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КОМПЛЕКСНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ 
СВОБОДНОГО КАЛЬЦИЯ С ПОМОЩЬЮ Са-ЧУВСТВИТЕЛЬНОГО 

ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО ЗОНДА КВИН-2 В СИНАПТОСОМАХ 
МОЗГА КРЫС ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ВОЗДЕЙСТВИЯХ

АНТОНИКОВ И. М„ ГЛЕБОВ Р. II.

НИИ общей патологии и патологической физиологии АМИ СССР, Москва

С помощью Са-чупстпптелыюго флуоресцентного зонда кшш-2 для суспензии 
сннаптосом из коры головного мозга крыс оценивали следующие параметры: кон
центрацию Сав исходном растворе Кребса-Рингера ([Са-’ ]0), концентрацию 
внутриклеточного Са’* (| Са3>];) при [Са2'),,. равной 1 мМ или 10 7 М. а так
же долю суспензии сннаптосом, устойчивых к проникновению наружного Са2*. По
казана динамика изменения этих параметров на протяжении 3 ч при 30°, заре
гистрировано как увеличение (Ст2՛) при воздействиях Ь' г՝Иг֊> (" деполяриза
ция) н воздействиях 1п гК’О (создание у животных повышенной судорожной го
товности с помощью коразолопого кнндлнпга). так и уменьшение (Са2 ] при 
понижении содержания Са2 ь в среде инкубации. Делается вывод о возможности 
расширения информативности использования зонда квин-2.

В настоящее время общепризнана важная роль ионов кальция в 
регуляции самых различных внутриклеточных процессов, в том чис
ле и их участие в секреции нейротрансмиттеров нервными окончания
ми. Регуляция [Са2 |։ является сложным процессом, вовлекающим 
различные механизмы его поступления в клетку и удаления из цито
плазмы. Изменение уровня свободного Са2 в синаптоплазме может 
лежать в основе различных патологических состояний. В частности, 
при изучении молекулярных механизмов эпплептогенеза этому во
просу уделяется большое внимание. В данной работе при использо
вании Са-чувствптсльного флуоресцентного зонда квин-2 при различ
ных условиях инкубации суспензии сннаптосом (СС) и разработан
ных нами методических приемах определяли |Са2[. при калиевой 
деполяризации и при создании у крыс повышенной судорожной го
товности.

Материалы и методы

Синаптосомы выделяли из коры головного мозга крыс линии 
(масса 250 г) по методу На[ок [1]. Свежевыделенные СС 

суспендировали до конечной концентрации 2—3 мг белка/мл в раст-
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воре Кребса-Рипгера (NaCl—132 мМ, KCI—5 мМ, NaHaPO<—5 мМ, 
MgSO.։—1,3 мМ, глюкоза 10 м.\\. I IEPES-триГ—20 мМ, пируват на
трия—0.1 мМ, pH 7.4 при 30՞) с добавлением Са-ЭГТЛ буфера (0,2 
мМ CaClj и 0,3 мМ ЭГТЛ) и использовали для нагрузки Са-чувст- 
нательным флуоресцентным зондом квпн-2. С этой целью к суспен
зии СС добавляли раствор квнна-2/ЛМ в диметилсульфоксиде до ко
нечной концентрации зонда 50 мкМ и инкубировали при 30° в тече
ние 30 мин. Затем суспензию разбавляли раствором Кребса-Рипгера 
в 25 раз п инкубировали еще 30 мин при той же температуре. Полу
ченную суспензию СС использовали для определения |Са՜՛ |f. Из
мерения флуоресценции квпн-2 проводили с помощью спектрофлуо- 
римстра MPF—4 ( llilichi-. Япония. ' =340 им, =495 нм)
при температуре 30՞ в цилиндрических кварцевых кюветах объемом 
0,5 мл с периодическим перемешиванием. Значение |Са։ |, опреде
ляли исходя из формул, приведенных в работе Tsien и соавт. [2]:

1С.,»+|. Kd(l--F..„) (1)
I’max-P

I 1/6 (Fnm֊FMn) (2)
где К.,—константа диссоциации комплекса Са-квин-2 (в соответст
вии с [3], равная 130 пМ) , 1՜,, „х—интенсивность флуоресценции зонда 
при его максимальном насыщении ионами кальция; —Са-неза-
виепмая флуоресценция квина-2; FMn —интенсивность флуоресцен
ции зонда после добавления в качестве тушителя флуоресценции 
МпС1о (0.5 мМ); F—интенсивность флуоресценции зонда, соответст
вующая измеряемой |Са։|,. Для разрушения СС использовали ди- 
гитопип (90 мкМ).

В ряде случаев СС. нагруженные зондом, удаляли с помощью 
центрифугирования (10000 g, 3 мин), а супернатант использовали 
для измерения флуоресценции. Состояние повышенной судорожной 
готовности создавали у крыс посредством коразолового кпндлинга 
[4]. Ежедневно животным вводился коразол в подпороговой дозе 
(30 мг/кг. внутрибрюшинно), а контрольным животным вводили со
ответствующие объемы 0.14 ,М NaCl. Выделение СС в этом случае 
проводили на 5—6 неделе. Поскольку имелся большой разброс экс
периментальных данных, достоверность изменения параметров оце
нивали с помощью метода парных сравнений. В работе использовали 
квип-2/AM («Sigma». США), димстилсульфоксид («Serva», ФРГ), 
другие реактивы квалификации ос. ч. и х. ч.

Результаты и обсуждение

Сложность использования квина-2 для определения внутрнсн- 
иаптосомной концентрации < ' неоднократно подчеркивалась ра
нее [5, 6]. Перечислим эти ру нюсти: а) наличие постоянного пото
ка зонда наружу из СС; б) быстрая хдеря СС их нативности при 
хранении; в) небольшая аккумх лпруюшая способность СС в отно
шении зонда. В связи с этим мы модифицировали методику нагруз
ки и определения |(՝а՜’ | : нагрузка и измерения проводились при 
30°; СС не отмывались от наружного ։онда, а в каждой серии экс
периментов определялся его вклад в общую флуоресценцию. Таким 
образом, более точно определялась флуоресценция квина-2, находя
щегося внутри СС, а кроме того, и концентрация Са։' снаружи. 
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Также необходимо отметить, что использование однократно разбав
ленной (в начале эксперимента) суспензии СС и введение в раствор 
Кребса-Рингера Са-ЭГТА буфера уменьшало разброс эксперимен
тальных данных. В данной работе оценивали следующие параметры 
суспензии СС: 1) |Са։" |, —концентрация Са'-֊т в исходном раство
ре Кребса-Рингера, 2) |Са։'|,4 —внутрисинантосомная концентра- 
ни > Са” при инкубации СС в исходном растворе Кребса-Рингера, 
3) |С;г՛ | —внутрисинантосомная концентрация Са։’ при концен
трации кальция в растворе Кребса-Рпнгеца I мМ, 4) доля синапто- 
сом «устойчивых к проникновению наружного — (А). Для оп
ределения указанных параметров измерения проводились сериями 
из 4 проб (рис. 1), а для расчетов использовали следующие форму
лы:

К{11-М2-(С1 Г.М.-Р, - I),) • 1/61
С,-(1)։-О..)

в к<!| Р, ֊ (Рз+Р, Ь_1,61 
Р1

2 . _ К<1|Ра —(Р3 - Р,кI 6|
' Р։-г(Оз-1Л(’

\ • 5/6 . 100%
Вз-Вз + Р,

(3)

(4)

(5)

(6)

Все параметры, используемые в формулах 3—6, показаны на рис. 1, 
а вывод формул пояснен в тексте.

Определение |Са2' |0 (формула 3) основано на присутствии зон
да снаружи СС. Для оценки его вклада в суммарную интенсивность 
>флуо)ресценции с.равнив;али изменения пнтенсштностн флуоресцен
ции зонда в суспензии СС п в супернатанте, полученном после осаж
дения СС, в ответ на добавление СаСЬ (1 мМ) или МпСк (0,5 мМ), 

Рис. 1. Т..ничтыс кривые 
бавл.-нин вещее в: лиги гонки 

указано ।

серии нт -I про">. Стрелками отмечены моу.еп ы до 
(лиг, 90 мк.М). МпС1г (0.5 мМ). СаС1, (I мМ). Точками 
ешри |'угирэваиие (10000 ц. 3 мин)

то есть параметры С, и М;> (рис. 1). Оказалось, что центрифугиро
вание уменьшало величину С, и не влияло па величину М2. Однако 
необходимо учитывать, что при добавлении к СС раствора СаСЬ про
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исходит нс только насыщение зонда, находящегося вне СС, но и ча
стичное вхождение Саг+ в СС. Величина изменения флуоресценции, 
обусловленная последним фактором, равна Д3—Д2. Принимая это во 
внимание, мы получили практически полное соответствие между амп
литудами изменения флуоресценции квииа-2 при добавлении СаС12 
в случае наличия и отсутствия СС. Исходя из полученных данных 
можно сделать вывод, что па основании серии из 4 проб для наруж
ного зонда можно оценить величину, отражающую его флуоресцен
цию при насыщающем значении [г,а1' I., (она равна [С| + М2—Дз + 
-1-Д2] • 5/6) и величину, соответствующую величине 1-՜—. .. (фор
мула I). которая равна [М2—(С: + М2—Д3+Д2)] ■ 1/6. Правиль
ность изложенных расчетов подтверждается соответствием рассчн- 
ганной величины вклада наружного зонда в суммарную флуоресцен
цию и величины М3 (тушение '• флуоресценции зонда в суспен
зии нативных СС). Формулы 4 и 5 легко получить из формул 1 
и 2, учитывая, что флуоресценция квнна-2, обусловленная впутрнси- 
наптосомным зондом, есть сумма величин Д, и Д3 (рис. 1), а величи
на Р—1' (формула 1) соответственно равна Д3, когда снаружи 1 мМ 
СаС12, и Д2, когда измерения ведутся в первоначальном растворе 
Кребса-Рингера.

На выводе формулы 6 остановимся более подробно. Параметр 
«А» представляет собой долю синаптосом. «устойчивых к проникно
вению наружного г.а2 », то есть СС реагирующих в присутствии 
СаС12 или МпС12 изменением флуоресценции внутрисипантосомпого 
зонда на разрушение плазмалеммы синаптосом. Исходя из этого, ко
личество нативных СС будет пропорционально максимальной интен
сивности Са-чувствитслыюй флуоресценции квина-2, находящегося 
в СС. Значение данного параметра будет равно (Д։+Д3)5/6. Коли
чество пропинаемых для » » синаптосом (в той же системе еди
ниц) можно вычислить, используя параметры кривых 3 и 4 (рис. 1). 
Параметр В,- состоит из нескольких компонент: а) интенсивности 
флуоресценции зонда, находящегося в нативных СС (необходимо 
помнить, что он не максимально насыщен Са2+ ), величина данного 
компонента равна Д3—(Д| 4-Д3) • 1/6; б) интенсивности светорассея
ния, обусловленного СС: в) интенсивности флуоресценции зонда, на
ходящегося в «проницаемых для СС (его насыщение в дан
ном случае максимально). Изменение регистрируемого сигнала пос
ле центрифугирования СС в условиях тушения - наружного кви- 
на-2 и зонда внутри СС. то есть В3 будет отражать только вклад све
торассеяния СС. Итак, учитывая все вышеизложенное, можно най
ти количество СС. «проницаемых для причем выраженное в
тех же единицах измерения, что и количество нативных СС и, таким 
образом, найти долю нативных СС (формула 6). Однако необходимо, 
вводить уточнение в измеряемую величину В.։ при проведении не
скольких серий экспериментов, отстоящих друг от друга во времени. 
В этом случае разрушение СС в промежх ог между измерениями бу
дет приводить к выходу зонда из СС и . идоватсльно, к возраста
нию величины М3. Учитывая это. неоГ лмо ри шину величин М3 
начального и последующего измерений суммировать с В.։ более позд
него измерения.

Оперируя указанными параметрами, необходимо помнить, что 
есть ограничение для их использования. Все расчеты проводятся в 
предположении, что за время измерения серии из 4 проб (не более 
:>() мин) никаких существенных изменений с СС не происходит. В слу
чае нативных СС это требование, по видимому, выполняется (см. да- 
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лес), однако возможны ситуации, когда изменение СС за этот про
межуток времени сильно исказит результаты.

