирование образцов осуществляли . с точностью 0.5°: экстрак
цию липидов из мембран проводили по методу Folcli и соавт [7]; липидный фосфор 
определяли по методу Vascovsky и соавт [8]; определение гидроперекисей или дие
новых конъюгатов (первичных продуктов ПОЛ) проводили методом УФ-спектро
фотометрии в системе растворителей метанол: гептан (5:1) [9]. Конечные продукты 
ПОЛ типа шиффовых оснований регистрировали по характерной флуоресценции 
^֊|><>зб.=360 нм, ЛЭмис.=420—440 нм [10]. Спектры флуоресценции регистрировали> 
па спектрофлуориметре J 4—8960 «Aminco—Bowman» (США).

Жирные кислоты (ЖК) основных липидов определяли методом ГЖХ па хро
матографе «Chrom—4» (ЧССР). Использовали стеклянную колонку (длина—3,5 м,. 
внутренний диаметр—3 мм), заполненную 6% LAC-3 R-728 па хромасорбе 
G-AW-AMCS (80—100 меш, США). Температура колонки 186°, скорость тока газа- 
носителя (аргон) 60 мл/мин. Переэтерификацию остатка ЖК в молекуле липида- 
проводили мягким щелочным метанолизом без предварительной экстракции липидов 
[11]. Контрольные и опытные пробы анализировали в один день, в качестве стан
дарта использовали стандарт Ackman [12], содержание отдельных ЖК выражали 
в процентах; количественной оценкой содержания каждой ЖК служила площадь 
пика на хроматограмме.

Результаты и обсуждение
Иа рисунке представлены графики обратной температурной зави

симости времени вращательной корреляции тс спип-зоида в тоталь
ной фракции мембран сетчатки контрольных и больных крыс. В пер-

Рис. Микровязкость мембран сетчатки крыс линии Wistar и Campbell 
в различные сроки постнатальной жизни, a. Wistar—36 дней, Campbell 
36 дней; б. Wistar—15 дней, Wistar—36 дней; в. Campbell—1-5 дней.
Campbell—36 дней. По оси абсцисс—величина, обратная абсолютной тем

пературе (1 Г-103), по осп ординат — время вращательной корреляции.
(—iq-c )•

вые дни после прозревания (15—17-й день постпатальной жизни) су
щественных различий в показателе микровязкости мембран больных 
и здоровых животных не отмечено. В дальнейшем у крыс липни 
Wistar на 35-й день жизни наблюдали уменьшение микровязкости 
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мембран сетчатки ио сравнению с 15-м днем жизни. У крыс линии 
Campbel!, в отличие от здоровых, температурная зависимость микро
вязкости мембран была одинаковой в изучаемые сроки жизни. Соот
ветственно на 35-й день жизни, то есть в период выраженной патоло
гии у крыс Campbell, микровязкость мембран сетчатки у них была 
больше, чем у крыс линии Wistar. Это может быть отражением того

Таблица 1 
Изменение уровня эндогенных продуктов перекисного окисления липидов мембран 

сетчаток крыс линии Campbell и IFrs/nr в процессе постнатального развития

Концентрация

Возраст 
животных 

(дни)

Л и п и $ К р ы с

Campbell Wistar

оптическая 
плотность, 
/=232 нм

(гидропере
киси)

от осительная 
интенсивность 

флуоресценции
при /.=420 нм

(шиффовые осно
вания)

оптическая 
плотность, 
/.=232 им 
(гидропере

киси)

относительная 
интенсивность 

флуоресценции
при /.=420 нм

(шиффовые осно
вания)

15 (п=15) 0,21+0,01 0,77+0,08 0,13+0,01՜ 0,69+0.10

45 (и 5) 0,57+0,01 2,13+0,06 0,14+0,01 0,71+0,09

П римечание.
10 мкг/мл; р<0,05.

липидного фосфора растворах составляла

факта, что изученные мембраны отличаются разной молекулярной 
организацией липидов. В частности, в результате развития данной па
тологии может меняться соотношение жидких липидов и липидов, об
разующих в мембране кластеры. Одной из возможных причин наблю
даемых отличий может быть появление в мембране перекисных кла
стеров [13]. Как видно из данных табл. 1, уровень первичных продук
тов ПОЛ у больных крыс был выше, чем у здоровых уже па 15-й 
день жизни. В то время, как у крыс линии Wistar содержание продук
тов ПОЛ в процессе онтогенеза не менялось, у крыс линии Campbell 
оно нарастало, так что к 45-му дню жизни количество и первичных, 
и вторичных продуктов ПОЛ у больных животных было приблизи
тельно в 3 раза больше, чем у здоровых. Такое нарастание процесса 
ПОЛ, вероятно, и приводило к образованию перекисных кластеров в 
мембране и ограничению подвижности зонда. Полученные результаты 
хорошо согласуются с данными авторов [13—15]. которые установи
ли. что физиологически важными модификаторами гидрофобных свойств 
мембран могут быть эндогенные перекиси липидов. Появление пос
ледних в мембране изменяет не только проницаемость и барьерные 
свойства мембраны, но и приводит к ограничению подвижности фос
фолипидов во всей толще мембраны от полярных головок фосфоли- 
питов до концевых СНз-групп хвостов ^КК за счет снижения доли 
жидких липидов в бпелое и увеличения количества упорядоченных 
«кластеризованных» липидов [13 15].,
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Следует отметить, что усредненная микровязкость мембран всей 
сетчатки существенно зависит от доли, которую составляют в исследуе
мой фракции фоторецепторные мембраны, характеризующиеся высо
ким содержанием полпнеиасыщениых ЖК [16]. К 35-му дню жизни 
у больных животных фоторецепторных мембран в сетчатке еще отно
сительно много, хотя они уже находятся в состоянии деструкции [17]. 
Наличие этих мембран в препаратах у больных животных позволяет 
полагать, что отсутствие изменения микровязкости мембран в онто
генезе обусловлено изменением их качественного состава, возможно, 
увеличением «кластеризованных» липидов, а не изменением соотно
шения фоторецепторных мембран.

Жирнокислотны ii состав липидов сетчатки крыс (в % от суммы)
Таблица 2'

Жирная 
кислота

Крысы линии Wistar Крысы линии Campbell

10 дней 35 дней 75 диен 10 дней 35 дней 75 дней

14:0 1,4+0,1 Сл* Сл Сл Сл Сл
16:0 25,3+0,2 19,6+0,4 19.7+0,2 26,6+0,5 20,9+0,8 22,6+0,6
16: 1 4 ,0+0,1 0,5+0,1 0,5+0,1 5,2+0,1 0,6+0,1 1.2+0,1
17:0 Сл 0,5+0,1 Сл Сл 0.5+0,1 0,6"Н), 1
18:0
18:1

16,2+0,2
15,0+0,1

22,6+0,6
10.1+0,1

24,6+0,1
11,0+0,3

16,4+0,1
15,2+0,3

21 ,0+0,2
9,7+0,3

22,8+0,3
15,4+0,3

18:2-6 1,6+0,1 0,8+0,1 1,2+0.2 0,9-Н),1 0,9+0,1 1,1+0,1
20: 4.-6 16,0+0,6 10.3+0,1 11.0+0,3 15,5+0,4 11,3+0,1 13,5+0,2

неидентично 0.6+0,1 1.1+0.2 Сл 0,5+0,1 1,0+0,1 Сл
22 : 4.-6 3,0+0,1 2.7+0,1 2.6+0.1 2,6+0,1 2,9+0,1 2,4+0,1
22 : 5-6 6,4+0.1 5,7+0,2 4.4+0,2 5,6+0,3 8,3+0,2 1,8+0,1
22 : 5.-3 0,5-г0,1 0,5+0,1 0,5+0,1 0,6+0,1 0,6+0.1 0,7+0,1
22 : 6-3 9,6+0,3 25,3+0,5 24,5+0,7 10,7+0,3 22,2+0,2 17,9+0,3

Насыщенные 42,9 42,7 44,3 43,0 42.4 46,0
Моносновые 19,0 10,6 11,5 20,4 10,3 16,6
Полиеновые 37,7 1 46,4 44,2 36,4 47,2 1 37,3

Примечание. Сл*—следы, менее 0,5%.

Известно, что основным субстратом ПОЛ в мембранах являются 
полиненасыщенные фосфолипиды, которыми так обогащены фоторе
цепторные мембраны. Поэтому в следующей серии опытов был изу
чен ЖС мембран сетчатки больных и здоровых крыс на 1.0-, 35- и 
70-й дни жизни- У крыс линии Wistar в процессе постнатального раз
вития от 10-го до 35-го дня жизни наблюдали снижение содержания 16:0 
и увеличение 18:0, так что процент насыщенных ЖК не менялся. В этот же 
срок происходит снижение содержания ЖК линолевого ряда 18:2<о6^ 
20:4<о6 и 22:5ш6 и увеличение содержания Докозагексаеновой кис
лоты—о 3 ряда (табл. 2). Во все сроки жизни количество ненасыщен
ных ЖК было больше, чем насыщенных, а из ненасыщенных преоб
ладали полиненасыщенные. Увеличение количества 22:6 to 3, специфи
ческого маркера фосфолипидов фоторецепторных мембран, более чем 
в 2 раза по сравнению с 10-м днем жизни может частично объяснить 
уменьшение микровязкости мембран сетчатки крыс липин Wistar к 
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35-му дню (рис. 1). С другой стороны, само увеличение процентного 
содержания 22:6<оЗ среди ЖК сетчатки обусловлено ростом наруж
ных сегментов палочек, в которых содержание этой ЖК особенно 
высоко и составляет у теплокровных животных приблизительно 40— 
50 молярных процентов [16].

При сравнении ЖС липидов сетчатки здоровых и больных крыс 
было показано, что у крыс линии Campbell уже на ранних сроках 
жизни (10-й день) понижено содержание эссенциальной 18:2<о6 в 
2 раза по сравнению с контролем (р<0,001), а также других длин- 
ноцепочечпых кислот линолевого ряда 22:4 <о 6 (р<0.001). 22:5 «> 6 
(р<0,05). Одновременно с этим увеличивалось содержание моноено- 
вбЙ кислоты 16:1 (р<0,001). На 35-й день уровень 22:6 со 3 был до
стоверно понижен по сравнению с нормой, что, возможно, обусловле
но уменьшением се синтеза или увеличением ее окисления в период 
начавшейся деструкции наружных сегментов- Подобные по характе
ру изменения в содержании 22:6 со 3 отмечены в работе Organiscial 
и соавт. [3] па более поздних сроках заболевания. На 75-й день 
наблюдали дальнейшее уменьшение содержания 22:6 со 3 в сетчатках 
больных крыс, что, вероятно, связано с распадом наружных сегмен
тов в этот период [17].

Обнаруженные на 10-й день, то есть в период, когда еще нет на
ружных сегментов, изменения ЖС свидетельствуют о том, что наруше
ния ЖС относятся не только к фоторецепторному слою сетчатки, но 
и к мембранам других слоев. Это положение подтверждает ранее 
полученный факт об изменении активности 5'-нуклеотидазы в нефо
торецепторных мембранах сетчатки [2]. Следует также отметить, чго 
несмотря на то, что изменение ЖС сетчатки у больных крыс удается 
констатировать уже ж 10-му дню жизни, оно не отражается на микро
вязкости мембран. Это обусловлено тем, что изменения касаются тех 
ЖК. доля которых от общего содержания ЖК липидов весьма незна
чительна. На 35-й день при одинаковом суммарном содержании по
лиеновых ЖК вязкость мембран сетчатки была больше у больных 
крыс, что свидетельствует о том, что жидкостность мембран обуслов
лена определенным качественным составом ЖК и связанными с ним 
белок-липпдными взаимодействиями.

Резюмируя полученные данные, и в частности результаты о ран
них изменениях ЖС мембран сетчаток больных крыс, можно предпо
ложить. что эти изменения могут иметь значение в патогенезе заболе
вания, учитывая уникальный ЖС сетчатки, и в частности наружных 
сегментов. Изучение конкретной значимости ранних изменений ЖС 
сетчаток у больных крыс является предметом дальнейших исследова

ний-
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RAT HEREDITARY DISTROPHY AND RETINAL 
MEMBRANE LIPIDS

OSTAPENKO 1. A., SHABANOVA M. E., TYURIN U. A., BORIN M. L„ 
GORBUNOV N. V., ET1NGOE R. N.

I. M Sechenov Institute ol Evolutionary Physiology՛ and Biochemistry, 
USSR Academy of Sciences, Leningrad.

Institute of Human Morphology, USSR Academy of Medical 
Sciences, Moscow

Starting from the 35th day of life the micr oviscosity oi rat retina- 
membrane turned to be essentially higher in normal animals than in 
Campbell line ones with hereditary retinal distrophy (tested by spin, 
probe method). Since 35th day of life the content of the products of 
lipid peroxidation in Campbell rats was higher than in Wistar ones.

The amount of linolic acid dropped on the 10th day of life in disea
sed animals; on the 35th and 75th days a decrease in the amout oi dokoza- 
hexaenic acid was registered pointing to a possible destruction of the- 
outer segments of retinal rods. Changes in the fatty acids composition- 
in retinal membrane of diseased animals on the 10th day of life (when 
the outer segments are not yet formed) points to the damage of retinal, 
non-photoreceptive strata in this pathology.
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УДК 557.112:591.48:681.816.6

ПРОТЕОЛИПИДНЫИ БЕЛОК И ЛИПИДЫ ЦЕЛОГО МОЗГА И 
СУБКЛЕТОЧНЫХ ФРАКЦИИ В РЯДУ ПОЗВОНОЧНЫХ

ЗАБЕЛИНСКИЙ С. А., ДЕНИСОВА Н. Л.

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

Представлены ........ .. по содержанию липидов, включая протеолппиды, в целом
мозгу у 22 видов и в субклеточных фракциях (миелиновой и сппаптосомной) у 8 
видов исследованных позвоночных. Исследование липидов головного мозга позвоноч
ных подтвердило, что в составе мембран мозга теплокровных снижено относительное 
количество фосфолипидов по сравнению с холоднокровными. По количественному 
составу липидов пластпножаберные отличаются от костистых рыб. Обнаружено, 
что липидный состав фракций мозга представителей разных классов позвоночных 
имеет немало общих черт. В то же время имеются отличия в липидном составе как 
в миелиновых, так и в сипаптосомиых мембранах. Можно заключить, что биохими
ческие показатели, отличающие мозг низших позвоночных (рыб) от мозга назем
ных и в особенности от мозга теплокровных животных, полученные при расчете на 
г влажной и сухой массы, в основном сохраняются и при расчете на сухую массу 
липидного экстракта. Близость пластииожаберпых и наземных позвоночных по ли
пидному составу мембран мозга объясняется, по-видимому, тем. что они относятся 
к общей линии развития полуводпых (амфибий) и наземных позвоночных.

Содержание липидов в различных мембранах мозга составляет 
от 40 до 80% их сухого веса. Миелиновые структуры особенно бога
ты липидами, бимолекулярный слой которых, главным образом фос
фолипидов (ФЛ), является одним из наиболее важных структурных 
компонентов любой клеточной мембраны мозга. Самое высокое со
держание ФЛ обнаружено во фракции миелина, в особенности в пре
паратах миелина рыб [1].

Цель настоящей работы состояла в изучении липидного состава 
мембран мозга в ряду позвоночных, адаптированных к различным 
температурным условиям.

Материалы и методы

Животных декапптпровали, и мозг быстро извлекали. Липиды и протеолппиды эк
страгировали из ткани мозга смесью хлороформа и метанола по методу Folch и соав:. 
[2]. и в дальнейшем обработка целого мозга и субклеточных фракций шла анало
гично тому, как описано ранее [3]. Субклеточные фракции получали по методу, 
приведенному в работе Sun G., Sun Л. [4]. В липидных экстрактах (ЛЭ) определя
ли сухой остаток, суммарное содержание ФЛ, белок протеолипидов [3]. Содержа
ние гликолипидов [5] и холестерина [6] определяли колориметрически и с помощью 
метода ГЖХ*.