Измерение |Са2' ]1 показало, что величина данного параметра 
сильно варьировала от выделения к выделению (но не в пределах 
одного эксперимента). Среднее значение |CaSr| „ составляло 140 нМ. 
Одним из возможных объяснений сильного разброса эксперименталь
ных данных является изменение величины |С,г |( при различных 
концентрациях зонда внутри СС. Относительно этой зависимости 
имеются противоречивые данные в литературе. Так, известно, что 
при увеличении концентрации зонда в СС от 0,4 до 4 мМ [Ca2+]j, 
измеряемая с его помощью, не изменялась [3]. В то же время Ver- 
hage и соавт. [8] наблюдали увеличение |С.а- |j от 100 до 350 нМ 
при увеличении концентрации зонда от 0,8 до 6,0 мМ. В наших экс
периментах точных измерений концентрации зонда в СС не проводи
лось, а по оценочным расчетам это значение должно быть около 1 мМ. 
По-видимому, при работе с квин-2 данный параметр также необхо
димо контролировать. Интересно отметить, что тот уровень }Саа+]!։ 
который обычно определяют в СС (около 10 ~ ։М). не является мини
мально возможным. Так, снижение |Са2|]0 до 90 нМ (содержание 
Са2+ в исходном растворе Кребса-Рингера с Са-ЭГТА буфером) 
приводило к уменьшению |Са։> |< до 30—40 нМ, но всегда |Са2+|!։ 
было меньше |Ca21ju. Это согласуется с данными Di Virgilio и со
авт. [9].

Рис. 2. Динамика изменения изучаемых 
параметров со временем (в процентах к 

первоначальному уровню для [Са2+)ь։, 
[Са’Ч1.о н (Са։+]с)

Динамика изменения определяемых параметров в зависимости 
от времени инкубации при 30° после нагрузки СС зондом представ
лена на рис. 2. В течение 3 ч достоверно (р<0,01) меняются 3 па
раметра, причем наибольшие изменения происходят через 2 ч после 
окончания нагрузки СС зондом. Характер этих изменений взаимно 
согласуется. Необходимо отмстить, что происходит не только увели
чение доли разрушенных СС, ио и изменение нативных СС (увели
чение |Са2 |։>0 и |С;։2|(,.1 )■ Сопоставление характера изменений
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параметров «А» и !<>.а! |. позволяет предположить, что разруше
ние СС идет постоянно (уменьшение «А»), однако оставшиеся СС 
какое-то время (около 2 ч) способны поддерживать постоянной 
|Саг | , которая затем все же начинает увеличиваться. В связи с 
этим можно сделать вывод о том. что предпочтительней работать с 
СС не более 2 ч после нагрузки их квином-2, однако необходимо 
учитывать, что и в этот период времени значительно снижается ко
личество нативных СС.

К ' -деполяризация СС (замещение в исходном растворе Креб
са-Рингера 40 мМ К’аС1 на КО в присутствии I мМ СаСЬ) приво
дила к увеличению | С 2 | ., в 2—4 раза. Это хорошо согласуется 
с аналогичными данными ряда авторов [5, 10, И]. Замещение же 
К’аС1 на холпнхлорнд (в той же концентрации) приводило к увели
чению |Са“|;., не более чем на 50%. В нашем варианте К՜- де
поляризации происходит уменьшение трансмембранного потенциала 
(ТМП) СС и уменьшение наружной концентрации .\.> . Снижение 
ТМП может приводить к увеличению транспорта Са-՜ внутрь СС 
двумя путями Г12): во-первых, вследствие открытия потенциалзави
симых Са-каналов и, во-вторых, за счет изменения К’а ’/Са' -обмена. 
Однако учитывая быструю инактивацию Са-каиалов [13] и относи
тельно медленные изменения |С,т | . регистрируемые с помощью зон
да. следует предположить, что в нашем случае увеличение |Са։֊| 
связано с К’л /С -՜ -обменом. К аналогичному выводу приходят и 
другие авторы [14, 15]. Небольшое увеличение |Сг* | ։ при заме
не ИаС1 на .холпнхлорнд (при отсутствии деполяризующего воздей
ствия), ио-видимому, указывает на незначительную роль уменьшения 

№а в наружной среде при наблюдаемом изменении -об
мена. Это согласуется с данными Конева и соавт. [15], которые по
казали, что при замене №аС1 па холпнхлорнд в нашем диапазоне 
концентраций относительные скорости входа и выхода а2’՜ при 37° 
изменяются незначительно. Таким образом, увеличение |С;г+] при 
К՜-деполяризации связано в основном с изменением Из1 /Са։*■ -обме
на, обусловленном уменьшением ТМП СС.

При изучении животных с повышенной судорожной готов
ностью все параметры оценивали у контрольных и подопытных жи
вотных в один и тот же день параллельно. У контрольных животных 
|Са2+|.| составляла в среднем 152 нМ, однако имелся значитель
ный разброс данных (от 53 до 220 нМ). Несмотря на это, попарное 
сравнение результатов контрольных и подопытных животных выяви
ло увеличение данного параметра (р<(),01) в среднем на 60% (эта 
величина оставалась неизменной у двух групп животных, у которых 
повышенная судорожная готовность создавалась с интервалом в 1 ме
сяц). В то же время И :г+| ... была равной 30 нМ и достоверных от
личий между контролем и опытом выявлено не было. Не выявлялись 
отличия и в изменении парампра А». Таким образом, различия 
между контролем и опытом нс абсолютны, и для более четкого их 
выявления, по-видимому, важны условия эксперимента и понимание 
причин, обусловливающих регистрируемое увеличение |ся*'|

Итак, полученные данные свидетельствуют о возможности с по
мощью флуоресцентного зонда квин 2 определять несколько парамет
ров, характеризующих физико-химическое состояние исследуемой сус
пензии СС. Исходя из этого, ока։а. 1<>сь возможным оценить прием
лемую продолжительность работы со свежевыделенными СС и про
следить а процессом их разрушении Выло зарегистрировано как уве- 
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личенне (Ga* ь|։ при воздействиях in vitro (К -деполяризация) и 
воздействиях in vivo (создание у крыс повышенной судорожной го
товности), так и снижение |Са2’|| (при уменьшении содержания 
Са։֊(֊ в среде инкубации). Таким образом, информативность исполь
зования зонда квин-2 как для изучения СС, так и для других объек
тов может быть расширена.

DETERMINATION OF FREE CALCIUM CONCENTRATION IN RAT 
BRAIN SYNAPTOSOMES USING Ca-SENSIT1VE FLUORESCENT 

PROBE QUIN-2 UNDER DIFFERENT CONDITIONS
ANTONIKOV I. M., GLEBOV R. N.

Institute of General Pathology and Pathological Physiology, USSR Academy 
of Medical Sciences, Moscow.

The Ca-sensltive fluorescent probe Quin-2 was used to characterize 
calcium Metabolism in a suspension of synaptosomes from rat brain. We 
have determined: the concentration ol Ca։<՜ in the incubation solution 
(|Ca։+|), the content of cytosolic Ca2+ (JCa2 Ji) at different |Ca։‘|0 con
centration (10 •—1<) JM) and Ilie fraction of synaptosomes non-perme- 
able to calcium. Variations tn these parameters were studied for 3 h at 
30°C. An Increase In JCt>։i ],• was observed both in vitro (K՜1-depolari
zation) and in vivo (seizures induced by pentylene tetrazoie), while a 
decrease in |Са2н ], occurred in tespouse to lowering of Ca2+ in the In
cubation solution. We conclude that Ouln-2 lias a wider potential for Its 
use in biological studies.
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НЕЙРОХИМИИ

т. 9, № I, 1990

УДК 591.81 -1- 591.481.1 -I- 612.015.18

АВТОРАДИОГРАФИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ СИНТЕЗА 
БЕЛКА В МОЗГУ КРЫС ПОД ВЛИЯНИЕМ ТЕТРАПЕПТИДА

ТАФЦИНА И L-ДОФА

ХУДОЕРКОВ Р. М.

ПНИ мозга ВИЦ психического здоровья АМИ СССР, Москва

Лвтораднографически изучали интенсивность включения Ок-ленц|։на-2-[‘И։] в 
белки функционально различных нейронов мозга крыс, получавших тетрапснтид 
тафцнн L-TIir-L-Lys-L-Pro-L-Arg (300 мкг/кг) однократно (с длительностью воздей
ствия 15 мин—модель повышенной эмоциональной активности со склонностью к 
агрессивности и повышению у животных способности находить выход из стрессо
вой ситуации), и крыс, получавших ежедневно в течение 3- и 4-х недель пре
парат Леводопа (-)-3-(3,4-днокснфеннл)-L-аланнн (L-ДОФА) в дозе 100 мг/кг (мо
дель эмоционального страха с нарушением условнооборонительных реакций). Иссле
довали нейроны слоев III, IV и V зрительной коры, нейроны слоев III и V сенсо
моторной коры и нейроны хвостатого ядра .Обнаружили, что под влиянием таф- 
цнпа включение [3Н]лейцина в белки разных типов нейронов снижалось от 15 до 
46%, за исключением ассоциативных нейронов слоя III сенсомоторной коры, у 
которых отклонение от контроля было не достоверно. Длительное введение живот
ным больших доз L-ДОФА приводило к увеличению включения [3Н]лейцина. Через 
3 недели включение метки в нейроны разных типов ио сравнению с контролем по
вышалось от 19 до 79%, а через 4 недели—от 52 до 174%. Обсуждается вопрос 
о возможных путях действия испытуемых препаратов на обмен белков мозга.

Фармакологически направленное воздействие на животных, поз
воляющее воспроизводить психомоторное возбуждение, анксиогенпые 
и аффективные состояния, широко используется для изучения меха
низмов биохимических процессов при моделировании нервно-психи
ческих расстройств [1. 2]-

Тстрапептнд тафцнн, наряду с присущими ему неспецифически - 
ми иммуностимулирующими свойствами [3], обнаруживает и регу
лирующее действие па поведение животных, то сеть в зависимости от 
исходного эмоционального состояния он проявляет себя как стиму
лятор или транквилизатор [4]. В пределах 30 мин после введения он 
вызывает у интактных животных общее двигательное возбуждение, 
усиливает негативно-эмоциональные проявления и повышает у них 
способность находить выход из острой стрессовой ситуации [5, 3].

В отличие от тетрапептида тафципа предшественник синтеза 
дофамина Е-3,4-дноксифен ил аланин (L-ДОФА) —препарат, применяе
мый при лечении паркинсонизма,— при однократном введении живот
ным в дозе 100 мг/кг полностью блокирует у них видотипнчную аг
рессию и повышает эксцентричные защитные реакции [2, б]. а при 
длительном его применении вызывает у животных сильный эмоцио- 
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нальнын страх с нарушенном условнооборонительного поведения [7].
Сопоставление сведений, имеющихся в литературе по вопросу о 

краткосрочном влиянии тафцина и длительном влиянии Б-ДОФА па 
обмен веществ мозга, не позволяет провести столь четкого различия 
между действием этих препаратов, вследствие немногочисленных и 
порой противоречивых данных, как это наблюдается в физиологиче
ских исследованиях. На основании результатов биохимических [4, 5, 
8, 9] и фармакоэтологичсских исследований [4, 10] можно сделать 
вывод, что тафцин активирует обмен катехоламинов, но при этом 
он, вероятно, не обладает дофаминстимулирующими свойствами.

Что касается длительного действия Е-ДОФА на обмен веществ 
мозга, то на основании таких данных, как изменение чувствительно
сти дофаминовых рецепторов [11, 12] ц дофаминзависимон аденилат- 
циклазы [12], небольшого повышения активности тирозингпдроксн- 
лазы [13], резкого увеличения активности МАО типа Б наряду со 
снижением активности МАО типа А [14] и отсутствия изменений в 
содержании дофамина и гомованилиновой кислоты [13] можно сде
лать вывод только общего характера—что экзогенно вводимая 
Б-ДОФА изменяет обмен катехоламинов в целом и, в частности, до
фамина.

Принимая во внимание, что обмен катехоламинов тесно связан 
с обменом белков [15], мы поставили перед собой задачу изучить 
особенности краткосрочного влияния тафцина и длительного дейст
вия Е-ДОФА на обмен веществ мозга посредством авторадиографиче
ского изучения синтеза белка в разных типах нейронов мозга крыс.