* Авторы приносят благодарность М. А. Чеботаревой и М. В. Левитиной за 
оказанную помощь в определении содержания холестерина и гликолипидов.

Следует отметить, что масса липидов, входящих в протеолипидные комплексы, 
составляет 25_ 30% от массы очищенных протеолипидов (ОПЛ) у теплокровных
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животных и около 10% у холоднокровных [3, 7]. Следовательно, зная содержание 
протеолипидного белка в ЛЭ мозга у изученных животных, можно рассчитать при
мерное содержание ОПЛ на г влажной ткани мозга.

Статистическую обработку проводили стандартным методом на микро-ЭВМ 
«Электроника ДЗ-28».

Результаты и обсуждение

Исследован головной мозг 21 представителя позвоночных. В 
табл. 1 приведены данные о средних величинах массы головного мозга 
у исследованных животных. Следует отметить индивидуальную вариа
бельность размеров тела и головного мозга в пределах вида у иссле
дованных животных. Наиболее сильные колебания в размерах голов
ного мозга обнаружены у колючих акул или катранов (5дна1иэ 
асапИмаз)-

Из результатов определения сухой массы мозга, представленных 
в табл. 1, следует, что сухая масса мозга теплокровных животных боль
ше, чем у холоднокровных, что, по-видпмому, связано с увеличением в 
мозгу высокоорганизованных животных количества клеточных элемен
тов и со степенью миелинизации мозга животных [8]. Сухая масса 
нелипидного компонента в составе мембран мозга всех изученные 
животных изменяется в меньшей степени (в пределах 11 — 126 мг/г 
влажной ткани), чем сухая масса липидов. Так, сухая масса ЛЭ у 
этих видов животных изменяется в пределах 49—105 мг/г влажной 
ткани. Самое высокое ее содержание (без учета ганглиозидов) обна
ружено у млекопитающих и рыб—81 —105 мг/г влажной ткани, а са
мое низкое—у амфибий—49 мг.

Наиболее отчетливые сдвиги в изменении сухой массы ЛЭ мозга 
происходят на ранних стадиях развития, в особенности у незрелорож- 
дающихся млекопитающих (табл. 2). Например, у однодневных мы
шей она составляет 25,7 мг, а у взрослых—88,4 мг/г влажной ткани 
мозга. Морская свинка выбрана в качестве объекта исследования, 
поскольку она является зрелорождающимся млекопитающим с ча
стично сформированным миелином и с почти нормальной терморегуля
цией. Ряд авторов [9, 10] отмечает, что в онтогенезе незрелорождаю- 
щихся животных происходит изменение липидного состава мембран 
мозга, в частности обогащение их протеолипидным белком и гликоли
пидами [9, 10]. Одной из причин этого, по мнению авторов, является 
активный процесс миелинизации. Нами также установлено, что ли
пидный состав мозга взрослых морских свинок отличается от одно
дневных более высоким содержанием всех липидов, в том числе и 
протеолипидов. Например, сухая масса ЛЭ у взрослых морских сви
нок увеличивается в 1,6 раз, а холестерина—в 1,8 раз по сравнению 
с ЛЭ мозга новорожденных, причем нарастание ФЛ происходит лишь 
в 1,2 раза.

В мембранах мозга млекопитающих и костистых рыб ФЛ состав
ляют 41—59 мг/г влажной ткани, тогда как у амфибий их содсржиг-
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Таблица I
Состав липидного экстракта головного мозга позвоночных

Жпвошое
Количество 
животных 

в опыте
Мтсса целого 
мозга (мг)

Солер ж а н п е (и мг г влажной ткани)

сухой массы 
мозга

сухо։։ массы 
ЛЭ

фосфоли
пидов

белка иротео- 
лппидов

ГЛИКОЛИ
ПИДОВ

холестерина

Макака 1 87250 225,0+6,2 105,3+2.3 52,5+2,1 8.3*0.8 19,1+1,9 22,4+2,2
Морская свинка 5 3610+3,0 — 85,4+1.6 41.2+1,1 7,2+0,3 16.4+2,1 20,2+1.8
Крыса белая 10 1850+2.0 210,3+5,2 100,2+1,9 50.1 + 1,9 6,0+0,6 17,3+1,7 21,4+2,1
Хомяк 3 1095+5,0 83,0 41,0 5.5 1 1.0+1,7 18,3+1.9
Мышь (6-месячная) [13). 444.5 238,0 88,4 52,0 5,0 13,1 20,0
Ворона серая 3 — — 79,3+1,7 41,6 5,5+1.1 17.1 + 1, 1 15,1 + 1.4
Кура 10 3031+2,0 194,9*3,9 71,3+1,8 37,2+1,3 6,4+1,0 16,0+1,7 12,4 + 1.6
I олубь 10 2200+3,0 199,6+4,1 73,9+2.1 38,1+1,4 6,34-1,1 16,4+1,3 11,9+1,8
Агама стенная 7 91+2,0 110,4+3.6 69.1+2,0 36,2+1,3 • 5,1+0,9 9,3+1,0 14.3+1,1
Желтопузик 10 300+1,0 170,0*4,1 64/՝+1,6 34.9+0,8 3,8+0,6 8,1 + 1,3 14.04-1,2
Черепаха степная 10 350+2,0 170,3+4.4 51,1+2,0 29,4*1,6 4.5+0,8 6,1+0,9 10.3+1,3
Лягушка 20 70+0,5 161,1+3,7 48,9+1.5 27,9+1,4 4,1+0,9 4,9+0,8 9,9+1,0
форель (2—3 года) 10 228+3,0 185.3+3,3 81.4 + 1,6 54.9+1,1 3,0+0,5 4,0+0,8 18,8+2,0
Форель (3—4 года) 100 300+0,4 200,1+8,0 91,3 59,0+1.8 3,2+0,5 3,9+0,7 19.9+2,1
Акула молот 1 11100 — 83,7 41,0 4,4
Аку а белоперая 32100+50.0 — 66,8 35.1 3,6 10,6-1,1 15,3-1,6

2 29170-1-20,0
Акула голубая 1 15510 — 60,3 31,1 2,7
Катран 1,-100+126 <м 5 3525+18.0 181,1+3,5 60,3+1.3 31,4+1,9 2,3+0,5 9,0+1,0 14,8+1,1
Катран 1.-45 см 1 919 178,3+3,1 53.5 28 4+1 ,5 2,3+0,5 7,1+0,7 . 12,9+1,4
Скат лиса 7 1810+15,0 178,0+4.5 | 64,7 35,3+2,1 3,0+1,0 8,1+0,9 14,5+1,3



■ся в 1.5—2 раза меньше. Содержание .холестерина у млекопитающих 
и костистых рыб приблизительно в 1,4—2 раза больше, чем у пред
ставителей остальных классов позвоночных-

Таблица 2
Состав липидных экстрактов головного мозга новорожденных позвоночных

Живот
ное

Масса 
целого 
мозга 

(.'"•)

Содержание (мг/г влажной ткани)

сухой мас
сы мозга

сухой 
массы
ЛЭ

фосфоли
пидов

белка про- 
теолипидов

гликоли
пидов

холесте
рина

Морская 
спинка
(3)

Крыса 113]
(3)

Мышь [13]
(3)

2072+1,0 180,0+3.5

124,0

132,0

52,9+1,4

25,7

23,7

33,5+1.6

17,6

21.5

1.8+0.7

0,3

7,1 + 1,5

2,7

о.з

11,3+1,7

3,8

4,2

Анализ полученных данных показал (табл. 1), что в содержании 
суммарных гликолипидов (цереброзидов и цереброзидсульфатов) и 
протеолнпидного белка при расчете на г влажной ткани мозга просле
живается определенная корреляция с уровнем организации животных, 
что, возможно, связано также с различной степенью миелинизации 
этого органа. Сопоставление содержания гликолипидов и протеоли- 
пидного белка позволило выявить высокую корреляцию между этими 
показателями (г = 0,89).

Таблица 3 
Состав липидных экстрактов головного мозга позвоночных 

(% от сухой массы липидного экстракта)

Ж н в о г н о е Фосфо
липиды

Белок про- 
теолипидов

Глико
липиды

Холесте
рин

Макака 50,0 7,9 18.2 21,3
Морская свинка 48,2 8,4 19.2 23,7
Крыса белая 50,0 6.0 17.3 21.4
Хомяк 49,6 6.6 16.9 22,1
Мышь [13]. 58,8 5.7 14.8 22,6
Ворона серая 52,5 6,9 21.5 19,1
Кура 52.2 9,0 22,4 17,4
Голубь 51,6 8,5 22,2 16,1
Агама стенная 54,0 7,6 13,9 21,3
Черепаха степная 57,5 8.8 12.2 20,2
Желтопузик 54,0 5,9 12,5 21,7
Лягушка травяная 57,1 8,4 10,0 20,2
Форель 67,5 3,7 4,9 23.1
Сельдь иваси 67.1 4,0 4,3 22,3
Хариус байкальский 70,0 3,6 4,8 21,8
Камбала тихоокеанская 68.1 3,3 4.7 23,0
Скат черноморский 54,5 4.6 12,6 22,4
Катран черноморский 52,0 3.8 14.9 24,5

В табл. 3 представлен липидный состав мозга изученных позво
ночных в процентах от сухой массы ЛЭ. Мы сочли возможным подой
ти к рассмотрению состава мебран мозга животных с разным уров
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нем организации с точки зрения процентного состава основных мем
бранных липидов на основе следующих фактов: во-первых, масса су
хого ЛЭ и суммарная масса липидов и протеолппидного белка у каж
дого из изученных животных совпадают (табл. 1); во-вторых, во 
всех предложенных моделях клеточной мембраны ее основа представ
лена бимолекулярным слоем липидов; в-третьих, биохимические по
казатели, отличающие мозг низших позвоночных (рыб) от мозга на
земных и особенно от мозга теплокровных животных, полученные 
па г влажной и сухой массы мозга, в основном сохраняются и при 
расчете па сухой вес ЛЭ.

Состав липидных экстрактов миелиновых и снпаптосомных субклеточных 
фракции (% от суммы сухой массы ЛЭ)

Таблица 4

Ж и вот н ы е
Белок про- 

теолцик
лов

Фосфоли- Гликоли- Холосто-
ПИДЫ НИДЫ рнн

Ф р а к ц и 1 м и о л и н а

Крыса белая 12,3+1,7 36,1+1,1 25,9+1,9 22.6+1,7
Кура 12,4т1,6 38,8+1,9 27,6+1 .6 21,12:1.8
Черепаха степная 11,9+1,3 37,9^1,4 26.3+1,7 22,9+2,1
Лягушка 10,2+1,2 42,7+1,5
Форель
Волосатка обыкновенная

3,9+0,7
4,1+0,9

63.1 + 1,2
55,3+3,2

8,3+1,2
12.0+2,7

21,9+1.9
23,4+2,3

Акула катран 2,9+0,4 44,32:1,8
24.1+1,8Скат тихоокеанский 4.3+1.1 46.3+2,7 22,9+2,9

Скат черноморский 3,0+1.9 44,2+3,0

Ф р а К Ц НЯ С 1 н а и т о с о м

Крыса белая 5,1+0.9 57,9+1,8 9,8+1.3 Г’,8±1,4
Кура 5,9+0.7 60,1 + 1.7 13.8+1,8 18.3+1,8
Черепаха степная Л, 3+0,9 63,9+1.6 8.3+1 .4 17,8+1.9
Лягушка 3,6+1,0 63,8+1.2
Форель 4,6+1.1 70,1 + 1,9 6.5-1-0.9 17.3+' .5
В >лсса гка обыкновенная 4,0+0,9 66,14՜?.9 7.3+2,3 19,8+1,9
Акула катран 3,7+1,2 54.5+2.1

21,1+2,1Скат тихоокеанский 4.2+1,1 57.6Н"3»1 14.2+2,5
Скат черноморский 4,4+1.0 55,8^2,6

Анализ липидного состава головного мозга позвоночных при пе
ресчете па процентное содержание от сухого веса ЛЭ показал, что- 
при сравнительно одинаковом содержании холестерина, общее ко
личество гликолипидов нарастает с 4% У костистых рыб до 18—22% 
у млекопитающих и птиц (табл. 3). Количество протеолппидного бел
ка практически неизменно в ряду животных (6—9%), кроме рыб, у 
которых оно значительно ниже (3—5%). В содержании ФЛ. которые- 
составляют основу мембранных липидов, можно проследить тенден
цию к понижению их доли в составе мембран с повышением уровня 
организации с 65—70% у костистых рыб до 51% у млекопитающих.

Данные, представленные в табл. 1—3, получены при изучении 
гомогената целого мозга животных. Они дают оощее представление 
о составе мембран мозга. Изучен также липидный состав специалч- 
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зированных мембран мозга (фракции миелина и сннаптосом) у жи
вотных разного уровня филогенетического развития, разной степени 
миелинизации мозга и живущих в разных температурных условиях. 
Из данных, представленных в табл. 4, следует, что миелиновые мемб
раны земноводных, рептилий, птиц и млекопитающих имеют сходный 
состав. Содержание ФЛ составляет 36,1—42,7%, содержание протео- 
липидного белка—10,2—12,4%, гликолипидов—26,3—27,6%. Миелино
вые мембраны рыб, выделенные в тех же условиях, что и миелиновые 
мембраны других изученных животных, отличаются по относительно
му содержанию ФЛ, гликолипидов и протеолнпидного белка (табл. 4). 
Исходя из наших данных, можно отметить, что в составе миелиновых 
мембран мозга изученных животных снижено относительное содержа
ние ФЛ по сравнению с относительным содержанием ФЛ в мембра
нах, выделенных из целого мозга. Следовательно, в миелине у всех 
изученных животных по сравнению с целым мозгом увеличено отно
сительное количество гликолипидов, протеолнпидного белка и холе
стерина.

По .представлениям Е. М. Крепса «...липиды в силу особенностей 
их химического состава и строения, форм связей с белками в мембра
нах как бы специально приспособлены природой для целей адаптации, 
прежде всего температурной» [1J.

Что касается синаптосомных мембран, то все они обогащены 
ФЛ по сравнению с миелиновыми. В ряду изученных животных можно 
проследить тенденцию к понижению содержания ФЛ от рыб (за пс- 
клтбченпем хрящевых) к высшим позвоночным. В синаптосомных мем
бранах не прослеживается корреляция в содержании гликолипидов и 
уровня организации животных.

Из полученных данных следует, что увеличение содержания про- 
теолпппдного белка, гликолипидов и снижение относительного содер
жания ФЛ в мембранах мозга в ряду позвоночных протекает парал
лельно развитию теплокровности.

PROTEIN OF PROTEOLIPIDS AND LIPIDS IN SUBCELLULAR 
FRACTIONS AND WHOLE BRAIN OF VERTEBRATA

ZABELINSKY S. A., DENISOVA N. A.
I. M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and 

Biochemistry, Leningrad

Study of the content of lipids (including proteolipids) in the whole 
brain of 22 species and in subcellular fractions (myelin and synaptoso
mal) of 8 types of vertebrata confirm that in the warm-blooded aminals 
relative content of phospholipids is brain membranes is lower than in 
cold-blooded species. It was shown that lipid composition of the brain 
fractions in various vertebrates is rather close, at the same time diffe
rences in the lipid composition both in myelin and synaptosomal mem
branes were found. It may be concluded that biochemical traits which 
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distinguish the brain of lower vertebrates (fishes) from the brain of ter
restrial, especially warm-blooded animals, calculated per 1 g of wet and 
dry mass, are consistent with those calculated per dry mass of .the lipid 
extract. Similarity of the Elasmobranchea and terrestial vertebrates with 
Tespect to the lipid composition of brain membranes comes presumably 
ffrom the fact that these species share common developmental pathways 
with semi-aquatic and terrestrial vertebrates.
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Во II—И1 квартале 1987 года издательство «Наука» (Москва) выпустит монографию 
<О. В. ГОДУХИНА «Модуляция синаптической передачи в мозге» (отв. ред. д. б. и., 

проф. А. Ю. Буланцев), в которой изложен ряд данных, полученных
в последние годы автором монографии и рядом сотрудников Лаборатории 
структуры и функции синапсов Института биологической физики АН СССР.