Материалы и методы

Работа выполнена на крысах-самцах липни XV ։.ч/аг с массой 
тела 160=5= 10 г. На одной группе животных (5 особей) изучали крат
ковременное (15 мин) влияние тетрапептида тафцина Б-ТИг-Б-Буэ- 
Е-Рго-Е-Агц («Бегуа», ФРГ) в дозе 300 мкг/кг, а на другой группе 
животных (5 особей) изучали длительное (до 4-х недель) влияние 
препарата Леводопа (-)-3-(3,4-днокснфеннл)-Е-аланин (Б-ДОФА) в 
дозе 100 мг/кг. Трем животным Б-ДОФА давали ежедневно в течение 
3-х недель, а двум—в течение 4-х недель с целью выяснения времен
ной динамики его воздействия на синтез белка. Исследуемые препа
раты разводили на физиологическом растворе и вводили внутри
брюшинно. Контрольные крысы получали только инъекции физиоло
гического раствора. Экспериментальных животных (контрольных и 
подопытных) подвергали воздействию радионуклидом в течение 
2 ч 30 мин. Радиоактивное соединение О,Е-лейцин-2[ЗН։] (У. А. 8,8 
мКн/ммоль, ЛМО «Изотоп») вводили внутрибрюшинно из расчета 
2 мКи/100 г. Причем I группе крыс изотоп давали за 2 ч 15 мин до 
введения тафцина, а II группе—сразу же после последнего введения 
Е-ДОФА. Мозг животных фиксировали в жидкости Карнуа, заливали 
в парафиновые блоки (контроль и опыт вместе) и раскладывали на 
срезы толщиной 5 мкм. При изготовлении радиоавтографов мозга 
[15] использовали ядерную фотоэмульсию типа «М» (Московский 
завод технических фотопластинок). Плотность зерен серебра в ра
диоавтографах определяли с помощью темы телевизионного анали
за изображения Т. А. С.-Лейтп. С этой целью на мониторе световым 
пером обводили по контуру тело нейрона и измеряли его площадь. 
На фоне полученного изображения, используя его как маску, изме-. 
ряли площадь зерен серебра, выявляемых в фотоэмульсионпом слое 
над нейроном. Отношение полученных величин рассматривали как
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оценку плотности радиоактивной метки в нейроне пли величину ин
тенсивности включения [3Н] лейцина в белки данного нейрона. В 
сенсомоторной и зрительной областях коры исследовали нейроны 
проекционно-эфферентного типа (крупные пирамидныр нейроны V 
слоя), ассоциативного тина (пирамидные нейроны III слоя и ней
роны хвостатого ядра) и афферентные—зернистые нейроны IV слоя 
в зрительной коре. В каждой структуре мозга было изучено от 150 
до 470 нейронов у контрольных и столько же у подопытных крыс. 
Достоверность различий средних значений исследуемых параметров 
оценивали с помощью (-критерия.

Результаты исследования

Через 15 мин после введения крысам тафцнна интенсивность 
включения [3Н]лейцина в белки нейронов исследуемых образований 
мозга (сенсомоторная и зрительная области коры больших полуша
рий и подкорковая структура—хвостатое ядро) снижалась на 15— 
46% по сравнению с контролем (табл. 1). Наиболее интенсивно реа-

Таблица 1
Влияние одноразового (15 мин) воздействия тетрапептида тафцнна

(100 мг/кг) па интенсивность включения [3Н]лейци>1а в белки нейронов 
сенсомоторной, зрительной коры и хвостатого ядра мозга крыс

Группы
ЖИВО 1 ПЫХ

1 III iCHClIBHOCri* 
нк 1К)чеппя (3Г1) 

ЛСЙППН.1 
X±sx

Отклонение 
от контроля, Площадь 

ненрена, мкм’ 
x+S,

Отклонение 
о г контроля. 

%

Кон роль 
Он'.т

1 оптроль 
Опыт

Кон роль 
Опыт

Кон 1 роль 
Опыт

Контроль
Опыт

Контроль 
Опы г

Сенсомоторная Корт, слот 11! 
0.0102+0.001 
0.0097+0.001 -5

( енсомогорп. я кора, слой V 
0 0154+0.001 
0.0086+0.001 -46”

Хвостатое ядро 
0.0147+0.001 
0.0086+0.001 41**’

Зрительная кора, слот 111 
0.0080+0.001 
0.0059+0.001 —26**

Зрительная кора, слои IV 
0.0117+0.001 
0,0093+0.001 15

р -т ельная кора, слои V 
0068+0.001

0,0051+0.00! 25**

172.00+1.07
170.87+1.12

382.05+4.61
377.35+4.84

126.65+0.95
128.28+0.89

144.39+0.69
141,11+0.65

89.99+0.55
87.33+0.59

252.51+2.06
232,97+2.57

-1

-1

+։

-3

—3

0

Примечание. Здесь и в табл. 2 п каждой структуре мозга исследовано ISO- 
170 нейронов у контрольных и столько я с \ подопытных крыс. Интенсивность вклю
чения 1'11] лейцина и белки нейронов i иеличина, выражающая огношенне площади, 
занимаемой зернами серебра нал иенр'чк.м. к площади самого нейрона) представ
лена в усл. ед., *р>0,05. »*р>0,01, ■•р>0.0О| по сравнению с контролем. 
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гировали крупные пирамидные нейроны V слоя сенсомоторной коры 
и нейроны хвостатого ядра—в них исследуемый показатель снижался 
на 41 и 46% соответственно. В то же время включение [3Н] лейцина 
в ассоциативные нейроны III слоя сенсомоторной коры оставалось 
практически на контрольном уровне. Реакция нейронов зрительной 
области коры по сравнению с сенсомоторной выглядела более одно
родной: и ассоциативные нейроны III слоя и проекционно-эфферент
ные нейроны V слоя включали метку почти одинаково—на 25—26% 
меньше, чем в контроле, а в афферентных нейронах IV слоя она бы
ла ниже контрольной величины на 15%.

В отличие от тафцина длительное введение больших доз 1.-ДОФА 
вызывало увеличение включения [3Н]лейцина в белки нейронов 
исследуемых образований мозга крыс (табл. 2). Через 3 недели

Таблица 2 
Влияние длительного (3- и 4-педслыюго) воздействия Ь-ДОФА

(100 мг/кг) на интенсивность включения [,Н]лейцина в белки нейронов 
сенсомоторной коры и хвостатого ядра мозга крыс

Группы 
животных

1 1птенсинность 
включения

РН) лейцина 
x+Sx

Отклонение 
от контроля. 

%

Площадь 
нейрона, мкм2 

x+S.x
Отклонение 
от контроля, 

%

Контрол..
Опыт 3 недели

Сенсомоторная кора, 111 слой

0,1202+0.003
0.1430+0,003 +19"

158.93+1.21
172.76+1.28 1- 9

Опыт 4 недели 0.1825+0.008 4-52’ 185.24+1.56 4-17

Контроль
Опыт 3 недели

Сенсомоторная кора, V слой

0,1369+0,004
0,2272+0,00 . + 66**

3:0,55+4-50
3S3.37+4.01

+9
4 з

Опыт 4 недели

Контроль
Опыт 3 педели

0.3747 ‘0.01

X постатос

0,0761+0.003
0.1367+0.004

4-174'**

ядро

4- 79'*

361.87+4.10

114.38+0,92
110,64+1.07

4- 3
4- 3

Опыт 4 недели 0,1659+0,009 -4-1,8՜’ П5.37±Ь21

включение метки возрастало на 19, 66 и 79% соответственно в нейро
нах слоев III и V сенсомоторной коры и нейронах хвостатого ядра, 
а через 4 недели после введения L-ДОФА включение [3Н]леЯцина в 
указанных образованиях мозга увеличивалось по сравнению с конт
ролем соответственно на 52, 174 и 118%. В этом эксперименте, так 
же как и при воздействии тафципом, ассоциативные нейроны III слоя 
сенсомоторной коры давали более слабую реакцию, чем проекцион
но-эфферентные нейроны V слоя этой же области коры.

Обсуждение результатов

Проведенная работа показала, что краткосрочное (15 мин) дей
ствие тетрапептида тафцина (модель повышенной эмоциональной ак
тивности, сопровождающейся усилением негативно-эмоциональных 
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проявлений п повышением у животных способности находить выход 
из стрессовой ситуации) арактсризуогся снижением включения [3Н] 
лейпина в белки нейронов, нсслслованных памп образований мозга 
крыс. Причем это обнаруживается в разных типах нейронов (ассо
циативных и проекционно-эфферентных) сенсомоторной, зрительной 
коры и нейронах подкорковых образований мозга—хвостатого ядра.

Как следует из данных литературы [17], под действием тафцина 
в нейронах сенсомоторной коры и нейронах хвостатого ядра изменя
ется содержание белка (интерферометрическое исследование) и ме
няются размеры клеток. Выло обнаружено, что тафцпи действует уг
нетающе па активность лсйцпламипопситидазы. Ее активность сни
жается на 30% во фракции клеточных митохондрий и на 50—80% 
во фракциях легких и тяжелых сннаптосом мозга кролика [18]. 
Влияние тафцина на синаптические мембраны прослеживается и 
при определении ЭН-гру...... . фракции тяжелых сннаптосом. До 30%
повышается их содержание в низкомолекулярных тиолах и в замас
кированных БН-группах белков [9]. Из литературы известно, что ан
типсихотические препараты (фенотиазинового и нефенотиазинового 
ряда) подавляют синтез белка. ДНК и особенно РНК. [19—21]. Та
кое действие указанных препаратов объясняется тем, что они свя
зывают специальные рецепторные места [20]. Исходя из того, что 
тафнину приписывают свойства антипсихотического препарата [3], 
можно предположить, что в основе снижения синтеза белка при дей
ствии тафцина также лежит связывание им специальных рецептор-։ 
пых мест.

Длительное введение крысам в больших дозах Ь-ДОФА (100мг/кг), 
позволяющее создавать модель эмоционального страха с нару
шением условпооборопптельпого поведения, приводит, как показала 
настоящая работа, к противоположному действию по сравнению 
с действием тафцина—к увеличению включения [3Н] лейцина во всех 
исследуемых типах нейронов сенсомоторной коры и нейронах хвос
татого ядра. Причем интенсивность включения нарастала во време
ни—опа была существенно выше через 4, чем через 3 недели.

Ряд данных свидетельствует о том. что длительное воздействие жи
вотных 1.-ДОФА может привести к изменению в обмене белков мозга 
Так, небольшая доза 1.-ДОФА (25 мг/кг) при 2-педелыюм введении 
кроликам увеличивала активность лейциламшюпептпдазы во фрак
ции нейронов и глии сенсомоторной коры на 150 и 130% соответст
венно, а в аналогичных фракциях хвостатого ядра—на 70 и 20% со
ответственно [22]. За этот же период в нейронах III слоя сенсомо
торной коры, нейронах хвостатого ядра и К’. ассшпЬепз мозга крыс, 
аналогичная доза препарата увеличивала примерно в равной мерс 
(от 24 до 48%) содержание как структурированных белков (интер
ферометрическое исследование) в нейронах, так и размеры клеток 
[23]. Это поддерживает мнение о том. что существует взаимосвязь 
между обменом дофамина, сульфгидрилыю зависимыми фермента
ми и структурными белками [24]. Однако наряду с изменением об
мена дофамина, который претерпевает изменения под влиянием дли
тельного введения Ь-ДОФА [II —13] и может в свою очередь влиять 
на обмен белков, вероятно, и сама эк 101011110 вводимая Е-ДОФА может 
оказывать влияние па обмен белков. Так. было показано, что Ь-ДОФА 
непосредственно связана с изменениями, возникающими в поведении 
животных, при введении им больших доз этого препарата [25]. По
этому вопрос о прямом или опосредованном действии на синтез бед
ка длительно вводимой 1.-ДОФА остается открытым.
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Таким образом, проведенная работа показала, что испытуемые 
препараты—тетрапептид т.зфцин и L-ДОФЛ вызывают противополож
ные по своему действию изменения в синтезе белка в исследуемых 
тинах нейронов. Тафцин через 15 мин после введения приводит к сни
жению включения [3Н] лейцина в белки нейронов, а длительно (до 
‘1-х недель) вводимый препарат L-ДОФЛ повышает включение метки. 
Причем интенсивность включения [3Н] лейцина нарастает по мере 
удлинения действия препарата. Реакция разных типов нейронов не
одинаковая. Наиболее интенсивно вне зависимости от испытуемого 
препарата реагируют проекционно-эфферентные нейроны V слоя и 
ассоциативные нейроны подкорковых образований мозга.

AUTORADIOGRAPHIC STUDY OF PROTEIN SYNTHESIS IN BRAIN 
OF RATS TREATED WITH TUFTSIN AND L-DOPA

KHL'DOERKOV R. M.
Brain Research Institute, National Mental Health Cenie՜, USSR Л adeniy of Medical 

Sciences. Moscow

The present autoradiographic study was carried out to determine 
changes of •’H-Leucine incorporation into proteins of brain neurons of 
nts treated with Tuftsin L-Thr-L-Lys-L-Pro-L-Arg (300 ug/kg) or L—3, 
4 —dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) (100 tng/kg). The neurons of la
yers 111 and V of motor cortex, layers 111, IV and V of visual cortex 
and neurons of n. caudatus were examined. The injection of Tuftsin to 
rats decreased [3H|-Leuclne incorporation tn proteins of the studied ne
urones by 15—46% after 15 mln. In contrast, the dally administration о 
L-DOF/X to rats for 3 and 4 weeks led to increase In |3; l]-Leticine incor 
poratlon in neurons ol various types. The lable Incorporation increased 
from 19 to 79% in 3 weeks and from 52 to 174% in 4 weeks as com
pared with the control level. Tuftsin and L-DOPA induced more promi
nent changes in the same types of neurons (large pyramid cells of layer 
V and neurons of n. caudatus). The action of Tuftsin and L-DOPA on 
protein metabolism in brain is discussed.
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В И И М А Н И Ю научных и медицинских /чрсжденнй, пуло», научио-произподст- 
iu-iiiiij՝, биотехнологических п и , г>| . зп|1Н1ереговзнных предприятий

МИКРОТОМ-РЕЗАК МНТ-84

НТК «Мйкротехника» освоил выпуск микротома-резака МНТ-84 
(авт. свид. № 1141303) для приготовления переживающих срезов на
тивной (нефиксированной, незамороженной) ткани мозга для различ
ных молекулярно-клеточных прижизненных исследований. Пережи
вающие срезы—уникальный объект для изучения: метаболизма, выс
вобождения и захвата нейротрансмиттеров и других нейроактивных 
соединений, скрининга фармакологических соединений, электрофизио
логических параметров нервных и глиальных клеток и других био
химических, биофизических и иммуноцитохимических исследований 
нервных клеток in vit. о. Приборы, аналогичные МИТ-84, в СССР и 
за рубежом не выпускаются.

Основные параметры:
— толщина срезов—300—600 мкм
— регулировка толщины срезов—плавная
— скорость резки—1 срез за 2 с
— максимальная площадь среза—5X5 мм
Микротом снабжен электроприводом, блоком питания, устрой-։ 

ством дистанционного управления, устройством для изготовления 
стандартных держателей объекта из агара. Микротом удобен в рабо
те, компактен, создает максимальную комфортность в работе. Плани
руется выпуск дополнительных съемных блоков для изготовления сре
зов нативной ткани толщиной 100—300 мкм, вибратомная приставка, 
блок для изготовления срезов фиксированной ткани толщиной 5—25 
мкм.

Запросы-заказы на изготовление микротома-резака МНТ-84 нап
равлять по адресу: 142292, г. Пущино, АБ-5-6, НТК «Микротехника».
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НЕИРОХИМИЯ

т. 9, № 1, 1990

УДК 612.822.1

ВЛИЯНИЕ ЛИШЕНИЯ ПАРАДОКСАЛЬНОЙ ФАЗЫ СНА
НА СОДЕРЖАНИЕ СУММАРНЫХ БЕЛКОВ И ИХ МЕТАБОЛИЗМ
В ЯДРАХ НЕЙРОНОВ И НЕРИНЕИРОНАЛЫ 1Ы.Х ГЛИОЦИТОВ 

РЯДА ОТДЕЛОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС

ГЛУЩЕНКО Т. С., ДЕМИН Н. Н„ КЛЕПИКОВА В. А.. ТАРАНОВА Н. П.

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

Показано, что 24-часовое лишение крыс парадоксальной фазы спа (при зна- 
чятельном увеличении суммарной продолжительности медленноволновой) сопровож
далось усилением интенсивности метаболизма белков (по включению в них мет
ки) в ядрах нейронов V слоя и перниейрональных глиоцитов III слоя двигатель
ной зоны коры больших полушарий головного мозга при неизменности содержания 
белков в ядрах клеток обоих исследованных слоев. В ядрах клеток зрительной зо
ны обнаружено повышение содержания белков без сдвигов включения метки (за 
исключением ядер нейронов V слоя, в которых оно снижалось, что может указы
вать па торможение белкового метаболизма в клетках зрительной зоны, в проти
воположность его активированию в двигательной. Эти данные были сопоставлены с 
аналогичным и> ранее опубликованными, касающимися ядер клеток дорзального 
ядра шва, синего пятна и САз-поля гиппокампа.

В настоящее время уже установлен определенный комплекс ней
рохимических характеристик процессов сна, его медленноволновой 
(МФС) и парадоксальной (ПФС) фаз [1—3]. С использованием ори
гинального метода прижизненной биопсии во время МФС и ПФС, 
точно регистрируемых ЭЭГ-методом, был выявлен ряд фантов [2, 4], 
характеризующих пластический и энергетический метаболизм лишь 
в больших пирамидных нейронах ।сменного отдела коры больших 
полушарий (КБП). В нашей лаборатории еще с конца 60-х годов 
также развивается серия исследований некоторых отделов головно
го мозга крыс в целях разработки различных вопросов нейрохимии 
спа, в частности, и на уровне отдельных клеток систем пейрон-псри- 
нейропальные глиоциты [2, 5—8] При этом при определении белков 
и РНК большое внимание было уделено изучению клеток и таких 
структур, имеющих прямое отношение к циркадианным процессам 
бодрствование-сон [9—12], как серотонинергическое дорзальное яд
ро шва (ДЯШ) [13] п адренергическое синее пятно (СП) [5].

У крыс эпизоды естественного сна в циркадианных циклах очень 
кратковременны (около 20 мни) и их весьма трудно контролировать 
в серийных биохимических исследованиях. В связи с этим в боль
шинстве наших работ, прежде всего посвященных вопросу причин 
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необходимости сна, изучали последствия либо полной депривации 
сна, либо избирательного лишения ПФС, особо необходимой для ре
паративных процессов в нейронах [2, 6, 8]. Такую искусственную 
24—48-часовую бессонницу рассматривали как модель затянувшегося 
бодрствования. При этом были установлены разнообразные, специ
фические для каждой структуры, количественные сдвиги суммарных 
цитоплазматических белков и РНК и—практически в ядрах—пери- 
нейрональных глиоцитов исследованных отделов головного мозга. 
Затем в серии работ [14, 15] с использованием количественной ци-. 
тофотометрии и авторадиографии были изучены эффекты 24-часо
вого лишения ПФС на содержание и метаболизм белков в ядрах ней
ронов и глиоцитов ДЯШ, СП и поля СЛз гиппокампа (ГК).

В целях расширения дальнейшего научения нейрохимических 
коррелятов спа и его нарушений нам представлялось целесообраз
ным изучить влияние лишения ПФС па содержание белков в ядрах 
нейронов и их глиальных клеток-сателлитов и на включение в эти 
белки ОЬ[3Н]фенилаланина в III и V слоях двигательной и зри
тельной зон КБП и сопоставить эти данные с полученными ранее 
для ядер клеток указанных выше структур—ДЯШ, СП и ГК. Все эти 
важные структуры головного мозга так или иначе взаимосвязаны 
между собой многими морфологическими проводниками, передающи
ми эфферентные и афферентные импульсы [16]. Изучение же мета
болизма именно ядерных белков в системах нейроп-глиоцпты вызы
вает особый интерес в силу высокой реактивности ядер и их роли в 
регуляции белкового синтеза, обеспечивающего течение биохимиче
ских процессов во всей клетке.

Материалы и методы

Опыты проводили на взрослых крысах-самцах линии \vistar мас
сой 180±10 г. Контролем служили бодрствовавшие животные, нахо
дившиеся в состоянии относительного физиологического покоя. Для 
избирательного лишения ПФС использовали метод Jouvet [17] с по
мещением крыс на маленькие площадки (5X5 см), расположенные 
над водой. Исследование проводили через 24 ч после начала опыта— 
в срок՜ по полученным в нашей лаборатории данным, наиболее адек
ватный для оценки специфического влияния лишения ПФС. За 1 ч 
До умерщвления контрольных и подопытных животных (оыстрои де
капитацией) им внутрибрюшинно вводили DL [3Н]фенилалапин (У. А. 
1.5 Ки/мМ, В/О «Изотоп») в дозе 10 мкКи/г. Извлеченный на 
холоде головной мозг фиксировали в охлажденной смеси Карнуа, 
обезвоживали по общепринятой схеме и заливали в парафин. В па
раллельных срезах двигательной и зрительной зон КБП (толщиной 
5 мкм) методом количественной цитофотометрии определяли содер
жание белков в ядрах нейронов и перинейрональных глиоцитов III 
и V слоев, а интенсивность включения метки в исследуемые белки 
авторадиографически в этих же срезах по подсчету зерен восстанов
ленного серебра. Использованные методы в деталях описаны ранее 
[•5]. Средние арифметические величины находили по результатам 
исследования 100—150 клеток; у каждого животного исследовали по 
20—25 клеток. Статистическую обработку выполняли по критерию 
Стьюдента.



Результаты и обсуждение

Все усредненные результаты, полученные при исследовании ядер 
клеток указанных выше .зон КБП головного мозга крыс, представле
ны на рисунке и сопоставлены с ранее опубликованными [14, 15] 
подобными результатами исследования других .структур головного 
мозга.

Рис. Содержание суммарных белкой н включение п них метки (после введения 2,3 
О1.[‘Н]фспилалан11на) в ядрах нейронов (1) и их перинейрональных глиоцитов (2): /1— 
двигательной (I) и зрительной (II) зон коры больших полушарий (а—III слой кле
ток, б—V слой клеток), Б—дорзального ядра шва (111). синего пятна (IV), зоны 
САз гиппокампа (V) головного мозга крыс после 24-часового лишения их парадок
сальной фазы сна. Столбики: белые—содержание белков, заштрихованные—включе
ние метки. По оси ординат—֊% от величин в контроле (бодрствовавшие интактные 

животные). *—статистически достоверные данные.

На рисунке (А) можно видеть, что 24-часовое лишение ПФС 
вызывало в III и V слоях как двигательной, так и зрительной зон 
КБП большие сдвиги в судьбе ядерных белков их клеток, причем 
разные и по величине, и по направленности. Так, если в ядрах нейро
нов и глиоцитов III слоя двигательной зоны коры не было выявлено 
изменений в содержании белков, а в ядрах нейронов и включения 
метки в белки, то в ядрах глиоцитов интенсивность включения мет
ки увеличивалась ( + 20%). В V слое же было установлено лишь 
большое ( + 31%) повышение интенсивности включения метки в бел
ки ядер нейронов. Во многом противоположные изменения были об
наружены в случае зрительной зоны коры. В этой структуре при ста
бильной величине включения метки в ядерпые белки как нейронов, 
так и глиоцитов III слоя, содержание белков в ядрах нейронов по
вышалось на 50%, а в ядрах глиоцитов на 24%. В V слое не наблю
дали изменения включения метки в белки ядер глиоцитов, по в ядрах 
нейронов отмечено его существенное снижение (—27%)- При этом 
содержание белков в ядрах не только глиоцитов, но и нейронов по
вышалось.

В результате можно допустить (ср. [18]), что лишение ПФС за
метно активировало метаболизм белков в глиоцитах III слоя двига
тельной зоны КБП, но это нс сопровождалось сдвигом равновесия 
между ана- и катаболизмом белков как в ядрах глиоцитов, так и в 
ядрах нейронов, поскольку содержание белков не отличалось от кон
троля. В V слое же, видимо, резкое повышение интенсивности мета՝ 
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болизма белков в ядрах нейронов также лишь поддерживало вели
чину нормального содержания белков. Что же касается зрительной 
зоны, то можно думать о торможении метаболизма белков в ядрах 
клеток ее систем нейрон-глиоциты: несмотря на отсутствие сдвигов 
интенсивности включения метки в белки ядер нейронов III слоя и, 
глиоцитов V слоя при значительном ее снижении в нейронах V слоя, 
содержание ядерных белков повышалось во всех исследованных клет
ках, особенно в ядрах нейронов III слоя.

При рассмотрении этих данных следует иметь в виду, что 24-ча
совое лишение крыс ПФС по методу Jouvet вызывает в их цирка
дианном цикле бодрствование—сон не только выпадение ПФС, но и 
значительное сокращение доли бодрствования при соответствующем 
развитии дремотного состояния (МФС1) и типичной МФСг (с за
крытием глаз) [19].