Монография посвящена анализу собственных и литературных данных, посвя
щенных принципам и молекулярным механизмам модуляции синаптической перс- 
дачи в мозгу млекопитающих. В частности, в монографии описан «гомеостатический» 
принцип модуляции синаптической передачи в мозгу, впервые обоснованный в рабо
те автора. Представлены экспериментальные результаты изучения молекулярных 
механизмов этой модуляции.

В монографии на примере глутамат- и дофаминергической сипа-птических пере- 
, дач исследована модулирующая функция целого класса физиологически активных 
соединений: ацетилхолина, катехоламинов, опиоидных пептидов, стероидных гормо
нов. Проанализирована также роль циклических нуклеотидов и Са2+ в молекуляр

ных механизмах модулирующего действия этих веществ.
В заключении обсуждается возможное практическое, значение изучения процес

сов модуляции синаптической передачи в мозгу. В частности, на основании полу- 
•чс14иых данных .автор (выдвигает гипотезу, объясняющую |вознш«новен։пе такого 
неврологического заболевания, как хорея Гентингтона.

Монография предназначена для широкого круга специалистов: биофизиков, ней
рофизиологов, нейрохимнков и нейрофармакологов.
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НЕИРПХИМИЯ

т. 5, № 4, 198&

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 577.19 + 612.015.6

На + -ЗАВИСИМОЕ СВЯЗЫВАНИЕ »Н-ГАМК СИНАПТОСОМАМ.И 
КОРЫ БОЛЬШИХ ПОЛУШАРИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА крыс 

ПОСЛЕ ВНУТРИЖЕЛУДОЧКОВОГО ВВЕДЕНИЯ 
6-ОКСПДОФ АМИНА И АСКОРБИНОВОЙ КИСЛОТЫ

ГРИГОРЬЕВ И. П., НЕОКЕСАРИЙСКИЙ А. А.

Институт экспериментальной медицины АМН СССР, Ленинград

При изучении медиаторных систем в ЦНС возникает вопрос о ха
рактере межмедиаторных взаимодействий, которому посвящается мно
жество исследований. При этом очень редко изучают состояние нреси- 
наптического рецепторного аппарата. Этот недостаток полностью отно
сится и к изучению взаимодействия катехоламппергической и ГАМК- 
ергической систем в коре больших полушарий. Установлено, что кора 
больших полушарий богато иннервирована норадренергическими и до
фаминергическими волокнами [1], а ГАМК-ергпческие нейроны, отро
стки которых заканчиваются в пределах неокортекса, являются одной 
из основных популяций кортикальных клеток [1]. О взаимодействии 
этих основных тормозных медиаторных систем коры большого мозга 
известно лишь то, что выброс ГАМК из коры усиливается после внут
рижелудочкового введения норадреналина [2]. В настоящем сообщении 
приводятся данные о На ‘-зависимом связывании 3Н-ГАМК сннапто- 
сомами коры больших полушарий мозга крыс после резкого сниже
ния содержания катехоламинов под влиянием б-оксидофамина’ 
(6-ОНДА), избирательного катехоламннергического нейротоксина [3].. 
На +-зависимое связывание ГАМК является преимущественно преси- 
иаптическим [4].

По общепринятой методике для предотвращения окисления 
6-ОНДА в растворе в него добавляют аскорбиновую кислоту. Однако 
в литературе появились данные о действии аскорбата па присоедине
ние меченых лигандов к дофаминовым, мускариновым, опиатным, ад
ренергическим Д-рецепторам [5]. Для выявления возможного эффек
та аскорбата на На-՛ -зависимое связывание 3Н-ГАМК нами прове
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Дены две параллельные серии экспериментов: 6-ОНДЛ вводили в же
лудочки мозга с добавлением аскорбиновой кислоты или в её отсуг- 

•ствпе.
Взрослым крысам-самцам линии Wistar под эфирным наркозом билатерально 

инъецировали в боковые желудочки мозга по 125 мкг (в расчёте на свободное ос
нование) 6-ОНДА-гидрохлорида («Serva», ФРГ) в 20 мкл стерильного физиологп- 

•ческого раствора с добавлением L-аскорбиновой кислоты (1 мг/мл) или без нее. 
Повреждение норадренергической системы после введения 6-ОНДА подтверждалось 
отсутствием постдекапнтацпонпых судорог. Контролем служили крысы, которым при 
тех же условиях вводили раствор-носитель без-6-ОНДА. Через 2, -5, 21—23 суток 
.животных декапитпровали, кору больших полушарий 3—4-х животных объединяли 
и получали грубую митохондриальную фракцию Р2 [6]. По 0,1 .мл полученной сус
пензии в 0,32 М. сахарозе (400—600 мкг белка) добавляли в пробирки с 1,9 мл 
инкубационной среды следующего состава (в мМ): NaCI—117,9; КС1—4,7; СаС12— 
2.5; MgSO.j—1,2; К2НРО4—1,2; трпс-HCl буфер (pH 7,4)—50; глюкоза—5,6. После 
10 мин лрепнкубацпп в пробирки добавляли ГАМК—2,33Н, (У. А. 1,3 ТБк/ммоль, 
«Изотоп», Ленинград) для получения конечной концентрации 1.10 ՜7 М. Неспецифч- 
ческое связывание определяли в присутствии 1.10-3 М немеченой ГАМК в инкуба
ционной среде. Специфическое связывание рассчитывали как разницу между общим 
и неспецифическим связыванием. Инкубацию при 0—4° прекращали через 10 мни 
центрифугированием с ускорением 16000g при 4° 10 мин и дважды промывали ох
лаждённым на льду трнс-HCl буфером (pH 7,4) с последующим центрифугирова
нием при тех же условиях. Полученный осадок растворяли в 0,4 мл 2,5%-пого 
раствора ДДС-Na в 0,1%-пом растворе тритона Х-100 в течение 16—24 ч и в 7 мл 
тритозоля [7] измеряли величину радиоактивности на сцинтилляционном счётчике 
Isocap-300 («Beckman», США). Белок определяли по Lowry и соавт. [8]. Досто
верность различий результатов оценивали по критерию Стьюдента.

Специфическое связывание 3Н-ГАМК синаптосомами коры боль
ших полушарий после введения 6-ОНДА с добавлением аскорбиновой 
кислоты было Достоверно выше, чем после введения раствора-носителя * 
через 5 и 21—23 суток (таблица). В серии экспериментов без добав
ления аскорбиновой кислоты связывание 3Н-ГАМК через 5 суток после 
инъекции 6-ОНДА было значительно ниже, чем после введения физио
логического раствора.

Таким образом, внутрижелудочковое введение 6-ОНДЛ как с ас
корбиновой кислотой, так и без неё существенно изменяло Na + -зави
симое связывание 3Н-ГАМК синаптосо.мами коры мозга через 5 и 21 
сутки. Как показано нами ранее, инъекция 6-ОНДЛ с аскорбиновой 
кислотой в боковые желудочки в 2,5—3 раза снижала содержание но
радреналина в коре мозга через 2 и 5 суток [9], количество дофами
на также резко снижалось [10]. В условиях дефицита катехоламинов 
в коре мозга связывание 3Н-ГАМК было значительно выше после вве
дения 6-ОНДЛ с аскорбиновой кислотой. В отсутствие последней 
6-ОНДЛ снижал Na +-зависимое связывание 3Н-ГЛМК. В любом слу
чае изменение синаптосомного связывания 3Н-ГАМК в коре мозга 
после повреждения катехоламиисргической системы с помощью 

։6-ОНДЛ указывает па возможность прямого или опосредованного 
действия .катехоламинов на пресинаптическое присоединение медиато
ра в ТАМК-ергпческой системе неокортекса.
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Таблиц։
Специфическое К'а +-зависимое связывание 3Н-ГАМК снпаптосомамп коры больших 

полушарий мозга крыс в разные сроки после внутрижелудочкового введения 
6-оксидофамина (6-ОНДЛ) с добавлением пли в отсутствие Ь-аскорбиновой 

кислоты (в тыс. расп./мии/мг белка)

2 суток 5 суток 21-23 суток

6-ОНДА на 
физиологиче
ском растворе

Достовер
ность раз

личий

физиологи
ческий

раствор.

6-ОНДА на 
физиологи

ческом 
растворе

достовер
ность раз

личий

физиологи
ческий

раствор

6-ОНДЛ па 
физиологиче
ском растворе

достовер
ность раз

личий

физиологи
ческий
раствор

С аскорбиновой кис
лотой

118,5±26,0 
(3)

р>0,05 83,5+23,9 
(3)

93,8+8,9 
(5)

р<0,001 53,5±13,1 
(1)

101,1+13,4 
(5)

р<0,05 69,4+12,1
(4)

Достоверность разли
чий р> 0,05 р >0,05 р>0,05 р<0,С01 — —

Без аскорбиновой кис
лоты

127,2+37,1
(4)

р>0,05 95,0+28,6 
(3)

83,4+31,4 
(5)

р<0,05 143,2+30,1 
(5)

— —•

Примечание. В скобках указано число опытов. Специфическое |\'а + -зависимое 
связывание 3Н-ГЛМК снпаптосомамп коры больших полушарий мозга интактных 
крыс составляло 118,4±28,5 тыс. расп/мин/мг белка (9 опытов).



Вместе с тем, в полученных данных отчетливо проявился эффект 
аскорбиновой кислоты на Na --зависимое связывание 3Н-ГАМК. Так, 
на 5-е сутки после внутрижелудочкового введения 0,1 %-кого раствора 
L-аскорбпновой кислоты на физиологическом растворе связывание 
3Н-ГЛМК было в 2 с лишним раза ниже, чем после введения физиоло
гического раствора (таблица). На таком же низком уровне связывание 
3Н-ГАМК оставалось и через 3 недели после введения .раствора аскор
биновой кислоты. Обращает на себя внимание то, что одновременное 
введение 6-ОНДА и аскорбиновой кислоты снижало ингибирующий 
эффект иа связывание 3Н-ГАМК, который проявляли оба соединения 
порознь после внутрижелудочкового введения.

Как уже отмечалось, в литературе описано действие аскорбино
вой кислоты на центральные моноаминовые, мускариновые, опиатные 
рецепторы [5, 11], но эффект аскорбата на связывание 3Н-ГАМК 
ранее не наблюдали. Модулирующее действие аскорбиновой кислоты 
на рецепторное связывание объясняют сё влиянием па интенсивность 
перекисного окисления мембранных липидов [11], играющих важную 
роль в регуляции Na+-зависимого связывания 3Н-ГАМК [12]- Вме
сте с тем, нельзя исключить и другие механизмы влияния аскорбата 
иа рецепторы, возможно, связанные с прямым восстановительным 
действием этого соединения-

Введение аскорбиновой кислоты в желудочки мозга (в обход 
ГЭБ), по-видимому, увеличивает её концентрацию в межклеточной 
жидкости головного мозга, где она строго поддерживается на посто
янном уровне [13, 14], что приводит к изменению структуры нервных 
мембран. Действительно, иа ультраструктурном уровне через 2—10 
суток после внутрижелудочковой инъекции аскорбиновой кислоты в 
коре больших полушарий и подкорковых структурах мозга наблюдали 
характерные перестройки в мембранах аксонов и дендритов, в том 
числе и в синаптических мембранах [15]. Полученные нами данные 
свидетельствуют, что как введение аскорбиновой кислоты в мозговые 
желудочки, так, возможно, и увеличение концентрации аскорбата в 
ткани головного мозга вследствие каких-либо причин, может вести 
к продолжительному (не менее 3 педель) снижению интенсивности 
Na+ -зависимого связывания ГАМК и, таким образом, изменять си
наптическую активность в ГАМК-ергическпх нейронах коры мозга.

Na--DEPENDENT ’H-GABA BINDING TO RAT BRAIN CORTICAL 
SYNAPTOSOMES AFTER THE INTRAVENTRICULAR INJECTION

OF 6-HYDROXYDOPAMINE AND ASCORBIC ACID
GRIGOREV I. P,, NEOKESARIYSKIY a. a.

Institute of Experimental Medicine, USSR Acad. Med. Sci., Leningrad

Na+-dependent ’H-GABA binding to rat brain cortical synaptoso- 
tnes 5 and 21 days alter the bilateral intraventricular injection of 125 ug 
of 6-hydroxydopamine with 20 ug of L-ascorbic acid in 20 ul saline 
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was significantly higher than after the Injection of saline. Administration 
of 6-hydroxydopamine or ascorbic acid alone has a strong inhibitory 
effect on ’H-GABA binding 5 days later. The inhibitory effect of ascor
bic acid as well as the possibility of the catecholaminergic influence on 
Na՜'-dependent (presumably presynaptic) GABA binding in the neocor
tex are discussed.
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УДК 612.822.1

ВЛИЯНИЕ ПЕПТИДА ДЕЛЬТА-СНА НА АКТИВНОСТЬ 
МОНОАМИНОКСИДАЗ И СОДЕРЖАНИЕ ГИСТАМИНА В 

МОЗГУ И КРОВИ КРЫС ПРИ ДЕЙСТВИИ 
ХОЛОДОВОГО СТРЕССА

КРИЧЕВСКАЯ А. А., БОНДАРЕНКО Т. И., ГОРОШИНСКАЯ И. А., 
ХОДАКОВА А. А, “МИХАЛЕВА И. И., КРУПЕИНИКОВА Е. Ю.

Кафедра биохимии и биотехнологии Ростовского госуннверситета им. М. А. Суслова, 
“Институт биоорганической химии АН СССР им. М. М. Шемякина, Москва

Пептид дельта-сна (НДС) первоначально был выделен как фак
тор, регулирующий дельта-волновую стадию сна, откуда он получил 
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свое название [1], однако ПДС, вероятно, обладает более широким 
спектром регуляторного действия, так как все больше накапливается 
свидетельств полифуикциональпости нейропептидов и взаимного «пе
рекрывания» некоторых их эффектов [2]. Нами показан адаптивный 
эффект ПДС при действии низких температур па организм животных 
[3]. Можно предположить, что ПДС осуществляет свое действие пу
тем влияния на нейромедиаторные системы, то есть является пред
ставителем класса нейромодуляторов.

Ведущая роль в регуляции процессов адаптации к холоду при
надлежит симпато-адреналовой системе [4]. Нормальная работа мо- 
ноаминергнческих медиаторных систем непосредственно связана с 
состоянием ключевого фермента обмена моноаминов—митохондриаль
ной МАО (моноамии: кислород-оксидоредуктаза (дезаминирующая), 
КФ 1.4.3-4).

Важное значение в регуляции адаптационных процессов имеет 
взаимодействие гистамина с катехоламинергическими медиаторными 
системами. . Гистамин принимает активное участие в стимуляции 
функций гипоталамо-гнпофизарно-надпочечниковой системы, обеспе
чивая тем самым адаптивную реакцию организма к стрессорпому воз
действию [5].

Исследовали активность МАО типа А и Б в митохондриальной 
фракции мозга, а также содержание гистамина в мозгу и крови крыс 
при действии холода в течение 3-х суток—период стресс-синдрома и 
протекторное действие ПДС у животных в состоянии холодового 
стресса.