Сравним эти эффекты 24-часового лишения ПФС в исследован
ных зонах КБП с данными [14, 15], характеризующими влияние та
кого же нарушения сна в других структурах головного мозга (рису
нок, б).

Так, в расположенном в среднем мозгу преимущественно серо
тонинергическом ДЯШ в ядрах нейронов и их глиальных клетках- 
сателлитах содержание суммарных белков незначительно, но досто
верно увеличивалось (соответственно на 14 и 11%) на фоне сущест
венного повышения (+22%) интенсивности включения метки в ядер- 
иые белки глиоцитов—«трофических компонентов» систем нейрон- 
глия. В то же время содержание белков в цитоплазме нейронов ДЯШ 
при таких же условиях лишения ПФС снижалось [13]. Эти данные 
могут указывать на крайнее напряжение интенсивности метаболиз
ма белков в системах пейрои-глия ДЯШ. Его функциональная актив
ность участвует в инициации и поддержании МФС—основного состоя
ния животных при лишении их ПФС в условиях наших опытов. Воз
можно, с чрезмерной длительностью эпизодов МФС и связано отме
ченное повышение метаболизма белков в клетках ДЯШ, компенса
торное в условиях, затрудняющих развитие нормального сна. Следу
ет указать, что нейроны ДЯШ дают обширные проекции в вышеле
жащие структуры—переднелатеральную область гипоталамуса, ду
гообразное ядро, ГК [16].

Гораздо более спокойную картину можно констатировать в слу
чае яХер клеток также находящегося в стволе головного мозга СП 
самой крупной его адренергической структуры. При лишении ПФС в 
ядрах его нейронов содержание белков и их метаболизм практиче
ски не отличались от аналогичных величин у контрольных живот
ных; в ядрах же глиоцитов содержание белков даже несколько сни
жалось ( — 14%) при относительно неизменной интенсивности вклю
чения в них метки Содержание же белков в цитоплазме нейронов 
СП при 24-часовом же лишении ПФС не отличалось от контроля 
[5]. Итак обращает на себя внимание такое отсутствие заметной 
реакции белкового метаболизма в ядрах клеток СП. способствующе
го бодрствованию, активации головного мозга. Нейроны СП дают 
многочисленные проекции в различные отделы головного мозга.

В тех же условиях лишения ПФС, так же как в ДЯШ, оно соп
ровождалось активированием метаболизма белков и в ядрах клеток 
поля СА3 ГК: небольшое (—12%). но уменьшение содержания бел
ков в ядрах нейронов имело место несмотря на одновременное уве
личение ( + 18%) интенсивности включения метки в эти белки; в яд-. 
Рах же глиальных клеток-сателлитов содержание белков не менялось 
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при таком же, как и в ядрах нейронов, увеличений включения метки 
(+20%)- Можно допустить, что эти данные свидетельствуют о неко
тором истощении ядерных белков в нейронах исследуемого поля ГК 
при общем повышении метаболизма белков в системах нейрон-глия 
ГК—структуры археокортекса, участвующей (наряду с другими важ
ными функциями в организации форм поведения), в частности, и в 
регуляции состояний бодрствования и спа. Состояние же МФС при 
лишении ПФС сопровождается в ГК слишком продолжительной вы
сокой тета-активностыо и Д-волнами.

Итак, среди структур головного мозга, имеющих отношение к 
регуляции циклов бодрствование-сон, 24-часовое лишение крыс ПФС 
при значительной продолжительности МФС и сокращенном бодрст
вовании вызывало у них сильное активирование метаболизма бел
ков в ДЯШ, поле САз ГК и двигательной зоне КБП при заторможен
ности в зрительной зоне и СП. Существенное преобладание анабо
лизма белков над их распадом при нормальной интенсивности вклю
чения метки в ядрах клеток зрительной зоны может указывать на 
отсутствие возбуждения зрительной системы, характерного и для 
бодрствования, и для ПФС. В то же время стрессорное состояние, 
связанное и с невозможностью принятия животными в течение про
должительного времени лежачего положения вместе с вынужденной 
гипокинезией, видимо, может служить причиной того, что поддержа
ние нормального уровня содержания белков в ядрах клеток исследо
ванных слоев двигательной зоны в наших условиях лишения ПФС 
требовало значительного повышения метаболизма белков в ядрах 
глиоцитов III слоя и особенно в ядрах нейронов V слоя.

THE INFLUENCE OF REM-SLEEP DEPRIVATION ON TOTAL 
PROTEIN CONTENT AND PROTEIN TURNOVER IN NEURONAL 

AND PERINEURONAL GLIOCYTE NUCLEI OF RAT BRAIN
GI-USIICIIENKO T. S„ DOEMIN N. N„ KLEN1KOVA V. A.. TARANOVA N. P.

Pavlov Institute of Physiology, USSR Academy of Sciences, Leningrad

It has been shown that 24 h REM sleep deprivation (coupled with 
a significant increase of the slow wave sleep and a decreased wakeful
ness) was accompanied by a rise in the protein turnover rate (measured 
by labeling after DL-’I i-phenylalanine Injection) in layer V neuron and 
in layer III perineuronal gliocyte nuclei of the cortical motor area. The 
protein content in the cell nuclei of both layers investigated remained 
unchanged. In cell nuclei of the visual area there was an increase in pro
tein content (in layer 111 neurons, in particular) in the absence of any 
changes in the labeling rate (with the exception of a considerable drop 
in layer V of neuron nuclei). Such data may point to some inhibition of 
protein metabolism in neuron-glia systems of visual area contrary to its 
activation in the motor one. These findings were contrary to its activa
tion in the motor one. These findings were compared with earlier simi
lar data for cell nuclei of n. raphe dorsalis, I. coeruleus and CA,-zonc 
of the hippocampus.
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УДК 612,822.1+612.821.7

ВЛИЯНИЕ НАРУШЕНИИ СНА НА АКТИВНОСТЬ АТРаз 
НЕЙРОНОВ И ГЛИОЦИТОВ ГИППОКАМПА У КРЫС, 
СЕЛЕКТИРОВАННЫХ ПО ПОРОГУ ВОЗБУДИМОСТИ 

НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ

ТАРАНОВА 11. II.. КЛЕПИКОВА 15. Л.. ВАПДО Л. II., 
ШИРЯЕВА II. В.. КУЛАГИН Д. А.. ЛОПАТИНА И. Г.

Ипспну! фиЗиолопш им. И. И. Павлова АН СССР, Ленинград

Цитофотомсгрическим методом нееледопана активность М.Т1, К 1 -АТРази ней
ронов п глпоцпгов гиппокампа у крыс двух линий, селектированных по порогу 
возбудимости. Показано, кто и норме у крыс обеих линий активность Кат, Ю- 
АТРазы, и М; АТРазы и глиоцитах соответственно и 1 и 6 раз выше, чем в ней
ронах. При этом у крыс с высоким порогом возбудимости активность Мя+, К+- 
АТРазы в нейронах оказалась на 50% выше, чем у крыс с низким порогом воз
будимости. Депривация парадоксальной фазы сна вызывала резкое, в 2,1 раза по
вышение активности этого ферме»г:| в нейронах гиппокампа у крыс обеих линий. 
Выявлены также изменения ф, нкппо||а.п>пого состояния периферической нервной 
системы и ЦИС. Обнаружено повышение возбудимости периферического отдела 
ИС. наиболее резко выраженное у । рис с высоким порогом возбудимости. Функ
циональные сдвиги в ЦНС после Д' лриваиии приводили к снижению способности 
к образованию условного рефлекса активного избегания у крыс с низким порогом 
возбудимости. В то же время известный амнезический эффект депривации пара
доксальной фазы сна четко проявился лишь у крыс с низкой возбудимостью НС. 
Предполагается, что резкое повышение активности Ьа-‘։ Кч -АТРазы в нейронах 
гиппокампа является одной из причин изменения уровня их активации и в значи
тельной мере обусловливает питие нарушений условпорефлекторпой деятельно
сти животных после длительна. ՝ тений сна.

Депривация сна ii.hi тигельные его нарушения вызывают за
метные сдвиги в функциональном состоянии ЦНС и в поведении, по
вышение возбудимости к >|л.։ и других структур мозга, появление аг
рессивности, гипгрфагип н. рушение обучения и консолидации следов 
памяти как у экспериментальных животных, так и у человека [1, 
2]. В основе этих нар пнний. г видимому, лежат изменения неко
торых метаболических процессов в мозгу. Так, например, показано, 
что избирательное липкние кры> парадоксальной фазы сна (ПФО 
в течение 24 ч приводи: к н ՛ тройке метаболизма белков и нук
леиновых кислот в нейронах и глиоцитах некоторых структур мозга 
[3], вы ываст ряд биохпмичг ь.пх изменений непосредственно в си- 
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наптосомах [4, 5]. а также развитие конформационных изменений в 
синаптических мембранах [6]. В некоторых отделах мозга были от
мечены также изменения активности мембраносвязанных ферментов, 
в частности АТРаз [7], что подтверждает представления о том, что 
биохимическая модификация мембранных структур клеток мозга в 
условиях длительных нарушений сна не может нс отразиться на функ
циях клеточных мембран нейронов и глии [4, 5].

Поскольку Na ‘, К+-АТРаза обеспечивает транспорт ионов через 
возбудимые мембраны, генерацию трансмембранного потенциала, не
посредственно влияя на возбудимость нервной клетки, а также на 
освобождение и поглощение нейротрансмиттеров, значительный ин
терес представляет вопрос, существует ли какая-либо зависимость 
между активностью АТРаз мозга и уровнем возбудимости НС. Из
вестно, что порог возбудимости является одним из основных пара
метров в оценке функционального состояния НС, и показано, что ли
нии крыс, селектированные по порогу возбудимости периферическо
го отдела НС, аналогичным образом различаются по пороговым ха
рактеристикам возбудимости и центральных отделов НС [8, 9]. При
нимая во внимание важную роль гиппокампа в процессах обучения 
и регуляции поведения, в настоящей работе мы ставили задачу про
вести сравнительное исследование активности АТРаз в нейронах и 
глиоцитах гиппокампа у крыс двух линий, селектированных по поро
гу возбудимости. Поскольку ПФС находится под контролем тета-рит
ма гиппокампа [2], представляло интерес также выявить характер 
изменения активности этих ферментов и функционального состояния 
периферических и центральных отделов НС после 24-часового лише
ния ПФС у крыс этих линий в зависимости от исходного уровня воз
будимости ИС.

Материалы и методы

Опыты ставили на крысах-самцах линий, селектированных по вы
сокому (ВП. в среднем 2,72 В) и низкому (НП, 0.48 В) порогам воз
будимости большеберцового нерва 18—20-го поколения отбора в воз
расте 5 месяцев [8]. Животных выращивали в условиях лаборатор
ного вивария при 12-часовом световом дне и комнатной температуре 
на стандартном рационе, дававшемся неограниченно. Лишение ПФС 
вызывали по методу Jouvet и соавт. [10] с использованием малых 
площадок. Активность АТРаз определяли на нефиксированных све
жезамороженных срезах гиппокампа толщиной 10 мкм. гистохими
ческим методом Wachstcin, Meisel [II] в нашей модификации [7J, 
которая позволяет количественно оценить активность АТРаз в от
дельных клетках на срезах головного мозга крысы. Оптическую плот
ность окраски продуктов АТРазной реакции в клетках измеряли ме
тодом 2-в-олновой цнтофотометрпи [12] на микроскопе-фотометре 
МЦФУ-1 при длинах волн 505 и 615 нм. Суммарную активность 
АТРаз выражали в единицах оптической плотности (ХЮ) в пере
счете на 1 мин инкубации. Активность N: , К -АТРазы вычисляли 
по разнице между суммарной активностью АТРаз и активностью 
•'■К2՜* -АТРазы. выявляемой в присутствии специфического ингибито
ра iNa+, -АТРазы оуабанна. Учитывая, что нейроны и глиоциты 
Различаются по размерам клеток и условиям фотомстрнрования (уве
личение. площадь зонда), для сравнения активности АТРаз двух ти
пов клеток вычисляли У. А. АТРаз, в расчете на единицу фотомет- 
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рируемой площади (на 1 мкм). Среднее -арифметическое величины 
активности ЛТРаз нейронов и глиоцитов для каждого животного на
ходили по данным фотометрии 20—25 клеток. Статистическую обра
ботку всего цифрового материала (по 80—90 клеток от животных каж
дой экспериментальной группы) проводили по неиарамстрическому 
критерию Розенбаума [13].

Пороги возбудимости большеберцового нерва определяли ио дви
гательной реакции задней конечности крысы при действии прямоу
гольных стимулов длительностью 50 мс [14]. Эти изменения прово
дили до начала и сразу после окончания 24-часового лишения ПФС. 
Одновременно проводили определение порога возбудимости у конт
рольных животных тех же линий, находившихся в обычных клетках 
в том же помещении, что и подопытные животные.

Влияние депривации ПФС па функциональное состояние цент
ральных отделов НС оценивали по скорости выработки условного 
рефлекса активного избегания (УРАИ) и по уровню сохранения ус
ловного рефлекса пассивного избегания (УРПИ). Обучение УРАИ 
(100 сочетаний условного и безусловного раздражения) проводили по 
методу В. К. Федорова (1974) сразу после депривации ПФС.

Выработку УРПИ проводили непосредственно перед началом 
чепривацип ПФС [10]. Сохранение УРПИ проверяли дважды: че
рез 15 мин и 20 ч после прекращения депривации ПФС. Параллельно 
тестировали но веем методикам контрольных крыс. Статистическую 
обработку результатов проводили по критериям Стьюдента, а так
же Вилкоксона-Манна-Уитнп [13].

Результаты и обсуждение

Активность ЛТРаз определяли в пирамидных нейронах зоны 
САз гиппокампа и в перинейрональных сателлитных глиоцитах.

Результаты, представленные в табл. 1, показывают, что у конт
рольных крыс обеих исследованных линий активность как 1\'а+, 1<+- 
АТРазы, так и М >г+-АТРазы в глиоцитах соответственно в 4 и 6 раз

Таблица 1
Удельная активность (У. А.) АТРаз нейронов и глиоцитов зоны САз гиппокампа 

у крыс двух линий, селектированных по порогу возбудимости НС

1 У. Л. Л 1 Раз 
(ИЛмин мкм2)

. 1|Ц1Н11 чры Общая ЛТРаза На , К'1 -АГРаза | Мц։+ -АТРаза
НЕПРОН Ы

,Т:н |я В' 1 ( ысо- 
К 1П п >р м )

.Чиппя НП (НИЗ
КИЙ ПО1Ю1)

2,ПОДО.ОТ

2,1 ֊,+0.07 
-,-.<0,02

1 .0) 1 0.09

«> .«> 1 • <».(> » 
р О.ио

1,90+0,11

1 ,55+0,05 
р<0>05

Г .1 II О Ц II ты

. 1 • н «я . (выс - 
КИЙ II П -1 )

.1 1.1 ы 1III (низ
«II 1 п ՛ > М )

22.X 1-1.1

20.9 >0.7

9г7^.01

#. 1՜: 0.7

13.1+0.4

10 ОТ 0,0 
Р-Д1.02



выше, чем в нейронах, что подтверждают результаты, полученные на
ми ранее при цитофотометрнческом исследовании активности АТРаз 
мозга у крыс линии Wistar, разводящихся без отбора [7], и сог
ласуются с данными литературы, полученными на обогащенных гли
альных и нейрональных фракциях [17]. Такой высокий уровень ак
тивности АТРаз глии, по-видимому, и обеспечивает поддержание бо
лее высокого трансмембранного потенциала глиальных клеток в по
кое по сравнению с нейронами [18]. Кроме того, выявились и веко? 
торыс межлинейные различия. Так, у крыс с высоким порогом воз
будимости (линия ВП), находящихся в состоянии относительного фи
зиологического покоя активность Ка՜։ , К' -АТРазы в нейронах оказа
лась на 50% выше, чем у крыс с низким порогом возбудимости. Ак
тивность Mga+ -АТРазы и в нейронах, и в глиоцитах у этих крыс то
же оказалась примерно на 20% выше, чем у крыс линии ИП.

Депривация ПФС в течение 24 ч приводила у крыс линии НП к 
значительному повышению общей активности АТРаз в нейронах гип
покампа (на 38—40%) за счет резкого повышения ( в 2,4 раза) ак
тивности Na՜*՛, К -АТРазы (рис. 1). По-видимому, это связано с

Рис. I. Влияние 24-часовой депривации пара
доксальной фазы сна на активность АТРаз 
нейронов и глиоцитов зоны САз гиппокампа у 
крыс с высоким (Вп) и низким порогом (Нп) 
возбудимости НС. За 100% принят уровень ак
тивности АТРаз у контрольных животных, нс 
подвергавшихся депривации парадоксальной фа

зы сна. р<0,05. /—общая АТРаза, 2—Х'.1 + ,КЧ-
АТРаз.I, 3 ֊Мй։+"АТРаза

Длительным 
Депривации 
кн. Обычно

возбуждением и активацией нейронов гиппокампа при 
ПФС и активным поступлением ։\.ть внутрь клет- 
?<а -насос работает ниже его максимальной способно

сти и любое увеличение концентрации внутриклеточного К'и акти
вирует работу' насоса [19]. чтобы обеспечить удаление избытка 1\а+ 
из клетки. В глиальных клетках, напротив, активность этого, фермен
та несколько снижалась -(на 24%). Физиологические изменения кон
центрации экстраклеточного К мало влияют на активность № -на
соса, но отмеченное нами снижение активности глиальной , 

-А'ГРазы может ’затруднить поглощение глиоцитами увеличение- 



го количества К*, поступившего из нейронов в межклеточную 
среду, и привести к деполяризации глии [20].

крыс линии ВП после депривации ПФС также обнаружено 
резкое повышение активности Па՜, К -АТРазы в нейронах, в 2,4 
раза (рис. 1), но при этом происходило некоторое снижение активно
сти Ме։ ֊ -Л 1 Разы (на 16%). Поскольку Л й։֊ -АТРаза обеспечивает 
захват нейротрансмиттеров в синаптические везикулы [19], то сни
жение ее активности в нейронах гиппокампа у крыс линии ВП, не
видимому, может привести к нарушению синаптических процессов.

В глиоцитах гиппокампа этой линии крыс в отличие от линии 
НП, уровень активности No*. -АТРазы при лишении ПФС прак
тически не изменялся, но при этом снижалась активность М£г!' 
АТРазы примерно на 21% (рис. 1).

Таким образом, депривация ПФС вызывала резкое повышение ак
тивности Па ՝. К" -АТРазы в нейронах гиппокампа у крыс линий НП и 
ВП. В то же время активность -АТРазы достоверно снижалась как 
в нейронах, так и в глиоцитах, по только у крыс с низкой возбуди
мостью (линия ВП). что и составляет главное отличие функциональ
ного ответа ЛТРаз, этих мембраносвязанных ферментов клеток гип
покампа, па такую длительную функциональную нагрузку, как 24- 
часовое лишение ПФС.

Рис. 2. Влияние 24-часовой депривации парадоксальной фазы сна на пороги возбу
димости нервно-мышечного аппарата у крыс линии ВП и НП. По оси ординат—зна
чение порога возбудимости (В), а—контрольная группа крыс, б—крысы, подвергав
шиеся 24-часовой депривации парадоксальной фазы сна. 1—до опыта. 2—после опыта 

Рис. 3. Влияние 24-часовой депривации парадоксальной фазы сна на сохранение 
условного рефлекса пассивного набегания у крыс линий ВП и НП. По осн орди
нат—процент крыс, получивших электрический ток. а—контрольная группа крыс, 
б—крысы, подвергавшиеся допри -3111111 парадоксальной фазы сна. /—до опыта, 2— 

после оньпа, 3—через 20 ч после опыта

Исследование влияния депривации ПФС на уровень возбудимо
сти нервно-мышечного аппарата у тех же крыс выявил снижение по
рога возбудимости у. крыс обеих линий (рис. 2), однако более значи
тельное у крыс ВП (в 7,7 раза, а у крыс НП—в 2 раза). Следует 
отмстить, что при этом 11<»|М>1 во «Судимости у крыс обеих линии дос
тиг практически одинакового, очень низкого предела 0,3 0,4 В. Что 
касается контрольных животных 1ех же линии, нс подвергавшихся 
депривации НФС, то достоверных изменений порога возбудимости за 
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Тот же период у них не отмечено (рис. 2). Таким образом, у крыс 
обеих линий 21-часопос лишение ПФС приводило к однонаправлен
ному изменению функционального состояния периферического отдела 
НС—повышению его возбудимости до одинакового, возможно, пре
дельного уровня.

Можно было ожидать, что депривация ПФС вызовет также од
нонаправленные с периферической НС сдвиги и в функциональном 
состоянии ЦНС у крыс обеих линий. В пользу этого предположения 
свидетельствовало наличие генетической связи между порогами воз
будимости периферической НС и ЦНС [9], а также между поро
гами возбудимости ЦНС и способностью животных к обучению [2] 
и обнаруженные нами в настоящей работе однонаправленные и сход
ные по глубине изменения активности На*՜. К1 -АТРазы нейронов 
гиппокампа.

Влияние 24-часовой депривации ПФС на обучение 
_____ условного рефлекса активного избегания крое линии ВП и НП (п=8)

Таблица 2

Линия крыс Условия опыта СуМА-ариое ЧИСЛО 
условных реф

лексов

Суммарное время, 
необлсдимое для 
вып' лнення нзЗе- 
гакия.

р

Линия ВП 
(высокий
II рог)

Контрол:, 
Депривация 

11ФС

13,75+4.94
16,75+3,10

686.46+3-76
641,86+10 3

Линяя НИ 
(низкий 
порог)

Контроль
Депривация

ПФС

23,25+5,62
10,25+2.05

Г1Ь98±19»6
685»37"Н 9»3 р<"0.05

Изучение способности к образованию УРАИ (табл. 2) и сохра
нению УРПИ (рис. 3) у крыс указанных линий после лишения ПФС 
подтвердило это предположение. Так, депривация ПФС существен
но снизила способность к образованию УРАИ у крыс линии НП (дос
товерное увеличение времени, необходимого для выполнения избе
гания), а также почти в два раза сократило количество животных 
линии ВП, сохранивших УРПИ.

Способность к образованию УРАИ у крыс линии с высоким по
рогом возбудимости и к сохранению УРПИ у животных линии с низ
ким порогом возбудимости практически не изменялась. Следователь
но, депривация ПФС снижает способность к обучению УРАИ преи
мущественно у животных с высоким исходным уровнем возбудимо
сти, тогда как у крыс с исходно низкой возбудимостью сс резкое по
вышение после депривации ПФС нс обеспечивало сохранения УРПИ, 
'■то свидетельствует о нарушении процессов консолидации памяти. 
Таким образом, амнезический эффект, который носил стойкий харак

тер и даже усиливался при тестировании через 20 ч после прекра
щения депривации ПФС, четко проявляется лишь у животных с низ
кой возбудимостью НС.

Ранее нами было показано, что депривация ПФС вызывает у 
крыс ряд изменений биоэлектрической активности мозга, в том чис
ле исчезновение фазического компонента тета-ритма гиппокампа, по
явление прритативных знаков и перераспределение пиков мощности) 
в спектрограммах активации и пространственной синхронизации гиппо-
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кампа и коры, то есть с нарушением необходимых՜ условий для про
цессов образования и упрочения условнорсфлекторных связей и для 
извлечения информации из памяти. Это позволяет думать, что отме-> 
чепное нами снижение способности к сохранению УРПИ у крыс ли
нии ВП, в значительной мере обусловлено угнетением тета-ритма и 
изменением уровня активации нейронов гиппокампа.

По-видимому. обнаруженное нами резкое повышение активности 
\’а+. К+-АТРазы в нейронах гиппокампа (рис. 1) является од
ной из причин изменения уровня'активации и в значительной мере 
обусловливает развитие нарушении условнорефлекторной деятельно
сти животных после длительного лишения их ПФС.

Таким образом, полученные результаты позволяют заключить, 
что лишение крыс обеих липни ПФС привело к существенным и од
нонаправленным сдвигам в активности АТРаз мозга и в функцио
нальном состоянии их НС—как в периферическом, так и централь
ном отделах, ответственных за выработку и сохранение оборонитель
ных условных рефлексов. .Анализ полученных данных позволяет пред
положить существование определенного оптимума в активности АТРаз 
мозга, обеспечивающего тот уровень возбудимости, который необхо
дим для консолитанин памятного следа и осуществления процесса 
обучения.

EFFECTS OF Sl.EEP DISTURBANCES ON THE ACTIVITY OF ATPase 
OF NEURONS AND GLYOCYTES IN HIPPOCAMPUS OF RATS 
SELECTED ACCORDING OF THE EXCITATION THRESHOLD OF 

THE NERVOUS SYSTEM
TARANOVA N. P.. KLENIKOVA V. A.. VA.IDO A. 1, SHIRYAEVA N. V.. 