Исследования проводили на белых крысах-самцах массой 150—180 г. Действие 
холода па животных изучали в зимние месяцы (январь-февраль). Подопытных крыс 
помещали в холодовую камеру с температурой 0—2°. В опыт брали животных на 
З-и сутки действия холода. Контролем служили крысы того же возраста и веса, 
содержащиеся в условиях вивария при температуре 20—22°. Животным подопытной 
группы внутрибрюшинно вводили ПДС в дозе 12 мкг/100 г массы, после чего их 
помещали в холодовую камеру на 3 суток. Этот период определяется как «рессор
ный, что выявляется по гормональным сдвигам и усилению катаболизма [6—8]. 
Для определения активности МАО мозг гомогенизировали в 0,25 М растворе саха
розы, приготовленном па 0.02 М фосфатном буфере, pH 7,45. Митохондрии выделяли 
методом дифференциального центрифугирования [9]. О дезаминировании серотони
на и глюкозамипа судили но освобождению аммиака после инкубации суспензии 
митохондрий с одним из субстратов в насыщающей концентрации. Инкубацию про
водили в воздушной среде при 37,5° и pH 7,45 в течение 30 мин. Содержание 
аммиака определяли фенол^гппохлоридпым методом после изотермической отгонки 
[10], белок—методом Lowry в модификации Schachterle, Pollak [II], содержание 
свободного гистамина—как описано ранее [12]. ПДС, имеющий структуру Тгр- 
Ala-Gly-Gly-Asp-Ala-Ser-Gly-Glu. синтезирован в институте оиооргавической химии 
им. М. М. Шемякина АН СССР, Москва.

При трехсуточном холодовом стрессе активность МАО типа А г 
субстратом серотонином снижается па 28% но сравнению с контролем 
(р<0,01), что сопровождается изменением субстратной специфично
сти фермента: он приобретает способность дезаминировать глюкоза- 
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мин. Интенсивность дезаминирования глюкозамипа при холодовом 
стрессе увеличивается почти в 17 раз (таблица). Активность МАО 
типа Б при холодовом стрессе не изменяется. Снижение активности

Таблица
Активность моноаминоксидаз (МАО) мозга и содержание гистамина в мозгу и 

крови при 'Действии холодового стресса и введении ПДС (п=8—16)

Условия 
опыта

Активность МАО (в нмоль 
14А\113 мг белка/мип)

Гистамин (в мкг/г 
ткани пли мкг/мл)

МАО А (субстраты дезами
нирования)

МАО 13 МОЗГ кровь
серотонин глюкозам нн

Контроль
ПДС (12 мкг/100 г)
Холод
ХолодД-ПДС 

(12 мкг, 100 г)

8,00+0,47
7,83+о,74
5,73+0,42*

5,15+0,66®

0.21+0.09 
0,18+0,17 
3,54+0,46*

0,57+0,25

3,43+0,16 
1,794:0,09* 
3,20+0,21

1.79+0,07®

0,96+0.07 
1,10+0,12
1,55+0,13®

0,86+0,09

0,24+0,02
0,25+0,04
0,49+0,06*

0,32+0.04*

Примечание: *—статистически достоверные изменения по отношению к контролю 
(р<0,01—0,001)

МАО типа А способствует повышению в тканях уровня .моноаминов 
и активированию моноамннергических медиаторных систем. Повыше
ние функциональной активности симпато-адреналовой системы рас- 
сматривают/как важнейший фактор адаптации к холоду. Вместе с 
тем появление способности МАО типа А дезаминировать аминосахара 
и некоторые другие азотсодержащие компоненты клетки может быть 
одной из причин нарушения метаболизма при холодовом стрессе, в 
частности обусловить повреждение структуры и изменение проницае
мости мембран.

Одним из факторов, способствующих активированию симпато
адреналовой системы по гуморальному механизму активации, являет
ся высокое содержание гистамина в тканях и крови [13]. Холодовой 
стресс сопровождается увеличением количества гистамина в мозгу на 
61 и в крови на 110% (таблица), что является результатом общей 
стресс-реакции, для которой характерен значительный прирост коли
чества гистамина в крови и тканях [13], и свидетельствует об акти
вировании гнетаминергпческой медиаторной системы. Проницаемость 
ГЭБ при действии холода увеличивается [14]. Повышение содержа
ния гистамина, являющегося нейрогуморальпым регулятором тонуса 
кровеносных сосудов и проницаемости капилляров, влияет, по-види- 
мому, в значительной степени на нарушение мозгового кровообраще
ния при холодовом стрессе, поскольку на 3-и сутки наблюдается на
растание отека ткани мозга [15].

Однократное введение ПДС в дозе 12 мкг/100 г массы интактным 
животным не приводит к изменению активности МАО типа А как с 
субстратом серотонином, так- и-с глюкозамипом, однако почти в 2 ра-
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за уменьшается активность МАО типа Б. Вероятно, ПДС или продук
ты его метаболизма являются ингибиторами МАО типа Б.

Однократное введение ПДС в дозе 12 мкг/100 г массы интактным 
животным не приводит к изменению содержания гистамина как в 
мозгу, так и в крови животных, а при холодовом стрессе не оказы
вает нормализующего эффекта па активность МАО типа А—она на 
29% ниже по сравнению с контролем- Активность МАО типа Б почти 
в 2 раза ниже контрольного уровня. Важно отметить, что введение 
ПДС холодовым животным предотвращает изменение субстратной 
специфичности МАО типа А, Таким образом, изменение субстратной 
специфичности МАО типа А при действии холода является, по-види- 
мому, проявлением повреждения, в то время как снижение активно
сти фермента может иметь адаптивный характер. Холодовая адапта
ция предотвращает изменение субстратной специфичности МАО типа 
А. Аналогичный эффект оказывает введение холодовым животным 
ПДС.

Однократное введение ПДС в дозе 12 мкг/100 г массы животным 
при холодовом стрессе приводит к нормализации уровня гистамина 
в мозгу. В крови его уровень остается па 33,9% выше контроля, но 
на 36,2% ниже, чем в крови животных, подвергшихся холодовому 
стрессу. Следовательно, ПДС обладает антигистаминным эффектов 
при холодовом стрессе.

Таким образом- для холодового стресса характерно комплексное 
нарушение активности медиаторных систем, обусловливающее разви
тие как приспособительных, так и патологических изменений в орга
низме. ПДС препятствует стрессорным изменениям в организме на 
начальном этапе холодового воздействия, и его введение способствует 
быстрому выходу животных из состояния холодового стресса- Ускоре
нию адаптации, вероятно, способствует нормализация обмена нейро
медиаторов. ПДС, введенный в организм, или продукты его метабо
лизма могут обладать способностью запускать комплекс нейрохими
ческих реакций, перестраивающих рецепторные структуры нейронов и 
метаболизм нейромедиаторов.

EFFECT OF DELTA-SLEEP INDUCING PEPTIDE (DSIP) ON THE 
ACTIVITY OF MAO AND HISTAMINE IN RAT BRAIN AND 

BLOOD UNDER COLD STRESS CONDITIONS .

KRICHEVSKAYA A. A., BONDARENKO T. 1., OOROSHI-'SKAYA I. A.. 
KHODAKOVA A- A.. ’.MIKHALEVA I. I., KRUPENNIKOVA E. Yu.

Rostov state University; ‘Institute of Bioorganlc Chemistry, USSR 
Academy of Sciences, Moscow

Under cold stress conditions (exposure to 2°C for 3 days). The ac
tivity of MAO type A in rat brain mitochondrial fraction decreases for 
28%, while the deamination of glucosamine increases 17-fold. There is no 
change in MAO type В activity. One-time injection of DSIP (12ucg/l00 
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g b. w) does not affect the activity of MAO type A neither with sero
tonin nor with glucosamine, while the activity of MAO type B drops 
2-fold; histamine content in brain and blood does not change. Injection 
of DSIP followed by exposure to cold results in a decrease in MAO 
type A and type B activity for 29?d and 50% respectively. DSIP pre
vents a shift in the spicificity of MAO type A that accompanies the 
adaptation to cold and exerts an antihistaminic effect in cold stress 
conditions.
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УДК 577.123.5

ВЛИЯНИЕ ПУРИНОВЫХ И ПИРИМИДИНОВЫХ 
ЦИКЛИЧЕСКИХ НУКЛЕОТИДОВ НА РНК-ПОЛИМЕРАЗНУЮ 

АКТИВНОСТЬ ЯДЕР КЛЕТОК ГОЛОВНОГО МОЗГА

ГАЛСТЯН Г. Г., ЗАХАРЯН Р. А., ХАЧАТРЯН Г. С.
Институт экспериментальной биологии АН АрмССР, Ереван

Известно, что нейромедиаторы н другие нейроактивные вещества, 
регулируя функциональную активность клеток головного мозга, могут 
стимулировать экспрессию их генетического аппарата [1, 2]. В боль
шинстве случаев действие нейромедиаторов па синтез РНК реализует
ся сАМР и cGMP-зависимым фосфорилированием хроматиновых бел
ков [3, .4]. Установлено участие этих циклических нуклеотидов в ре
гуляции компенсаторного синтеза нейромедиаторов [5]. Однако све
дения об участии циклических нуклеотидов в регуляции синтеза РНК 
в клетках головного мозга в основном касаются нейронов. Мало изу
чена роль циклических нуклеотидов в регуляции синтеза РНК в глиаль
ных клетках [6]. практически нет сведений о ядерной функции пири

мидиновых циклических нуклеотидов в клетках головного мозга.
Морфологические, функциональные и биохимические различия ней

ронов и клеток глии послужили основанием для изучения и сопостав
ления взаимодействия систем циклических нуклеотидов при регуля
ции синтеза РНК в указанных клетках.

Эксперименты проводили на белых беспородных 3—4-недельных крысах-самцах. 
Обогащенные фракции нейронов и глиальных клеток выделяли по методу Blomsdrand, 
Hamberger [7]. Действие циклических нуклеотидов на синтез РНК изучали в бес
клеточной РНК-сиитезирующей системе, состоящей из ядер нейронов или глиальных 
клеток и диализованного цитозоля. Субклеточное фракционирование и'очистку ядер 
проводили по методу Henn [8]. Дифференциальное определение активностей I и II 
форм РНК-полимеразы осуществляли по модифицированному методу Гаузе и соавт. 
[9]. Минимальные эффективные концентрации сАМР, cGMP, cUMP и сСМР в реак
ционной смеси соответственно составляли 5хЮ~в. 5x10-7, 10—5 и 5X10՜' М. В 
сочетании с сАМР эффективная концентрация cUMP составляет 5X10՜'М. Реак
ционную смесь инкубировали при 37° в течение 20 мин. Активность РНК-полпме- 
разы выражали в п.моль включенного за период инкубации [HCJUMP/мг ДНК.

Каждая серия экспериментов состояла из 6—8 опытов. Полученные данные 
подвергали статистической обработке по Стьюденту-Фишеру.

Как видно из данных, приведенных в таблице, при действии 
сАМР в ядрах нейронов и глиальных клеток активность I формы 
РНК-полпмеразы по сравнению с контролем увеличивается соответст
венно на 41 и 57%. При этом активность II формы РНК-полпмеразы 
глиальных ядер возрастает па 37%, а в ядрах нейронов наблюдается 
некоторое понижение активности этой формы РНК-полимеразы. При 
действии cGMP в ядрах обеих клеточных фракций главным образом
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стимулируется активность II формы РНК-полимсразы. ее активность 
в ядрах нейронов и клеток глин по сравнению с контролем повы
шается .соответственно на 35 и 46%. При этом активность I формы

' Таблица
Влияние циклических нуклеотидов на РНК-полимеразную активность ядер нейронов 

и глиальных клеток в бесклеточной РНК-синтезпрующей системе
(пмоль [|4С]ПМР/мг ДНК)

1I с следуемые 
вещества

Ядра нейронов Ядра глиальных клеток

1 форма РНК 
полимеразы"

II форма РНК 
полимеразы

I форма РНК 
полимеразы*

II форма РНК 
полимеразы

Контроль 110+12 315+33 82+8 221+23
сАМР 156+16 266+28 129+15 303+29
р <°.1՜ <0,5 <0.05 <0.1
сОМР 133ч-14 425+44 99+10 323+31
Р <0,5 <0,1 <0.5 <0.05
сСМР 130+14 377+40 94+10 . 269+26
р <0,5 <0.5 <0.5 <0,5
сСМР 98+9 307+29 87+9 278+27
р >0,5 >0.5 0,5 <0,2
сАМР+сОМР 138+15 406+13 123+11 311+32
р <0,5 <0,05 >0,5 >0,5
cAMP-clMP 149-14 281+26 159+14 2)3-<-25
Р1 >0,5 >0,5 =0.2 >0.5
сАМР+сСМР 162+15 358+39 111 + 11 314+23
Р1 >0.5 <0,1 >0,5 >0,5

Примечание. * при определении активности I формы РНК-полпмеразы инкубацион
ная смесь, (0,5 мл) содержала 75 мМ трнс-HCI буфер, pH 8,0; 0,05 мМ ЭДТА: 0,08 мМ 
DTT; 1,5 мМ спермидина; 0.1 мМ СаС12; 10 мМ MgCI2; ATP. GTP и СГР—по 0,32 мМ; 
0,06 мМ немеченый UTP и 0,034 мМ [MCJUTP (4 мкКи). При определении актив
ности II фермы РНК-полпмеразы pH смеси доводили до 7,5, добавляли 320 мМ 
(NH4)2SO4 и вместо MgCl2 вносили 2 мМ МпС12. р։—достоверность по отношению 
к пробам с сАМР.

РНК-полимсразы в ядрах обеих фракций увеличивается всего иа 
20%. Следует отметить, что минимально эффективные концентрации 
сАМР и сОМР находятся в пределах их физиологического содержа
ния в клетках головного мозга [10]. Действие с11МР проявляется при 
концентрации 10՜'՜’М и выше, что значительно превышает его физио
логическое содержание в тканях. При действии сСМР стимулируется 
только II форма РНК-полимеразы ядер глиальных клеток, активность 
которой повышается на 26%. Этот результат интересен в том плане, 
что сСМР имеет определенные регуляторные функции в менее диффе
ренцированных и быстро растущих тканях [11]. Эффективная кон
центрация сСМР также оказалась выше его нормального содержания 
в тканях [11].

Очевидно, что в условиях организма циклические нуклеотиды не 
могут функционировать изолированно и находятся в тесном взаимо
действии друг с другом. Функциональное взаимодействие систем сАМР 
и сСМР в ядрах ряда тканей описано в литературе [12] Результаты 
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проведенных нами исследований дают дополнительную информацию 
■о взаимодействии систем циклических нуклеотидов. cGMP и сСМР 
устраняют ингибирующее действие сАМР па активность II формы 
РНК-полимеразы ядер нейронов, в то время как cUMP несколько 
усиливает эффект сАМР на активность I формы РНК-полимеразы 
ядер глиальных клеток.

Полученные результаты показывают, что в регуляции синтеза 
РЫК в клетках головного мозга соответствующие пуриновые и пири
мидиновые циклические нуклеотиды (сАМР и cUMP, cGMP и сСМР) 
проявляют определенный синергизм. Можно отметить также неодина
ковый характер реакций ядер нейронов и глиальных клеток на дей
ствие различных циклических нуклеотидов.