KULAGIN D. A., LOPATINA N. G.

Pavlov Institute of Physiology, USSR Academy of Sciences, Lenlngrsd

We have analyzed by cytophotometry the activity of Na4՜ and K 
ATPases of hippocampal neurons and gtyocytes of two rat strains selec
ted according to the excitation threshold. In the norm both strains of 
rats exhibit the activity of Na+, K+ and Mg։+- ATPases exceeding that 
of neurons by a factor of 4 and 6. At the same time, in rats with high 
excitation threshold the activity of Na+ and K—ATPase in neurons was 
50°o higher than in rats with low excitation threshold.REM-sleep depri
vation lead to abrupt (2,4-fold) increase in the activity of these enzy
mes in hippocampal neurons of both rat strains. Changes in functions 
state of the PNS and CNS were noted. PNS was more prone to excita
tion in rats with low excitation threshold. Functional changes In the CNS 
after REM-sleep deprivation resulted In diminished capacity to form 
CRAA in rats with low excitation threshold. At the same time, the wel 
known amnestic effect of REM-sleep deprivation was clearly present on \ 
in rats with low excitation of the CNS. A sharp increase In the activity 
of Na1՜ and K*-ATPases in hippocampal neurons Is a possible causative 
factor, leading to variation of the activation level; It appears to be res
ponsible for the abnormal reflex activity after prolonged REM-sleep de
privation.
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Основы нейрохимии. Молекулярные, клеточные и медицинские аспек
ты. IV издание.

Четвертое издание «Основ нейрохимии» существенно переработа
но и расширено с учетом феноменального развития нейробиологии за 
последние годы. Более половины из 48 глав нового издания, в том чи
сле и раздел по молекулярной нейробиологии, впервые включены в его 
состав. Остальные главы, существенно отредактированные для четвер
того издания, включают современные концепции относительно функ
ций мозга, поведения и нервно-психических заболеваний, выдвинутые 
на основе новых данных молекулярной генетики, биохимии мембран 
и органелл, полученных па мозгу человека с использованием методик, 
не нарушающих целостности этого органа.

Новое в четвертом издании:
— появился раздел, посвященный молекулярной нейробиологии, 

включая экспрессию генов в НС, и генетические тесты на нас
ледственные заболевания НС;

— главы, посвященные дискуссиям о молекулярном строении и ме
ханизмах мембранных каналов, рецепторах нейротрансмиттеров,, 
активируемом рецепторами обмена фосфоинозитидов, G-белках, 
циклических нуклеотидах и фосфорилировании в регуляции пе
редачи нервного сигнала ;

— обзор молекулярной структуры и динамики цитоскелета клеток и 
биохимических изменений, наблюдающихся при развитии, реге
нерации и старении мозга;

— расширение знаний в области медицинской нейрохимии, включая 
новейшие концепции по патологии мозга при ишемии, гипоксии, 
эпилепсии, коме, наследственных дефектах ферментов, наруше
ниях питания и метаболизма и дегенеративных изменениях моз
га.
Книга предназначена для специалистов всех направлений нейро

наук.
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ИЗУЧЕНИЕ АМИНОКИСЛОТНОГО СОСТАВА И НЕБЕЛКОВЫХ 
КОМПОНЕНТОВ ТИАМИНСВЯЗЫВАЮЩЕГО БЕЛКА 

СИНАПТОСОМ МОЗГА КРЫС
ПОСТОЕНКО В. А.. ПАРХОМЕНКО IO. М„ ДОНЧЕНКО Г. В.

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

Исследован аминокислотный состав и содержание небелковых компонентов тиа- 
минсвязываютего белка (ТСБ) синаптосом мозга крыс. Показано, что белок яв
ляется гликопротеином, его тнаминсвязываютая активность зависит от фосфоли
пидного окружения. Проведено исследование аминокислотного состава ГСБ. Отме
чено высокое содержание остатков метионина и моноаминодикарбоновых амино
кислот, характерных для структуры подобных белков, выделенных из других источ-

ников.
На основании полученных данных 

ной локализации ТСБ.

высказывается предположение о мембран-

В настоящее время доказано, что процессы мембранного перено- 
болыпппства витаминов и коферментов, равно как и реализация 
функций в специализированных клетках и клеточных структурах՝..их функций в специализированных клетка-՝ •՝<•֊........

опосредованы специфическими белками [1]. -„„„.„гва-шиятпшт
Имеющаяся в литературе информация “п.

белках касается главным образом клеток мп [ Р .'-Апииого^ яйиа 
рошо изучены и описаны ТСБ, выделенные из о . бочках из тканей [2] и рисовых отрубей Г31. Сведения же о таких белках из тканей 
млекопитающих весьма ограничены и "Осяд "^гпимУ^^летог Х кото 
тер ГЦ Не составляют исключения и ТСБ возбудимых клеток, кото֊ 
Pile в J настоящее врАщ привлекают особое внимание исследователей 
в. связи с рХпфровкой молекулярного механизма нейротропного.
эффекта тиамина Г1. 4—6]. ,Ранее методом аффинной хроматографии нами впервые был вы
делен гомоге...... препарат ТСБ из синаптосом головного мозга крыс
и изучен характер его специфического взаимодействия с тиамином 
и его фосфатами [7-9]. Показано, что белок имеет два участка свя
зывания тиамина с 1<Д 3,1 мкМ и К,- Ю мкМ [8] На основании 
полученных экспериментальных данных было высказано предполо
жение о том что ТСБ является интегральным белком синаптических 
мембран „ играет определенную роль в реализации нейротропной 
функции тиамина. _ _ „„

Целью настоящей работы являются исследования некотор . <р
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зико-химических особенностей структурной организации ТСБ и их 
возможного значения для функционирования выделенного нами бел
ка. _

Материалы и методы

В работе использовали электрофоретически гомогенный препа
рат ТСБ. выделенный из сппаптосом мозга крыс методами аффинной 
хроматографии и гель-фильтрации на сефадексе С։-200 [7]. Специ
фическое связывание ["С] тиамина с белком определяли по методу, 
описанному нами ранее [7]. Прсппкубацию ТСБ в присутствии ней
раминидазы (100 мкг/мг белка), фосфолипаз А2 (270 мкг/мг белка), 
С (360 мкг/мг белка), Д (540 мкг/мг белка) проводили в течение 
30 мин при 37°. По истечении этого времени в среду инкубации до
бавляли՜ меченый лиганд для измерения тиамипсвя зывающей актив
ности обработанного ферментами белка.

Аминокислотный состав гидролизата ТСБ определяли на акали-, 
заторе ААА-881 «М!сго1ес1та» (ЧССР). ТСБ гидролизовали и 6 и. 
1Кл 24 ՛;. После гидролиза ионы хлора удаляли в эксикаторе над ще
лочью. Триптофан определяли спектрофотометрически [10|.

Суммарную фракцию фосфолипидов мозга крыс получали экс
тракцией метанол-хлороформной смесью [II] с последующей крис
таллизацией в ацетоне па холоде [12].

Белки синаптических мембран мозга крыс, связывающие тиамин, 
идентифицировали методом электрофореза с ООЗ-К’а, Данная методи
ческая часть работы экспериментально подобрана нами. Испытыва-» 
лись различные концентрации ОВЗ-К'а. 0-мсркаптоэтапола, pH среды. 
Связывание белков синаптических мембран с [1։С] тиамином прово
дили до и после их обработки 1ЭО5-№а и [3-мсркаптоэтанолом. Для вы
явления специфического связывания ставились контрольные пробы: 
с 100-кратным избытком немеченого лиганда; с кипяченым белком; 
с БСА, обработанным ПО5-Ма.

Белки синаптических мембран мозга крыс солюбилизировали в 
0,05 М трпс-НС1 буфере, pH 8,3. содержащем 1 % ’I О'-К'а и 1% 0-мер- 
каптоэтанол. Затем в инкубационную смесь добавляли [''С] тиамин 
(50 мкМ) и инкубировали 30 мни при 37°. Нссвязавшуюся .метку от
деляли центрифугированием на микроколонках с сефадексом 0-50 
[13]. Полученный образец белков синаптических мембран, связан
ных с ['«С] тиамином, наносили на ПЛАТ (градиент от 5 до 20%. 
40 мкл, 100 мкг белка). Параллельно с этими пробами наносили па 
гель и белки-маркеры. Электрофорез проводили в трис-бора гной бу
ферной системе [14]. По окончании электрофореза несколько полос 
геля с белками мембран и белками-маркерами окрашивали. Остав
шиеся полоски геля с белками синаптических мембран разрезали по 
0,5 см. Каждый полусантиметровый фрагмент геля растворяли в 
30% растворе перекиси водорода с 1% МН.(ОП при 65° в течение 
5—6 ч и далее просчитывали радиоактивность в ЖС-103 на жидко
стном сцинтилляционном счетчике 81.-20 «1п1сг1ес11п1<|ис» (Франция). 
Затем строили график профил:: ।памипсвязываюшсй активности бел
ков синаптических мембран мо на крыс. Величину М определяли по 
лектрофоретической подвижно, гп.

Нейтральные углеводы и фосф 1пппды, входящие в состав ТСБ, 
определяли методами 8е111< [16] и Васьковского [17].
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Белок определяли по Bradford [13].
■ В работе использовали реакти ы: |тиазол-2-мС|тиамин фирмы 

„Amersham” (Англи») с удельной радиоактивностью 24 мКи/ммоль: 
нейраминидаза фирмы "P-L Bloclietnlcals" (Швеция); фосфолипаза 
Л„, выделенная из яда пчелы, (У.А. 200 ед/мг белка), С—из Bacillus 
cereus (У.А. 100 ед/мг белка), Д—из Stereptomyces cinnamoneus: 
миозин, 3-галактозпдаза, фосфорилаза В, БСА, овальбумин, карбоан
гидраза („Sigma-, США).

Результаты и обсуждение

В настоящее время в литературе накоплено достаточно сведений 
о том, что многие спнаптосомпыс белки, рецепторы гормонов, ней
ромедиаторов и нейропептидов являются сложными макромолекула
ми, содержащими в своем составе углеводные и липидные компонен
ты [19, 20].

Для выявления небелковых компонентов в функциональной еди
нице ТСБ использовали методы специфического ферментативного гид
ролиза.

Согласно представленным данным (табл. 1), предварительная

Влияние фосфолипаз и нейраминидазы на связывание [НС] тиамина 
тиаминсвязыпающего белка (н=4)

Таблица 1

---------------
Специфическое связывание

1։ > действие пмп/мпв 5 мкг белка %

Har-.’Bnjjji белок 
Фосфо шпала Л.

2448,3+152,7
1885.3+104.5*

100
77.0

ч’огФолипаза С՛ 2036.0+ 39.9 85.2
Фосфолип лза Л 1918.3-1֊ 49.6*
Чейрамц laja 4'326.0 • 242.3* iss .о

1 'Р Метание. *р < 0.05,

обработка ТСБ фосфолипазами Ас, С и Д вызывает определенное 
снижение (в среднем на 20%) тиамиисвязывающен активности бел-» 
ка- Количественное определение фосфолипидов в липидном экстрак
те ТСБ позволяет обнаружить в его составе лишь следы фосфатп- 
Дилхолина (<0 009 моль па 1 моль белка). На основании этих дан- 
пых делается вывод, что фосфолипиды не входят в заметном коли
честве в состав структуры изолированного нами гомогенного 1СЬ.

Однако, предполагая мембранную локализацию ТСБ, мы иссле
довали возможность влияния экзогенных фосфолипидов на тиамнн- 

называющую активность белка. Как следует из табл. 2. преннкуоа- 
Н"я препарата ТСБ с фосфолипидами мозга крыс (в течение > мин 
при 37° в соотношении 1, 2 и 4 моль фосфолипидов на 1 моль ict>) 
приводит к значительному повышению тиамиисвязывающен активно
сти белка (особенно в соотношении 2 моль фосфолипидов на ■ моль 
белка).