THE EFFECT OF PURINE AND PYRIMIDINE CYCLIC NUCLEOTIDES 
ON THE ACTIVITY OF RNA-POLYMERASE IN BRAIN

CELLS NUCLEI

OAI.STIAN H. G„ ZAKAR1AN R. A., KHACHATRIAN G. S.
Institute of Experimental Biology, Academy of Sciences of Armenian SSR, 

Yerevan

The nuclei of neuronal and glial cells respond differently to the 
action of cAMP. The activity of the 1st form of RNA-polymerase increa
sed significantly in both fractions, while the activity of the 2nd form 

■diminished in the neurcnal and increased in the glial nuclei. In both 
fractions cGMP stimulated the activity mainly of the 2nd form of RNA- 
polymerase. It was established, that the corresponding purine and pyri
midine cyclic nucleotides (cAMP—cUMP, cGMP—cCMP) exert a kind 
■of a synergism when regulating RNA synthesis.
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УДК 612. 822.1:612.2.001.5-

РЕГУЛЯЦИЯ МАЛАТОМ СКОРОСТИ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО 
ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ в МИТОХОНДРИЯХ ГОЛОВНОГО 

МОЗГА ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ РАЗЛИЧНЫХ 
СУБСТРАТОВ ДЫХАНИЯ

ЗАГОСКИН П. П„ САМАРЦЕВ В. И.
Государственный медицинский институт, Горький

Основная доля энергии в ткани головного мозга продуцируется 
за счет митохондриального дыхания, сопряженного с синтезом АТР,. 
при окислении ИАО-зависимых субстратов и сукцината, образующихся՛ 
из глюкозы [1].

Среди ЦАЦ-зависимых субстратов, окисляющихся в митохон
дриях, важная роль принадлежит малату. Этот метаболит, поми.мо- 
способности окисляться митохондриальной дыхательной цепью, уча
ствует в транспорте восстановительных эквивалентов через малат-ас
партатный шунт [2] и активирует транспорт других ЦАО-завнсимых 
субстратов, например цитрата [3].

Вместе с тем, остается неизученной возможность регуляции ма
латом скорости окислительного фосфорилирования при окислении 
других субстратов в митохондриях мозга.

Целью настоящей работы явилось исследование действия малата 
на скороетъ'и кинетические показатели окислительного фосфорилиро
вания в митохондриях мозга при использовании разных субстратов, 
окисления.

Опыты проводили па белых крысах-самцах. Митохондриальную фракцию вы
деляли из ткани мозга дифференциальным центрифугированием [•!]• Среда выделе
ния (в мМ): сахароза—250, трис-НС1—10, ЭДТА—1, pH—7,4. Дыхание регистри
ровали полярографическим методом с применением открытого платинового электро
да сферической формы. Среда инкубации (в мМ): сахароза—250, КС1—15,. 
КН2РО4—20, трис-НС1—5, ЭДТА—0,5, pH—7,4. Субстраты дыхания (в мМ): глутамат- 
10, сукцинат—5, аскорбат+тетраметил-п-феннлеидпамин (ТМФД)—2 и 0,2 соответст
венно. В опытах с сукцинатом и аскорбатом+'ГМФД НАОН-дегпдрогеназный уча
сток дыхательной цепи ингибировали ротеноном (3 мкМ). Малат, АРР, АТР, 2,4-дп- 
иитрофенол (ДНФ) в виде водных растворов объемом 0,01 мл добавляли в поляро- • 
графическую ячейку с помощью мпкрошпрпца МШ-10.

Как показано в таблице, добавление в среду инкубации 1мМ ма
лата приводит к увеличению скорости фосфорилирования ЛОР ՛ 
(АОРД) на 45—55% со всеми субстратами. В случае применения- 
сукцината и аскорбата + ТМФД использование малата в качестве- 
субстрата дыхания устранялось ротеноном.

Скорость дыхания в состоянии 3 (У3) под влиянием малата так
же увеличивалась, что наиболее отчетливо выявилось в опытах с глу
таматом и сукцинатом в качестве субстратов. Малая выраженность 
последнего эффекта при использовании аскорбата+ТМФД связана,.. 
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по-видимому, со значительной долей нефосфорилирующего окисления 
в состоянии 3, па что указывает относительно низкая величина ды
хательного контроля с этим субстратом. Нефосфорилирующее окис
ление (У4) со всеми тремя субстратами под действием малата не

Таблица
Влияние малата па скорость дыхания и фосфорилирования ЛОР в митохондриях 

мозга при использовании различных субстратов дыхания (концентрация 
добавленного ЛОР—30(1 мкМ, ДНФ—80 мкМ). Скорость дыхания выражалась 

в нг-атомах О/мнн/мг белка, скорость фосфорилирования—в 
нмоль АОР/мип/мг белка

Примечание. *—достоверное различие (р<0,05).

Субстрат
Исследуемые показатели

ADP/I v3 v4 Уднф
дыхатель
ный кон

троль

Глутамат 
Глутамат+малат 
Сукцинат 
Сукципат-[-малат 
Аскорбат +ТМФД 
Аскорбат 4-ТМФД -1- 

малат

374,4+9,6
532,2+44,2* 
265,2+18,0
383,3±30,5* 
164,0+6,2

253,9+18,5*

86.70+2,04
113,0+6,3*
84.6+4,4

103.7+4,4*
131,0+8,2

148,3+7.5

24.00+1,69 
23.30+1,45 
37,5+1,2

40,60^1.97 
104,5+6,7

108,9+4,13

120.40+3,81 
129,1+7,1

120,80+3.48
116,7+4.8
190,7+21.2

192,8+10,4

3,66+0,28
4,89+0,36*
2,37+0,14
2.69±0.22 
1,25+0,025

1,37+0,024*

изменялась. Дыхательный контре 
тенденцию к повышению. В то ле 
разобщенного ДНФ дыхания (V

ь в присутствии малата проявлял 
время малат не влиял па скорость

Рис. Влияние малата на кинетику 
а—глутамат, 10 мМ (1), глутамат, 
мат, 10 мМ (1), глутамат, 10 мМ- 

малат, 5 мМ,-

окислительного фосфорилирования. 
10 мМ+малат, 5 мМ (2); б—глута- 
АТР, 2 мМ (2), глутамат, 10 мМ+ 
АТР, 2 мМ (3)

Кинетические исследования зависимости скорости фосфорилиро
вания ADP в присутствии и в отсутствие малата показали, что ма
лат значительно повышает величину V без изменения кажущейся К,„ 
дпя ADP (рисунок, а). Известно, что внемитохондриальный АТР яв- 
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ляется конкурентным ингибитором транспорта ADP внутрь митохон
дрий, осуществляемого аденинпуклеотидтранслоказой [5]. поэтому из
быток АТР снижает скорость окислительного фосфорилирования [6]. 
По нашим данным, АТР повышал кажущуюся К га для ADP в 3 раза- 
(128*мкМ по сравнению с 45 мкМ) без изменения V (рисунок, б), что՛ 
свидетельствует о конкурентном ингибировании окислительного фосфо
рилирования. Добавление малата помимо повышения V, приводило к за
метному снижению ингибирующего эффекта АТР, что выражалось в 
увеличении К։ с 1.1 до 5,3 мМ. Таким образом, процессы избира» 
тельной активации малатом только фосфорилирующего дыхания, не 
связанного с его окислением, увеличения V кинетики фосфорилирова
ния ADP, а также понижения ингибирующего действия АТР на этот 
процесс позволяют предположить, что действие малата при указан
ных экспериментальных условиях не связано с окислением его как. 
добавочного NAD-зависимого субстрата, а свидетельствует о его ре
гуляторном влиянии па окислительное фосфорилирование-

Среди ферментативных систем, участвующих в регуляции скоро
сти утилизации ADP при окислительном фосфорилировании, ведущее՝ 
место занимает адениннуклеотидтранслоказа [7—9]. Эксперимен
тально найденный вклад этого переносчика в контроль фосфорилирую
щего дыхания в зависимости от условий опыта может колебаться от 
29 до 50% н более [7, 8]. Теоретически же обосновано, что эта вели
чина может дрб-тйгать 90% среди всех систем, участвующих в ре- 
гуляции_[9]7

Логично предположить, что действие малата направлено именно- 
на переносчик аденипнуклеотидов. Есть основания также считать, что 
in vivo малат участвует в регуляции окислительного фосфорилирова
ния в головном мозгу и печени. Значительное повышение его ткане
вой концентрации при гипоксии [10, 11], физической нагруз
ке [12, 13] и действии гормонов [14] служит доводом в пользу пос
леднего утверждения.

EFFECT OF MALATE ON THE REGULATION OF OXIDATIVE 
PHOSPHORYLATION IN BRAIN MITOCHONDRIA

ZAGOSKIN P. P , SAMARTSEV V. N.
Medical School, Gorky

The effect of malate on the velocity of oxidative phosphorylation 
in brain mitochondria of rats was studied with glutamate, succinate and 
ascorbate with TMPD. It was found that malate increases this procees- 
regardless of the substrate type and decreases the inhibiting action ofr 
ATP on phosphorylation velocity.

The regulatory effect of malate is supposed to be realized through; 
adenine nucleotide translocase.
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В ИЗДАТЕЛЬСТВЕ «МЕДИЦИНА» готовится к печати в 1987 г. монография 
Хватовой Е. М„ Сидоркиной А. Н., Мироновой Г. В. «Нуклеотиды мозга» 

(метаболизм при кислородном голодании). 13 л.

Монография посвящена актуальной проблеме энергетики мозга в норме и при 
недостатке кислорода. Представлены современные сведения об особенностях обме
на, энергетической и регуляторной функции адениновых и гуаниновых нуклеотидов 
мозговой ткани. Подчеркнута особая роль гуаниновых нуклеотидов. Разобраны об- - 
мениые преобразования АМР, ферментативные реакции распада этого нуклеотида п 
роль аденозина в мозговой ткани. Подводятся итоги многолетних исследований.՛ 
энергетики мозга при разных формах кислородной недостаточности. Определяется 
роль нуклеотидов я оценке тяжести гипоксии мозга.

Книга представляет интерес для иейрохнмяков, биохимиков общего профиля, 
нейрофизиологов, невропатологов, нейрохирургов, психопатологов и других специа
листов, интересующихся проблемами метаоолизма мозга.
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НОВЫЙ КАЛЬЦИЙНЕЗАВИСИМЫЙ ПЕПТИДНЫЙ АКТИВАТОР 
ФОСФОДИЭСТЕРАЗЫ ЦИКЛИЧЕСКИХ 

НУКЛЕОТИДОВ МОЗГА

ГАЛОЯН А. А., ГУРВИЦ Б. Я.

Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Из гипоталамуса быка выделен пептидный фактор, обладающий 
(способностью активировать выеокоочищенную кальмодулпнзависи- 
мую фосфодиэстеразу (ФДЭ) сАМР мозга быка, отделенную от эн
догенного кальмодулина (КМ). При этом активация ФДЭ достигала 
уровня, наблюдаемого в присутствии КМ, однако, в отличие от КМ, 
для осуществления этого эффекта не требуется Са2 + ,

Стимуляция ФДЭ проявлялась в увеличении величины՛ V без изме
нения К для сАМР. Кинетический анализ не выявил непосредствеп- 

.ного взаимодействия активатора с субстратсвязывающпми центрами 
ФДЭ. Связывание его с аллостерическими центрами ФДЭ характери
зуется высоким сродством к ферменту и носит выраженный коопе
ративный характер-

Показано, что в присутствии известных ингибиторов КМ-зависи- 
мых ферментов, трифторперазина и АУ—7, стимулирующее действие 

֊активатора тормозится. Это может свидетельствовать о связывании 
указанных соединений с активатором Са2+-независимым способом, в 
отличие от их взаимодействия с КМ, требующего присутствия Са2+.

Действие активатора па ФДЭ не проявлялось после его инкуба
ции с трипсином, что подтверждает пептидный характер этого соеди
нения. Выделенный пептид отличается термостабплыюстыо. Чувстви
тельность ФДЭ к активатору изменялась в зависимости от степени 

• очистки фермента, определяющей, вероятно, конформационное состоя
ние ФДЭ, доступность ее аллостерических центров, наличие в препа
ратах фермента соединений—антагонистов активатора и других эф
фекторов.

Ранее было установлено, что коронароактивиые нейропептиды, 
(выделенные нами из мозга и сердца, являются ингибиторами ФДЭ 
циклических нуклеотидов. К. их числу относятся короиарорасширяю- 
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щие соединения: нейрогормон «С» (нС) и его множественные формы;, 
нейрогормон «Г», триптические гидролизаты нейрогормона «К», фак
торы, выделенные из сердечной мышцы и др. [1]. Было показано, что» 
нС и его аналоги ингибируют главным образом КМ-зависнмую 
форму частично очищенной ФДЭ мозга и сердца.

Результаты настоящих экспериментов свидетельствуют о том, что՛ 
пептидный активатор ФДЭ сопровождает нС на всех этапах его очи
стки, включающих гель-фильтрацию, ионообменную и тонкослойную» 
хроматографию- Лишь с помощью обратнофазовой жидкостной хро
матографии при высоком давлении удалось разделить активатор и ин
гибитор ФДЭ. На основании этих результатов в совокупности с дан
ными, полученными ранее, можно предположить, что стимулирующий 
и ингибирующий ФДЭ факторы образуют высокоэффективный комп
лекс в составе препарата нС, регулирующий проявление его хардио- 
тропного действия.

Обнаруженный Са2 ~-независимый активатор ФДЭ циклических 
нуклеотидов был нами назван С-модулином. По кинетическим дан
ным, па ФДЭ имеются, по крайней мере, 2 центра для С-модулина 
(п„ =2), а нС, по нашим данным, является конкурентным ингибито
ром ФДЭ сАМР [’2]. В нашей лаборатории накоплен значительный 
материал, свидетельствующий о наличии множественных форм пепти
дов, в том числе гликопептидов, Са2 + -независимых активаторов ФДЭ 
в мозгу.

В настоящее время известен ряд факторов, вызывающих Са2*’ -не
зависимую активацию не только ФДЭ, но и других КМ-зависимых 
систем. К их числу относятся жирные кислоты и фосфолипиды [3] 
(однако сродство этих соединений к ферменту на 4—5 порядков 
.чиже по сравнению с КМ), белковый аналог КМ, названный бакте- 
риомодулином [4], ограниченный протеолиз и др. При этом активи
рующий эффект, как правило, сопряжен с участием КМ-связываю— 
щего центра. Важно подчеркнуть, что известная полифункциональ
ность КМ предопределяет его влияние не только на ФДЭ цикличе
ских нуклеотидов, ио и на многие другие белки и ферменты. Можно 
предположить, что при лимитированной концентрации КМ или же՝ 
Са2 + взаимодействие с ним каждого из множества КМ-зависимых 
белков будет затруднено. В этом случае решающую роль играют 
компартментизация того или иного фермента, изменения концентра
ций субстрата и Са2 +, регулирующих чувствительность фермента к 
КМ, и др. факторы. Особый интерес в этой связи представляют 
КМ-подобные, но Са2+-независимые регуляторы в клетке, подобно 
С-модулину и его множественным формам, которые могут стимулиро
вать ФДЭ сАМР в гораздо меньших концентрациях, чем кальмодулин. 
Видимо, этим можно объяснить исключительно высокую ФДЭ актив
ность мозга, когда концентрация Са2՜*՜ составляете 10 ՛ М (то есть 
тогда, когда еще Са2+ не в состоянии связываться с кальмодулином). 
Можно предположить, что С-модулип является также регулятором- 
других КМ-зависимых ферментов.
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NOVEL CALCIUM-INDEPENDENT PEPTIDE ACTIVATOR 
OF CYCLIC NUCLEOTIDES PHOSPHODIESTERASE 

FROM BRAIN

GALOYAN A. A.. GL'RVITS B. Ya.

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

A Ca'-’‘֊independent activator of highly-purified calmodulin-depen- 
■dent cAMP PDE from brain has been detected in bovine hypothalamus. 
The affinity of this activator to enzyme is close to that of calmodulin.
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Монография немецкого автора освещает молекулярные основы функций нервной 
системы. В книге содержится информация о таких важнейших .направлениях нейро
химических исследований , как зрение, структура и функция мембран, электрические 
свойства нервных клеток, синапсы и рецепторы, пластичность, обучение и память.

Предназначается для биохимиков, фармацевтов, молекулярных биологов, врачей, 
.студентов биологических и медицинских специальностей.
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ПЕПТИДЫ, МОЗГОСПЕЦИФИЧЕСКИЕ БЕЛКИ И 
АГРЕССИВНОЕ ПОВЕДЕНИЕ

ШЕРСТНЕВ В. В., РЫЛОВ А. Л.. ГРОМОВ А. И.

Н;Л1 нормальной физиологии им. П. К. Анохина АМН СССР, Москва

В обзоре рассмотрены наиболее важные экспериментальные данные об уча- 
■стнн эндогенных олигопептидов в регуляции агрессивности животных и человека. 
•С системных позиций анализируется роль пептидов в физиологическом контроле 
агрессивного поведения и возможные механизмы их действия. Изложены собственные 
и литературные данные о поиске специфических белковых индукторов и регулято
ров агрессивного поведения. Подчеркивается перспективность исследования н ис
пользования пептидов с целью направленной регуляции агрессивности.

В настоящее время считается, что среди множества эндогенных 
-физиологически активных соединений именно пептиды, особенно син
тезирующиеся в нервной ткани, могут быть отнесены к числу наибо
лее избирательных регуляторов и индукторов определенных типов по
ведения [1—3]. Современные данные свидетельствуют, что исследо
вание пептидных регуляторов является одним из самых перспектив
ных направлений изучения нейрофизиологической и нейрохимической 
организации поведения, а также создания препаратов для прицельной 
коррекции психопатологических состояний человека [4, 5].

Физиологическая активность пептидов проявляется, в частности, в 
их влиянии на такую биологически важную форму зоосоциального 
поведения, как агрессия, которая у животных разных видов имеет, 
как правило, приспособительное значение и проявляется видоспеци
фическим набором поведенческих реакций [6]. В большинстве своем 
исследованные пептиды агрессивного поведения различаются по нап
равленности, длительности и интенсивности влияния па проявления 
агрессии [7_ 10]. Имеющиеся экспериментальные факты создают
реальные предпосылки для более углубленного анализа представле
ний о нейрохимической организации этого вида поведенческой актив
ности, для разработки подходов к направленному воздействию пеп
тидами на различные формы агрессивности животных и патологиче-
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скую агрессивность человека, что имеет несомненное теоретическое п 
практическое значение. —

Целью настоящего обзора является не только рассмотрение наи
более важных и интересных работ в указанной области, но и анализ 
перспектив развития исследований, а также дискуссионных вопросов 
о возможных механизмах действия нейропептидов как модуляторов 
и регуляторов агрессивного поведения.

Наиболее изученной на сегодняшний день в отношении агрессии 
является группа гипоталамо-гипофизарпых пептидов. Согласно совре
менным представлениям, именно в подбугорной области и близлежа
щих структурах мозга локализованы триггерные зоны важнейших 
биологических влечений [11]. О том, что в этой же области находятся 
и «агрессогепные» центры, свидетельствуют данные многочисленных 
экспериментов, показывающих, что электростимуляция гипоталамиче
ских ядер, их разрушение пли локальное подведение к ним нейроме
диаторов либо нейрогормонов оказывает выраженное влияние на раз
ные типы агрессивного поведения [12—14]. Учитывая, что нейросек
реторные клетки гипоталамических ядер выделяют ряд пептидов, уча
ствующих в организации определенных форм поведения [15]. логич
но предположить, что некоторые из этих соединений имеют отноше
ние и к физиологической регуляции агрессивности.

Средн гипоталамо-гипофнзарных пептидов наиболее исследованным 
в отношении агрессивного поведения является адренокортикотропный 
гормон (АКТГ). Его стимулирующее действие показано на моделях 
внутривидовой агрессии мышей и крыс, направленной па помещаемых 
в клетки интрудеров [16, 17], а также при защитно-оборонительной и 
хищнической агрессии крыс [18, 19]. Уровень пептида (АКТГ։_2.,) 
в крови значительно повышается после схваток животных [20]. Наи
более выраженным агрессогенным действием обладают фрагменты 
АКТГ.11О и АКТГтогда как другие фрагменты мало эффек
тивны [21]. Однако имеются данные о том, что АКТГ и его фрагмен
ты (4—10, 1 —10) не оказывали существенного влияния па драки 
мышей-изолянтов [22]- Кроме того, на бульбэктомированных самцах 
монгольских песчанок с повышенным уровнем агрессивности было по
казано, что некоторые вещества, подавляющие естественную продук
цию АКТГ и кортикостероидов, не изменяли агрессивности животных 
[23].

Несмотря на отмеченную противоречивость результатов, просле
живается определенная закономерность действия АКТГ на агрессив
ность, особенно наглядно проявляющаяся на модели межсамцовой՛ 
агрессии мышей. Однократное острое введение изолированным мы
шам-резидентам пептидов в дозе 100—600 мкг/кг значительно учаща
ло атаки на интрудеров, а хроническое введение (4 дня по 25 мкг/кг) 
оказывало антиагрессивный эффект [24, 25].

а-Меланоцитстимулирующий гормон (меланотропин), являющийся 
фрагментом АКТГ. содержащим 13 аминокислот, помимо чисто «пиг— 
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ментарных» эффектов, проявляет и другие виды действия, в том числе 
ла НС и поведение [26]. В частности, после его инъекции агрессив
ным изолированным мышам в дозе 25 мкг внутрибрюшинно наблю
дается кратковременное снижение их агрессии по отношению к ип- 
трудерам, а затем усиление ее [7]. Влияние а-мелапотропина на внут
ривидовую агрессивность мышей в значительной степени зависит от 
зоосоинального ранга животного: введение за 15 мин до тестирования 
субдоминанте (подчиненной мыши) повышало агрессивность доминан
ты. а инъецирование пептида доминанте снижало ее агрессивность 
[27, 28]. Интересно, что действие а-меланотропина на агрессивность 
может быть обусловлено выделением специфических феромонов: хими- 
чсская аносмия у доминанты устраняет повышение се агрессивности 
по отношению к субдоминанте, которая получила инъекцию а-мела- 
нотрспина [29].

Мелапоцитингибируютий фактор (меланостатин, концевой три- 
пептид окситоцина) оказывает кратковременный (5 мин), но весьма 
выраженный агрессогенпый эффект на мышей-изолянтов (внутрибрю
шинно, 25 мг/кг), а также повышает защитно-оборонительную агрес
сивность кошек и их атаки па мышей и их умерщвление в тесте хищ
нической агрессивности [30, 16].

Тиротропин-рилизинг-гормон—вырабатываемый гипоталамусом три
пептид—при введении изолированным мышам в дозе 25 мг/кг внутрибрю
шинно значительно усиливает их схватки с интрудерами [16]. Сходное 
влияние оказывает рилизинг-фактор лютеинизирующего гормона (люли- 
берин), секретируемый преимущественно областями гипоталамуса, ко
торые контролируют половое поведение и репродуктивные системы. 
Введение люлпберипа в дозе 2,5 мг/кг внутрибрюшинно усиливает 

.агрессивность мышей-изолянтов как непосредственно после инъекции, 
так н через сутки [16]. Эффект пептида не всегда является однонап
равленным и в большой степени зависит от исходного уровня агрес
сивности: на фоне введения усиливающего агрессию апоморфина 
(0.5 мг/кг) проагрессивпое действие пептида извращается [7].

Введение самцам мышей-резидентов другого гипоталамического 
пептида соматостатина (5 мг/кг внутрибрюшинно), ингибирующего 
высвобождение гипофизом гормона роста, снижало их агрессив
ность, уменьшая число атак на интрудеров [16].

Большое влияние на агрессивное поведение оказывают опиоид
ные пептиды, среди которых исследовано действие на агрессивность 
как эндогенных веществ, так и их синтетических аналогов [7, 16, 31. 
32]. Помимо этих препаратов, в некоторых исследованиях применя
лись антагонисты опиатных рецепторов налоксон и палорфин [33— 
35], а также экзогенные опиаты, в частности морфин [36]. Тестиро
вание соединений, активных в отношении эндогенной опиатной систе
мы, осуществлялось на всех важнейших моделях агрессивного пове
дения, имитирующих основные формы естественной агрессивности жи 
вотных: схватки изолированных мышеи п крыс с интрудерами [31, 32], 
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защитно-оборонительная агрессия крыс, вызванная ударами электри
ческого тока [33]; хищническая агрессия крыс [35]; материнская аг
рессия изолированных самок крыс, защищающих потомство от интру- 
дера [36, 37]; агрессивность, вызванная электростимуляцией гипота
ламических центров [36, 38].

В указанных экспериментах выявлено 3 основных типа влияния 
опиоидных веществ на агрессивность животных: в малых доза ; они, 
как правило, оказывают слабое агрессогенное действие, а при увели
чении количества вводимого вещества начинает проявляться мощное 
антиагрессивпое действие; при резкой отмене препаратов у животных 
с морфиновой зависимостью, вызванной длительным введением боль
ших доз опиоидов, наблюдается отчетливое усиление агрессивности, 
напоминающее по проявлениям защитно-оборонительные реакции [36].

Данные об эффектах антагонистов опиатных рецепторов на аг
рессивное поведение противоречивы. Продемонстрировано, что налок
сон в дозах 0,5—5 мг/кг внутрибрюшинно увеличивал драчливость 
мышей-изолянтов [39]- По другим данным, это вещество в дозе 0,1 — 
1 мг/кг усиливало оборонительные и наступательные реакции у сам
цов мышей, подвергнутых нападению лактирующих самок [37]. Од
нако имеются данные о том, что налоксон не эффективен в тех же 
дозах в отношении агрессии крыс нитрудеров и резидентов [40]. Ан
тагонист опиатных рецепторов 1С1 154,129 в опытах па мышах-изолян- 
тах в дозах 30 и 80 мг/кг увеличивал процент атакующих животных 
и латентный период атаки, а налоксон в эквивалентных дозах дей
ствовал противоположным образом [34].

Имеются сообщения о влиянии па агрессивность еще одного пеп
тида обезболивающего и стресспротективного действия субстанции 
Р [41, 42]. Введение мышам-изолянтам Ц-концевого гектапептида 
субстанции Р (1—7) оказывало аитиагрессивный эффект в дозе 1 — 
10 мг/кг внутрибрюшинно. Иначе действовал С-концевой фрагмент 
(7—11), тогда как отрезок пептида 4—11 не оказывал существенного 
влияния. Налоксон устранял эффекты С-, но не Ы-концевого фрагмен
та вещества Р.

Действие па агонистическое поведение некоторых олигопептидов, 
из тех, что были впервые обнаружены в желудочно-кишечном тракте,, 
также зависит от того, какие из их фрагментов инъецировались жи
вотным. В частности, неодинаковое влияние па агрессивность оказы
вали три- и тетрапептиды гастрина [43]. а также соединения другой- 
родственной группы: эндогенный для мозга холецистокинин (ХЦК), 
включающий 8 аминокислот, его тетрапептид [44, 45] и церулетид— 
декапептидный аналог ХЦК мозга. Тетрапептид ХЦК (внутримышеч
но, 400 нг/кг) значительно усиливал электроболевую агрессивность 
крыс [44], а октапептид ХЦК, как показали наши исследования [45], 
не оказывал существенного влияния ни на один из показателей хищ
нической, болевой и межсамцовой агрессивности у крыс, ускоряя в 
то же время развитие пищевого насыщения у крыс-убийц, поедаю
щих мышей- 
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Обнаружена модулирующая агрессию активность и у многих дру
гих пептидов. В частности, внутрибрюшинное введение 10—500 мкг/кг 
крысам и мышам трипептида тафцина, фрагмента иммуноглобулинов 
типа G, значительно повышало в течение 3—35 мин агрессивность 
крыс, вызванную ударами электротока [46]. Нейротензин (внутрь 
желудочков мозга, 50 мкг) ускорял у крыс вызванное ганглпо- 
томией дорсальных корешков спинного мозга [47] развитие ауто
агрессивных реакций, проявлявшихся кусанием собственных конечно
стей. Вазопрессин повышал агрессивность мышей-интрудеров по от
ношению к изолированным резидентам [48]. Выявлено также более 
чем 300-кратное увеличение содержания ренина в плазме крови мы
шей-самцов после схваток с другими самцами [49, 50].

Результаты изучения агрессивного поведения животных и опыта 
фармакотерапии агрессивности душевнобольных позволяют предпола
гать принципиальное сходство нейрохимических механизмов агрессив
ного поведения млекопитающих, по крайней мере, на уровне его эмо
ционально-мотивационного компонента [51, 52]. Это явилось основа
нием для попыток купирования патологической агрессивности боль
ных шизофренией и другими психическими заболеваниями с помощью 
эндогенного опиоидного пептида у-эндорфцна [8], а также церулетн- 
дом [9]. Хотя церулетид не исследовался непосредственно на моделях 
агрессивного поведения животных, было обнаружено его выраженное 
нейролептическое действие. Антиагресспвный эффект у-эндорфина 
(внутримышечно, 5—10 мкг, обнаруживался с 4 по 9 день после инъ
екций, а церулетида (внутримышечно, 40 мкг)—с 9 по 23 день [8. 9]- 
Таким образом, имеются первые обнадеживающие попытки примене
ния., пептидов 'да..ч\7’Л'Л'>р.9.ая.11я..п.а.тодог|1.ческой агрессивности душевно
больных.

Изложенные данные свидетельствуют, что многие исследованные 
-физиологически активные пептиды՜ при разных способах введения вы
зывают изменения различных форм агрессивного поведения животных 
и. по единичным сообщениям, агрессивности душевнобольных. Обра
щают на себя внимание некоторые общие закономерности действия 
исследованных пептидов на агрессивные реакции: сравнительно вы
сокие эффективные дозы и кратковременность действия; низкая изби
рательность, проявляющаяся влиянием па многие виды поведения; 
отсутствие способности индуцировать наиболее яркие проявления аг
рессии (схватки животных) и поэтому лишь модулирующие (усили
вающие, ослабляющие) эффекты по отношению к агрессивности. Из
ложенное позволяет с уверенностью полагать, что среди изученных 
соединений пока нс обнаружены достаточно избирательные регулято
ры агрессивности или интегрирующий молекулярный фактор функ
циональной системы определенного вида агрессивного поведения, по
добного гормону откладки яиц в репродуктивной активности моллюска 
аплизии [2] или ангиотензпну-И в питьевом поведении млекопитаю
щих [53].
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Полифункциональность рассмотренных пептидов, действующих и 
на агрессивные реакции, может быть отчетливо охарактеризована 
исходя из системных представлений о целенаправленной поведенче
ской деятельности. В естественных условиях акт агрессии редко имеет 
для животных самостоятельное значение. Практически всегда агрес
сия выступает в качестве формы поведения, направленной на дости
жение этапного полезного приспособительного результата в поведен
ческом континууме при преодолении конкуренции в борьбе за пищу, 
полового партнера, при защите от боли и т. д..

Исходя из этих представлений можно предположить, что пепти
ды, участвующие в интеграции пищевого, полового поведения, боле
вых реакций и др., включены и в организацию нейрохимических меха
низмов агрессивности, тесно связанной с этими формами поведения. 
В частности, усиливающее , действие АКТГ на агрессивность может 
быть обусловлено усилением и доминированием определенных биоло
гических мотиваций, на основе которых формируется целенаправлен
ное поведение: с селективным улучшением внимания, общеактивпрую- 
щем влиянии на организм [54].

Угнетение агрессивности после длительного введения АКТГ свя
зывают со снижением уровня тестостерона, одного из сильных эндо
генных стимулирующих агрессию факторов. Усиление схваток изоли
рованных самцов мышей под влиянием люлиберина, стимулирующе
го сперматогенез и повышающего уровень мужских половых гормо
нов, с рассматриваемых позиций можно объяснить участием этого 
пептида в организации нейрохимических механизмов агрессивности, 
связанной с половым поведением. В естественных условиях межсам- 
цовая агрессивность, которая экспериментально моделируется, напри
мер, изоляцией животных, находится под контролем половых гормо
нов и часто реализуется в контексте брачного поведения.

Ослабление защитно-оборопителыюй, в частности электроболевой 
агрессивности, под влиянием эндогенных опиоидных пептидов может 
быть обусловлено их участием в нейрохимической организации анти- 
ноцицептивной системы мозга. Ослабление атак изолированных рези
дентов на интрудеров, возможно, связано с нормализацией понижен
ного у пзолянтов «эндогенного эндорфпнового тонуса», что вызвано 
длительным хроническим стрессом вследствие отсутствия социальных 
контактов [55]. Согласно другим предположениям, опиаты угнетают 
агрессивность, неспецпфпческп снижая различные биологические по
буждения [56].

Возрастание под влиянием вазопрессина числа атак мышей-пн֊ 
трудеров па резидентов связывают с нарушением консолидации про
цессов памяти животных, в частности информации об их поражениях 
в предыдущих схватках [48].

К настоящему времени наиболее изучены нейрохимические меха
низмы действия пептидов на агрессивное поведение посредством их 
регулирующего влияния па активность ряда нейромедиаторных си
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стем, связанных с контролем агрессивности- Согласно современным 
представлениям, повышение активности катехолампнергическпх си
стем мозга усиливает агрессивное поведение, а активация ГАМК- и 

‘серотонинергических центральных механизмов оказывает противопо
ложное влияние. Соответственно угнетение катехолампнергическпх 
нейронов вызывает антиагрессивный эффект, а ослабление ГАМК- и 
серотонинергических систем — агрессогениый [57—60]. Эксперимен
тально продемонстрировано, что пептиды реализуют свои угнетаю
щие влияния на агонистические реакции через катехолампнергиче- 
скую, ГАМК- и серотонинергические системы. В частности, через до- 
фаминнегатпвные эффекты опосредуют антиагрсссивное действие це- 
рулетид [9] и эндогенные опиаты [36]. Агрессогениый эффект АКТГ, 
меланостатина, люлпберина, тиротропина и тафцпна объясняют ка- 
техоламинпозитивпым, ГАМК-негативным действием [7, 25, 46].

Изложенные представления являются, однако, в значительной 
(Степени упрощенными и достаточно схематичными, поскольку каж
дый из пептидов оказывает действие на несколько медиаторных си
стем, подчас находящихся в реципрокных отношениях. При этом в 
тех или иных структурах мозга имеются четкие региональные 

•особенности эффектов пептидов в отношении медиаторных процессов. 
Следует также учитывать, что физиологически активные пептиды ока
зывают влияние не только на процессы синтеза, выделения и инакти
вации, по и механизмы рецепции «классических» нейромедиаторов, 
выполняя роль модуляторов нейропередачи [61—63].

В качестве вторичных «посредников» действия пептидов, участ
вующих в организации агрессивного поведения, выступают цикличе
ские нуклеотиды. Показано прямое действие пептидов как на аде- 
пилатциклазные ферменты, так и на эффекты нейромедиаторов, опо

средованные циклазными системами [64]- Продемонстрировано, что 
введение самих циклических нуклеотидов изменяет агрессивность 
животных: дибутирпл сАМР (50—200 мкг внутрь желудочков) усили
вал схватки крыс в ответ на удары электрического тока, агрессив
ность мышей-изоляптов и их хищнические реакции (тест убийства 
сверчков), тогда как сСМР не был эффективен [65]. Введение дпбу- 
.тирил-сСМР (250—2500 мкг) в течение длительного времени снижа
ло агрессивные реакции у мышей-изоляптов [66].

Многие пептиды могут опосредовать агрессотропиые эффекты че
рез взаимодействие с другими нейропептидами. Например, антиагрес- 
-сивпое действие соматостатина объясняется торможением секреции 
под его влиянием АКТГ, тиротропина, люлпберина: меланостатин, воз
можно, обладает антиопиатным эффектом; вещество Р й нейротен
зин стимулируют высвобождение соматостатина, а люлиберии го
надотропина [7, 16, 25].

Следует обратить внимание на тот факт, что широко используе
мое деление пептидов на агрессогенпые и антиагрессивные достаточ
но условно. Ряд нейропептидов (меланостатин, АКТГ. вещество Р и 
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др.) оказывают фазное действие на агрессивность животных [7, 42,. 
67]. Для опиатов, гастрина, меланотропина и некоторых иных пепти
дов характерен сложный дозозависимый эффект [16. 68]. Обнаруже
ны различные влияния пептидов на отдельные виды агрессивного по
ведения, а также зависимость их действия от фонового уровня агрес
сивности. Эти особенности действия пептидов могут быть связаны с 
их естественным процессингом в ткани мозга и последовательным выс
вобождением многочисленных физиологически активных фрагментов,, 
оказывающих неодинаковые агрессотропиые эффекты- Так, целая мо
лекула вещества Р значительно снижает уровень агрессивности мы
шей, вызванной длительной изоляцией. М-терминальиый фрагмент 
вещества Р (1—7) также подавляет агрессию мышей, тогда как 
С-терминальный фрагмент (4—11) такого эффекта не вызывает, а- 
более короткий отрезок пептида (7—И) увеличивает агрессивность 
[41, 42]. Среди многочисленных фрагментов, образующихся при про
теолизе действующих на агрессию пептидов АКТГ, холецистокинина, 
вазопрессина и др-, также найдены более короткие фрагменты, обла
дающие выраженным влиянием на поведение [69—72]. Эти физиологи
чески активные фрагменты связываются со специфическими рецепто
рами, регионально распределенными в мозгу.

С другой стороны, различие влияний пептидов на агрессивность- 
определяется, по-виднмому, особенностями локализации синтеза, выс
вобождения и расщепления, а также распределением рецепторов к 
этим веществам и неодинаковой аффинностью к продуктам протеолиза.

В частности, антиагрессивное действие эндогенных пептидов с 
опиоидной активностью связывают с влиянием этих веществ на дель
та-рецепторы [34]. Неоднозначное действие пептидов на агрессивное 
поведение может быть объяснено различиями в нейрофизиологиче
ской и нейрохимической организации отдельных форм агрессивности,, 
причем даже внутри одной и той же формы, но у разных видов жи
вотных [7—9]. Все эти примеры отчетливо демонстрируют сложность- 
экспериментального исследования и теоретического анализа участия 
нейропептидов в организации агрессивного поведения, а также мно
гочисленные противоречия в трактовке полученных результатов.

Особый теоретический и практический интерес представляют, на 
наш взгляд, исследования, направленные на поиск и выделение эн
догенных пептидных факторов, высокоизбирательно модулирующих 
или индуцирующих определенные формы агрессивного поведения. Не
которые исследователи пытались выделить такие регуляторные фак
торы из мозга специально подготовленных животных допоров, демон
стрирующих агрессивные реакции. В частности, изучалась возмож
ность переноса с экстрактами мозга крыс веществ, регулирующих их 
межвидовую агрессивность по тесту убийства мышей от высокоагрес
сивных к низкоагрессивным особям [73]. Показано, что агрессия мы
шей-самцов, которым субдурально вводили пептидные экстракты от 
высокоагрессивных сородичей, имевших опыт побед в драках, значи
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тельно возрастала [74]. Из мочи больных липодистрофией удалось 
выделить и установить первичную структур)' трипептида (Руго§1ц- 
.\sn-Glu-OH), повышающего и индуцирующего внутривидовую агрес
сивность мышей [75]. Однако данных о продолжении или подтверж
дении этих работ в литературе не имеется, что относится и к экспери
ментам, продемонстрировавшим присутствие в гипоталамусе монголь
ских песчанок фактора предположительно пептидной природы, ответ
ственного за их внутривидовую агрессию [76].

В то же время, как свидетельствует опыт экспериментального изу
чения эндогенных пептидных регуляторов определенных форм пове
дения животных, эти вещества обнаруживаются не только во время 
осуществления соответствующей поведенческой деятельности, но и в 
питактном состоянии. Основываясь на этом, в пашей лаборатории в 
сотрудничестве с лабораторией, биотехнологии Института биооргани- 
ческой химии им- М. М. Шемякина АН СССР проводятся работы по 
выделению из мозга животных пептидных регуляторов агрессивного- 
поведения.

Последовательным применением методов уксуснокислой экстрак
ции, гель-фильтрации и ИОХ из мозга быков были выделены фракции 
с величиной Мг от 300 до 500 Д, повышающие в течение 14 суток 
после внутрижелудочкового введения агрессивность самцов беспород
ных белых крыс, вызванную ударами электрического тока, и индуци
рующие через 24 ч после введения 'спонтанные схватки крыс, прояв
ляемые реакциями, сходными с болевой агрессией. Агрессогенный эф
фект вызывался также внутрибрюшинным введением фракций. По по
казателю биуретовой пробы доза сухого вещества, вызывающая аг-, 
рсссогениый эффект, составляла около 300—400 иг. Предварительные 
физико-химические исследования (амино-кислотный и М-концевой
анализ) позволяют предполагать пептидную природу выделяемого 
нами агрессогенного фактора [77].

Перспективным аспектом рассматриваемых исследований пред
ставляются также работы, связанные с изучением мозгоспецифических 
белков (МСБ), соединений, уникальных для нервной ткани. Согласно 
современным представлениям, МСБ могут быть акцепторами или спе
цифическими рецепторами для некоторых нейропептндов, а также яв
ляться молекулами-предшественниками физиологически активных пеп
тидов мозга [78].

Как показали наши эксперименты, введение основной и минорной 
фракций МСБ 5-100. а также антисыворотки к 5-100 оказывало раз
личные, отчетливо выраженные влияния на межсамцовую агрессив
ность мышей и крыс, электроболевую и хищническую агрессивность 
крыс [79]- В частности, внутрижелудочковые инъекции крысам основ
ной фракции МСБ 5-100 в дозе 60 мкг отчетливо стимулировало фор
мирование у этих животных хищнической агрессивности под влия
нием изоляции и голодания, а введение этого вещества в тех же до
зах мышам-резидентам учащало их атаки на интрудеров.
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Обнаружены также изменения спектра кислых белков, в том 
’числе МСБ Տ-100 некоторых структур мозга, при развитии агрессив
ного поведения [80]- Все эти результаты показывают, что поиск и 
изучение пептидов, действие которых в естественных условиях связа
но с МСБ, может быть перспективным направлением исследования 
нейрохимических механизмов агрессивного поведения и выявления 
новых пептидных факторов,, участвующих в его регуляции.

Таким образом, изучение участия и роли пептидов и мозгоспеци- 
фических белков в организации агрессивного поведения не только 
■обогащает наши знания о нейрохимических механизмах регуляции и 
■формирования одного из важных видов поведенческой активности жи
вотных и человека, по и создает реальные предпосылки для направ
ленного поиска эффективных средств управления этим поведением, ко
торые могли бы найти применение как в клинике нервно-психических 
болезней, так и ряде областей народного хозяйства.

PEPTIDES AND AGGRESSIVE BEHAVIOR

SHERSTNEV V. V., RYLOV A. L„ GROMOV A. I.
■P. K. Anokhin Institute of Normal Physiology, Academy of Medical 

Sciences of the USSR, Moscow

The most important experimental data about involvement of endo
genous peptides in the regulation of the aggressive behaviour are cove
red in the present review. Using systematic approach the role of pepti
des in the physiological control of aggressive behaviour and the pos
sible mechanisms of the neuropeptides action are analyzed. Personal 
and literature data aimed to identify specific protein inductors and regu
lators of aggressiveness are summarized. The application of the peptides 
for the regulation of aggressive behaviour is emphasized as a main 
.trend of this study.
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НЕИПОХИГ^ИЛг. 5, № 4, 1986

ХРОНИКА

О ЗАСЕДАНИИ СЕКЦИИ НЕЙРОХИМИИ
(2—3 июня 1986 г., Москва)

2—3 июня 1986 г. в Москве состоялось очередное заседание Секции нейрохимии 
Научного совета АН СССР но проблемам биохимии животных и человека.

Члены секции минутой молчания почтили память академика Е. Л1. Крепса, в 
лице которого советская и мировая наука понесла тяжелую утрату.

Председатель секции, член-корр. АН АрмССР, проф. А. .4. Галоян поздравил 
от имени членов секции проф. //. И. Демина с его 75-летием и пожелал ему даль
нейших творческих успехов, а также академика АН УССР В. К. Лшико и докт. 
■биол. наук II. Ф. Аврову с присуждением им государственных премии в области 
науки и проф. Е. М. Хватову с присвоением ей звания «Заслуженный деятель науки 
РСФСР».

Академик С. Е. Северин выступил с сообщением о формировании Советской 
делегации для участия в VI общем собрании Европейского общества нейро.хпмнков в 
Праге в сентябре 1986 г. Он заявил, что год назад был учрежден Национальный 
комитет биохимиков, который занимается осуществлением связи биохимической об
щественности СССР с зарубежными странами (вступление в различные зарубеж
ные научные общества, сотрудничество в научных журналах, приглашение на кон
ференции со стороны оргкомитетов и т. д.). Председателем Национального комитета 
биохимиков назначен академик С. Е. Северин, ученым секретарем—канд. хим. наук 
А1. Б. Агаларова.

Проф. А. А. Г'ало ян отметил, что в число мероприятий, намеченных Секцией 
нейрохимии на XII пятилетку, .входит проведение на базе Института биохимии 
АН АрмССР конференции «Функциональная нейрохимия белков, пептидов, транс
миттеров» с участием видных советских и зарубежных нейрохимиков. На конферен
ции будут рассмотрены актуальные проблемы современной нейрохимии.

С сообщением о ходе проведения организационных мероприятий по подготовке 
к X Всесоюзной конференции По нейрохимии (г. Горький, сентябрь, 1987 г.) вы
ступила проф. Е. М. Хватова. В программу конференции, кроме традиционных фун
даментальных нейрохимических исследований, рекомендовано .включить вопросы 
по биотехнологии, касающиеся получения биологически активных соединений и меди
цинские проблемы биохимии мозга.

Па заседании секции обсуждались вопросы, связанные с развитием исследова
ний но нейрохимии экстремальных состояний. Проф. Н. II. Демин указал, что необ
ходимо уделить большое внимание молекулярным аспектам стрессорных состояний 
(включая последствия радиационных поражений), а также вопросам по пересадке 
нервной ткани и нейрохимическим аспектам бессонницы. Проф. А. А. Кричевская 
привела новые данные по использованию пептида 5-сна как антистрессорного фак
тора. Д. Г. Микеладзе сообщил о дальнейшем развитии проводимых в Институте 
физиологии им. П. С. Бериташвплн АН ГССР исследований по изучению изменений 
метаболизма нейронов при стрессовых и невротических состояниях ЦНС.
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Было принято решение поручить С. X. Хаидарлиу на одном из последу. . за 
сс^айий секции доложить о перспективах развития исследований по нейрохимии 
экстремальных состояний.

' .Выли рассмотрены вопросы, относящиеся к патологической нейрохимии. Проф. 
Н. К. Попова информировала членов секции о том, что в Институте цитологии и • 
генетики СО АН СССР селекционирована линия крыс, генетически предрасположен
ных к каталепсии. В мозгу у этих животных выявлены изменения ՛ в активности՛ 
триптофангидроксплазы и в метаболизме дофамина. Исследования проводили с 
целью выявления роли таких медиаторов, как дофамин и серотонин, в возникнове
нии каталепсии. Проф. Л. Я. Тяхепылд привел данные об .изменениях процессов 
■перекисного окисления при экспериментальных новообразованиях. Проф. VI. Ш. Про
мыслову и проф. В. И. Розенгарту было поручено к следующему заседанию секции 
подготовить перспективный план развития исследований в области патологии нерв
ной системы. Проф. Р. Н. Этингоф и проф. Р. И. Кругликов высказали мнение о 
необходимости координации нейрохимических исследований между АН СССР и 
АМН и М3 СССР.

Проф. Р. И. Этингоф предложила наметить на ближайшие годы развитие иссле
дований по изучению молекулярных основ полового ■ поведения животных. Эти ис
следования, отмстила опа, имеют большое значение для продуктивности сельско
хозяйственных животных.

Были рассмотрены вопросы, касающиеся развития исследований по радиацион
ной нейрохимии. Проф. А. А. Галоян указал на важность и актуальность этих ис
следований. Он отметил, что в Институте биохимии АН АрмССР изучается за
щитная роль супероксиддпсмутазы при радиационном поражении. По этому вопро
су выступили также проф. А. Т. Пикулев, проф. А. Д. Рева, проф. Р. П. Кругликов.

Следующее заседание Секции нейрохимии было решено провести 13—14 сентя
бря 1986 г. в Ереване. БАРХУДАРЯН Н. А.
НАУЧНАЯ СЕССИЯ ОТДЕЛЕНИЯ МЕДИКО-БИОЛОГИЧЕСКИХ 

НАУК АМН СССР И ОТДЕЛЕНИЯ ФИЗИОЛОГИИ АН СССР

27—30 мая 1986 г. в Ленинграде состоялась объединенная научная сессия От
деления медико-биологических наук АМН СССР и Отделения физиологии АН СССР, 
посвященная современному состоянию и перспективам развития исследований выс
шей нервной деятельности. В работе сессии приняли участие ведущие ученые стра
ны, исследования которых посвящены различным аспектам высшей нервной дея
тельности. Главная задача сессии состояла в том, чтобы па основе современных 
достижений этой области нейробпологин наметить наиболее перспективные направ
ления дальнейших исследований. Заслушанные доклады носили обобщающий харак
тер и представляли собой характеристику основных современных направлений изу
чения высшей нервной деятельности. Большое место в работе сессии заняли воп
росы изучения высшей нервной деятельности человека, рассмотренные в докладах 
Н. П. Бехтеревой, В. С. Русинова и О. М Гринделв, А. /VI. Иваницкого, Э. .4. Ко- 
стандова, И. А. Василевского. Материалы этих докладов явились свидетельством 
существенных достижений в изучении 'Нейрофизиологических основ высшей нервной 
деятельности человека и перспективности дальнейших исследова>гай в этом направ
лении. Много интересных материалов было представлено в докладах, посвященных 
общим закономерностям и механизмам высшей нервной деятельности в норме 
(М Н. Ливанов, П. В. Симонов, О. С. Адрианов, К. В. Судаков, А. С. Батуев, 
У. Г. Гасанов, Н. ф. Суворов, В. М. Сторожук) и патологии (Г, И. Крыжановский, . 
М. М. Хананашвили, А. В. Вальдман, В. А. Иеговский).
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Собственно нейрохимическим механизмам высшей нервной деятельности были 
посвящены доклады чл.-кор. АМН СССР М Е. Вартаняна, Г. А. Вартаняна и 
Р. И. Кругликова. В докладе Л1. Е. Вартаняна представлены материалы о новом 
эндогенном лиганде бензодиазепиновых рецепторов. Использовав широкий набор 
современных физико-химических методик и приемов генной инженерии, автор и его 
сотрудники смогли получить некоторые важные характеристики этого лиганда.

Доклад Г. /1. Вартаняна «Проблемы нейрохимического уровня организации выс
шей нервной деятельности» был посвящен анализу современного состояния вопроса 
о роли эндогенных биохимических факторов пептидной природы в процессах обуче
ния и памяти. На основе анализа фактических данных, в том числе полученных в 
последние годы в физиологическом отделе Института экспериментальной медицины 
АМН СССР, докладчик обосновал представление о том, что факторы «переноса 
памяти» следует рассматривать как «включатели», «актуализаторы» предсущест- 
вующих связей, а не как «молекулы памяти». В докладе особо подчеркивалась 
необходимость целенаправленного изучения биохимических механизмов подкрепле
ния, делающих эффективным условнорефлекторный вход. Автором выдвинута ори
гинальная гипотеза, основанная на свойстве интервало-селективного взаимодейст
вия между нейронами мозга. Согласно этой гипотезе, «замыкание» условнорефлек
торной связи может осуществляться не за счет модификации, а в результате изме
нения чувствительности нейрона к различным интервалам поступающей к нему вм- 
пульсацпи и изменения структуры межимпульсных интервалов импульсных потоков. 
При наличии свойства интервальной селективности нейронов адрес импульсного по
тока может меняться. Иными словами, активность с любого входа ЦНС может 
быть выведена па любые командные эффекторные системы нейронов, что эквива
лентно формированию новой связи пли «замыканию». Реальным биохимическим 
уровнем регуляции этого процесса является регуляция интервало-селективной чув
ствительности нейрона факторами пептидной природы.

В более общей форме решение проблемы докладчик связывает с раскрытием 
химического механизма воздействия подкрепляющих систем мозга на генетический 
аппарат нейронов. ,

Р. И. Кругликов в своем докладе рассмотрел общие принципы изучения мо
лекулярных основ обучения и памяти. Главное направление исследований в этой 
области нейробиологии вытекает из особенностей детерминации интегративной дея
тельности мозга, имеющей системный характер: ни одни фактор сам по себе не 
обладает детерминирующей силой—он приобретает ее лишь во взаимодействии с 
другими факторами. Это относится и к нейрохимическим субстратам обучения и 
памяти. Поэтому исследование нейрохимических основ обучения и памяти—это 
изучение взаимодействия различных нейрохимических субстратов—«классических» 
нейромедиаторов, информационных макромолекул и нейропептпдов в реализации ин
тегративных процессов. Однако не все направления такого взаимодействия равно
ценны. Учитывая, что в основе любых пластических перестроек, в том числе пере
строек межнейронных связей, лежат изменения метаболизма информационных мак- ■ 
ромолекул, необходимо исследовать влияния, оказываемые на метаболизм макро
молекул представителями другпх классов нейрохимических субстратов. Докладчик 
далее обратил внимание на то, что при исследовании нейрохимических основ обу
чения и памяти надо, наряду с детальным исследованием метаболизма мозга, учи
тывать и состояние «периферии», так как, по современным данным, состояние цент
ральных процессов, в частности процесса консолидации, может модулироваться со
бытиями «на периферии»: изменением содержания в крови некоторых гормонов, 
глюкозы и т. Д. Проблема соотношений «центра» и «периферии» приобрела неожи
данную остроту применительно к проблеме нейропептпдов, плохо проникающих 
через ГЭБ. Многие центральные эффекты нейропептпдов, по-вндимому, опосредо
ваны периферическими механизмами, заслуживающими в связи с этим самого тща
тельного изучения. Р- 4/. Кругликов подчеркнул необходимость исследования мета
болических эффектов различных нейрохимических субстратов как в состоянии покоя, 
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так и в условиях адекватной функциональной нагрузки, так как именно ь этих 
условиях раскрывается функциональная роль исследуемого субстрата. Хотя в зас
лушанных докладах были представлены далеко не все направления исследований 
нейрохимических основ обучения и памяти, они явились свидетельством большого 
интереса к этой важнейшей проблеме и се ведмцеп роли во -всем комплексе ней
ронаук.

КРУГЛИКОВ Р. И.

ВСЕСОЮЗНЫЙ СИМПОЗИУМ «ОБМЕН ВЕЩЕСТВ ПРИ 
ЗИМНЕЙ СПЯЧКЕ II ЕСТЕСТВЕННОМ СНЕ»

С 19 по 20 сентября 1985 г. в Махачкале на базе проблемной научно-исследо
вательской лаборатории нейрохимии Дагестанского ордена Дружбы народов госу
дарственного университета им. В. И. Ленина был проведен Всесоюзный симпозиум 
«Обмен веществ при зимней спячке и естественном сне», организованный Отделе
нием биохимии, биофизики и физиологически активных соединений АН СССР, Да
гестанским государственным университетом и Институтом биофизики АП СССР.

В работе симпозиума приняло участие около 60 ученых из Москвы. Ленин
града. Пущино, Новосибирска. Ростова-Иа-Дон у. Еревана, Фрунзе. Харькова, Вла
дивостока, Петропавловска, Горького, Баку. Каунаса, Нальчика, Семипалатинска 
и других городов.

К открытию симпозиума был издан сборник материалов симпозиума «Биохи
мические механизмы зимней спячки и естественного сна» иод редакцией чл-к-ор. АН. 
СССР Г. Р. Иваницкого и проф. Э. 3. Эмирбекоиа.

Среди обсуждаемых проблем центральное место занимали вопросы метаболиз
ма мозга при зимней спячке, гипотермии и естественном сне. Обсуждались различ
ные стороны биохимических изменений как в структурах мозга, так и на субкле
точном уровне. Рассматриваемые нейрохимические показатели (белки, нуклеиновые 
кислоты, азотистые, энергетические и липидные компоненты, медиаторы, нейропеп- 
1нды) были представлены в аспекте раскрытая единства происхождения, сходств? 
динамики естественного сна, гипобиоза пойкилотермных животных, зимней спяч
ке, адаптированных механизмов мозга при гипотермии.

С пленарным докладом «Новые данные о метаболизме нейромедиаторных ами
нокислот при зимней спячке» выступил Э. 3 Эмирбеков (Махачкала), который 
проанализировал современные данные литературы по обсуждаемой проблеме, из
ложил новые экспериментальные подходы раскрытия нейрохимических механиз
мов. лежащих в основе регуляции зимней спячки. Дальнейшее развитие в докладе 
получила существующая нейрохимическая теория зимней спячки, в которой значи 
тельное место занимает, по мнению -автора, соотношение количества нейромедиа
торов с одной стороны, соотношение метаболического, синаптического и модулятор
ного пулов нейромедиаторных аминокислот- с другой. Зимняя спячка характери
зуется особой температурной регуляцией активности ферментов метаболизма ней
ромедиаторов и нейромедиаторных аминокислот.

В докладе И. Г. Карминовой (Ленинград) были приведены данные, подтверж
дающие функциональную гомологию гипобиоза и зимней спячки у пойкилотермных 
и гетеротерм пых животных. На примере определения содержания белка и РНК а 
цитоплазме нейронов и в глиоцитах докладчик обратила внимание на сохранение у 
тетеротермных млекопитающих механизмов регуляции метаболизма, характерных
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для пойкилотсрмин, что обеспечивает их жизнедеятельность при температуре окру
жающей среды 1—6°.

Интересный фактический материал продемонстрировали сотрудники, работаю
щие под руководством нроф. //. К. Поповой (Новосибирск). В частности, А. В. Ку
ликов и //. //. Войтенко в своих докладах выдвинули предположение, что противо
положная направленность изменений в активности основных ферментов синтеза п 
катаболизма серотонина и других бноампнов регулируют их уровень при впадении в 
спячку и пробуждении. .Активность этих ферментов, по^видимому, является сущест
венным фактором, влияющим на холодовую реакцию и у незимоспящих животных.

Убедительные данные, подтверждающие резистентность клеток мозга зимоспя
щих животных к низкой температуре тела, приводились в докладе В. С. Шугалей 
(Ростов-на-Дону) «Перекисное окисление в тканях зпмоспящпх сусликов и крыс, 
адаптированных к холоду». Автор предполагает, что в тканях мозга зпмоспящпх 
животных имеются мощные системы, препятствующие образованию перекисей.

В докладе С. П. Львовой (Махачкала) «Утилизация гликогена в тканях эндо- 
и эктотермиого организма при зимней спячке» были представлены данные по срав
нительному исследованию содержания гликогена, фосфорилазной и глюкозо-ь-фос- 
фатазион активности в тканях (в том числе и в мозгу) эндо- (суслики малые) я 
эктотермиых (лягушки озерные, ящурки разноцветные) животных при подготовке 
к зимней спячке, в се динамике и при пробуждении. Результаты экспериментов 
позволяют заключить о значительном сходстве в динамике гликогена и ферментов 
его утилизации в тканях млекопитающих и нойкилотермных животных на разных 
этанах зимней спячки и подготовки к ней.

Большой интерес вызвали сообщения Г. Л. Фельдмана и В. Н. Гусатинского 
(Ростов-на-Дону). касающиеся изучения реакций мозга в цикле бодрствование—сои. 
Результаты проведенной работы позволили авторам заключить, что изменения 
АТРазной активности и динамические изменения температуры тела обеспечивают 
во время сна, особенно в его .медленноволновой фазе значительное уменьшение энер
гозатрат локусов, теменной коры, что указывает на роль сна в восстановлении 
функциональной активности головного мозга.

В докладе Н. /\. Поповой (Новосибирск) и Е. Л. Доведовой (Москва) «К меха
низмам антиневротического действия пептида дельта-сна» приведены интересные даи-^ 
лыс по биохимическому изучению структур мозга (зрительные, слуховые и моторные 
поля больших полушарий. хвостатое ядро и вентролатеральные ядра таламуса) на 
субклеточном уровне при действии исследуемого пептида. Установлено, что пептид 
дельта-сна оказывает влияние на функциональное состояние сенсорных систем—слу
ховой и зрительный анализатор, не меняя кинестетическую чувствительность.

Ряд докладов был посвящен биохимическому изучению искусственной гипотер
мии. Участники симпозиума отметили важность проведения исследовании нейрохими
ческих основ зимней спячки как модели для раскрытия механизмов гипотермии, ко
торая широко используется в сельскохозяйственной и медицинской практике. Среди 
этих сообщений большой интерес вызвал доклад А. /1. Симоняна (Ереван) «Влияние 
гипотермии на некоторые стороны энергетического обмена мозга кур в онтогенезе». 
Были представлены данные, имеющие не только теоретическое, но и практическое 
значение. Автор показал, что кратковременное охлаждение яиц при инкубации ведет 
к стимулированию дыхания, то есть к увеличению теплопродукции, что является ком
пенсаторной реакцией, обеспечивающей последующий выход птенца из ■состояния 
гипотермии.

Симпозиум продемонстрировал определенные достижения в анализе одной из 
ключевых проблем современной биологии и медицины—соотношения между обмен
ными процессами и зимнем спячкой, обменными процессами и естественным снсм. 
Участники симпозиума отметили, что существенные данные ио проблеме получены в 
работах нейрофизиологов, нейро морфологов и пейрохимпков и в области эволюцион
ной физиологии. Была отмечена целесообразность дальнейшего развития комплексных 
исследований но проблеме естественного сна п зимней спячки.
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Участники симпозиума выделили ряд проблем, решение которых будет способство
вать выяснению механизмов устойчивости и сохранения высокой функциональной ак
тивности нейронов при зимней спячке и естественном сне. в том числе исследование 
аденилатциклазной системы, изофер ментмого состава мембранных белков, роли липи
дов и жирных кислот в регуляции работы ионных каналов и транспортных АТРаз. 
синаптической передачи, особенностей фосфорилирования и дефосфорилировання фер
ментов и др. Была подчеркнута важность прикладного значения теоретической и 
экспериментальной нейрохпми!и. в частности использования нейропептидов—тригге
ров зимней спячки в качестве протекторных веществ при создании искусственного со
стояния гипобиоза .

В заключение участники симпозиума выразили благодарность Дагестанскому 
государственному университету и оргкомитет}' за хорошую организацию данного сим
позиума. Принято решение следующий симпозиум провести в 1988 г. на базе Си
бирского отделения АН СССР в Новосибирске.

ЭМПРБЕКОВ Э. 3.
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