По-видимому, фосфолипидное окружение участвует в 
11ании активного белкового центра акцепции тиамина. Пред P ■ ■ > ■ 
пая обработка ТСБ нейраминидазой (табл. "1’,ИВ<^1ИГ ’ пп.,.
нию его тиамиисвязывающен активности на 88,9/о. Этот |>
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воляет предположить наличие углеводного компонента в составе 
ТСБ, что подтвердилось результатами количественного анализа. В 
изолированном нами ТСБ обнаружено 5,90±0.3б% остатков нейт
ральных углеводов. Приведенные экспериментальные данные гово

Влияние фосфолипидов мозга крыс па связывание [1։С]тиамина
тиаминсвязывающего белка (п=3)

Таблица 2

Концентрация фосч оли- 
лнн |дон, в мол։. на 1 

мо.п. ТСБ
Специфическое связывание |НС] тил.мияа

НМЛ мин 4мкг белка **о

Контроль 
1 : 1
2: 1 
4 :1

2161.0+193
2672.5+153*
4x55.0+315*
3378.4+22Г

кю
123.7
224.7
156.3

Примечание. р < 0.05.

рят о том, что выделенный ТСБ из сипаптосом мозга крыс является 
гликопротеином. Однако не исключена возможность, что функцио
нально активной формой ТСБ in vivo является гликолипопротенп. 
Роль углеводных остатков для проявления функции гликопротеи
нов окончательно нс установлена. Исходя из факта о повышении тиа- 
минсвязываюшей активности белка после его обработки нейрамини-

Аминокислотный состав тиаминсвязывающего белка
Таблица 3

Аминокислота Количество 
остатков Аипнок н-лот.т Количество 

ос г;.тков

Лизин 50 Ал .ниц 80
Гистидин 10 I 2 11 истин ‘ 7
Аргинил 33 Нилин 34 

:?1Лспарагиноиая ки ..от.-
103

ИЗОЛРПППН
;спора iин . leiiieui 65

Треонин 41 А'.егионлн* 25
Серин 66 1 иролин 21
Глутамин в.я кислота » Феннлал.-1>|ии 31

глутамин 117 1риптофан' 12
Прол hi 45

ВсегоГ.1И нн •6 850
Примечание. ’ Определено полуколичествениым методом.

• данные получены спектрофотометрическим определением.

дазой. можно предположить, что углеводы не входят в состав тиа- 
м и ш-вя зыкающих участков белка. Обработка нейраминидазой препа
рата ТСБ приводит, возможно, к высвобождению дополнительных 
тиаминсвя зываюших группировок белка. 11о-виднмому, углеводы 
маскируют эти участки, осуществляя таким образом регуляцию свя
зывания тиамина белком. Эти результаты лают основание предпола
гать роль карбоксильных и амидных групп моноаминодикарбоновых 
кислот и их амидов во взаимодействии тиамина с белком [21], так 
как эти группы преобладают в структуре изучаемого ГСБ (табл. 3). 
и именно они играют решающую роль в связывании сиаловых кис
лот белками [22].
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С целью выяснения особен постен структуры ТСБ изучали его 
аминокислотный состав (табл. 3). Прежде всего, обращает на себя 
внимание большое количество в составе белка моноампиодпкарбоно- 
вых аминокислот и метионина. Преобладание моиоампнодпкарбоно- 
вых аминокислот подтверждается и ИЭТ, определенной памп ранее 
при pH 4,8—5,0 [8]. Из изолированных на сегодняшний день ТСБ 
аминокислотный состав описан для белков из трех объектов: молоч
нокислых бактерий [23], дрожжей [21], эритроцитов крови [24].

Наряду с различием в величине М. и количественном соотноше
нии отдельных аминокислот можно отметить и некоторое сходство в 
структуре описанных ранее и изолированного нами впервые из еи- 
наптосом мозга крыс ТСБ. а именно, содержание большого количест
ва моноампнодпкарбоновых и ссрусодержаших аминокислот. По дан
ным японских исследователей, изучавших ТСБ, выделенный из дрож
жей, остатки кислых аминокислот играют существенную роль в свя
зывании тиамина белком [22]. Опи предполагают, что четвертичный 
атом тиазолового цикла тиамина (положительно заряженный) взаи
модействует с отрицательно заряженными группировками на белке 
(СООН-грунпы глутаминовой и аспарагиновой кислот).

Кроме установленных фактов активации экзогенными фосфоли
пидами тиампневязывающей активности белка, наличия в его соста
ве углеводных остатков и значительного количества гидрофобных 
аминокислот ранее нами получен еще ряд косвенных доказательств 
•Мембранного происхождения белка: значения К., и сродство тиамин
фосфатов идентичны как для препаратов изолированного из спнап- 
тосом ТСБ, так и для тпаминсвязывающпх участков бель >вой при
роды синаптических мембран [7, 8, 24].

Однако изучение мембранной локализации выделенного ТСБ яв
ляется предметом отдельных исследований и представляете л важным 
Для оценки функциональной роли белка.

Полученные данные свидетельствуют о сложности структуры изо
лированного белка и о несомненной регуляторной роли фосфолипи
дов и сиаловых кислот во взаимодействии тиамина с ТСБ синапто- 
сом мозга крыс.

STUDY OF AMINOACID COMPOSITION AND NON-PROTEIN 
COMPONENTS OF THIAMINE-BINDING PROTEIN IN RAT BRAIN 

SYNAPTOSOMES

POSTOENKO V. A., PARKHOMENKO YU. M., DONCHENKO O. V.

Palladln Institute of Biochemistry, Ukrainian SSR Acadcn y of Sciences. Kiev

The amlnoacld composition ol thiamine binding protein (TBR) has 
been studied in synaptosomes ol rat brain alongside with its non-prote- 
>n components. This protein belongs to glycoproteins and its thyamine- 
•«Indlnd capacity depends on the phospholipid environment. The amino
acid composition of TPB was examined. High content of residues Of 
'Methionine and tnonoamlnodicarboxylic aminoacids, characteristic of such 
Proteins Isolated from other sources was defected. On the basis of the 
data obtained we propose that TBP Is located in the membrane.
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Carbohydrate Recognition in Cellular 1՜auction. Ciba Foundation Symposium 145 
eds. G. Fock, S Harnett, J- Wiley). Sons Ltd. Faffins Lane, England, 2S0p., 1989.

Опознавание углеводов в функции клеток.
В сборнике рассматривается роль углеводов в коммуникациях 

между отдельными клетками многоклеточных организмов. Обсужда
ются термодинамика и пространственные ограничения во взаимоот
ношениях между олигосахаридами и белками. Дается анализ амино
кислотных последовательностей, необходимый для опознавания уг
леводов и описывается использование согласованной последователь
ности для идентификации потенциальных углеводсвязывающих белков. 
Рассматриваются процессы распознавания в нервной клетке, медп- 
ируемыс непосредственно изолированными ганглиозидами и галакто
зидами, активирование специфическими ганглиозидами локализован
ной на мембране протеипкниазы в клетках нейробластомы, приводя-; 
Щее к запуску фосфорилирования некоторых белков клеточной обо
лочки. опознание спинальными нейронами и ганглиями заднего ко
решка спинного мозга определенных олигосахаридов. Весьма инте
ресна работа, посвященная выяснению роли олигосахаридов в моди
фикации функции белка. Потенциальными читателями киши могут 
быть специалисты в области биохимии, нейрохимии, молекулярной и 
клеточной биологии и биотехнологии.

Central Cholinergic Senaptic Transmission (eds. AL Frotscher, U. 
Mis geld), BirkhiXuser Ver lag, Basel, Switzerland., 300 p., 11'3°.

Центральная холинергическая синаптическая передача.
В книге раскрываются междисциплинарные подходы к изуче

нию холинергических синапсов в ЦИС млекопитающих. Кинга пре
доставляет возможность ознакомиться с морфологией холинергических 
Нейронов, их топографией и синапсами. Затем приводятся сведения 
о вызванном ацетилхолином постспнаптпческом потенциале и изме
нения в проводимости. В следующей главе обсуждаются типы цент
ральных холинергических рецепторов и их модуляция. Последняя 
глава посвящена роли ацетилхолина в пластичности ЦНС. Книга 
обобщает последние достижения по расшифровке механизмов цент
ральной передачи в холинергических синапсах с использованием при
емов молекулярной биологии, иммуноцитохимии и других дисцип
лин.



НЕИРОХИМИЛ
т. 9, № 1, 1990

УДК 612)05:612.843.7

АКТИВНОСТЬ синаптической мембраносвязанной 
АХЭ В НОРМЕ И В УСЛОВИЯХ ранней бинокулярной 

депривации кролика

ОРЛОВА Е. И.

НИИ мозга ВИЦ психического здоровья АМИ СССР, Москва

На фракциях синаптосом (С и И) и субфракциях сппаптоеомпых мембран (С-, Са. 
С4 и О2. Оа, И. соответственно) зрительной, сенсомоторной и слуховой областей 
коры мозга кролика изучена активность АХЭ у животных, выросших в условиях 
нормального светового режима (норма) и 2,5-месячной ранней бинокулярной де
привации. В норме АХЭ выявлена во всех мембранных субфракциях, по распре
деление ее активности в них в пределах каждой области очень неравномерно. Пред
полагается. что в субфрак||И11 объединяются мембраны синапсов, имеющих общее 
происхождение пли локализацию на нейроне. Зрительная депривация, активируя 
АХЭ вс фракциях синаптосом. не влияет на состояние мембраносвязанной АХЭ 
зрительной области, что не согласуется с данными литературы о глубине воздейст
вия депривации на проекционные нейроны. Делается вывод, что АХ не является 
медиатором синапсов проекционных зрительных нейронов.

Поиск медиаторного обеспечения передачи зрительных импуль
сов активно разрабатывается в современной нейробиологии. С этой 
целью часто используется модель ранней зрительной депривации, 
поскольку позволяет блокировать определенное морфо-функциональ
ное звено анализатора—передачу сенсорных сигналов на проекцион
ные нейроны. Морфологические' и фи апологические эксперименты 
показывают, что при бинокулярной депривации (котка) афферент
ные связи нейронов полей 17 н 18 страдают очень значительно [|, 2].

Данные о состоянии АХ-системы в мозгу животных (кролик, 
крыса), подвергнутых бинокулярной депривации разноречивы. В 
большинстве исследований, проведенных на фракционном материале 
зрительной коры депрпвированных животных—фракциях нейропиля 
[3], неочищенных митохондрий и синаптосом [4]. не обнаружено 
различий в активности АХЭ по сравнению с нормой на сроках за
вершения ностнаталыюго онтогенеза. Изменения в активности хо
линацетил трансферазы (ХАТ) ii. hi отсутствуют [5]. или нс шачитель- 
ны. в пределах 15—-20% [3]. как и изменения в количссте связанно
го с мус кариновыми холипорененторамп лиганда [(>]. 11е сначнтель- 
ность цсменсний не коррелирован։ с глубиной депривации; некото
рые авторы пришли к выводу, что выращивание животных в темно- 
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тс нс влияет па обмен АХ и свойства М-холпнорсцепторов [3, 5, 6]. 
Однако в других публикациях снижение активности АХЭ в пределах 
30% во фракции синаптосом поля 17 и в нейропиле (гистохимическое 
исследование) слоев Ill, IV, V ноля 17 мозга кроликов рассматри
вается как свидетельство важной роли холинергических механизмов 
в осуществлении зрительного акта [7].

Учитывая разноречивость литературных данных, а также сведе
ния о возможном специфическом подавлении активности синаптиче
ской АХЭ, мы сочли целесообразным исследовать этот фермент в суб
фракциях синаптосомных мембран. Известно, что только мембра
носвязанная АХЭ участвует в нервной передаче [8] и, следовательно, 
прямо должна отражать недоразвитие этой медиаторной системы, 
если АХ является медиатором проекционных нейронов пли их аффе
рентов.

Материалы и методы

В работе использовали мозг 69 кроликов. Для эксперимента тре
бовалось 1,2—1,5 г сырого веса ткани, поэтому мозг 2—3 животных 
объединялся. Субфракцпи синаптосомных мембран изолировали раз
дельно из фракций легких (еубфракцпп С2, Сз. С.։) и тяжелых (1Э2. 
□з, D-О синаптосом в градиенте плотности сахарозы модифициро
ванным методом, описанным ранее [9]. Субфракции Со и D2 скон
центрированы на границе слоев 0,6—0,8 М сахарозы, еубфракцпп 
Сз и D3—0,8—1,0 М, С.| и D.։—1,0—1,2 М сахарозы. Чистота мембран
ных субфракций установлена с помощью биохимического и элсктрон- 
номикроскопического контроля [9, 10]. Исследованы еубфракцпп си- 
наптосомных мембран зрительной, сенсомоторной и слуховой обла
стей коры больших полушарий в двух экспериментальных группах 
животных—выращенных в условиях нормального светового режима 
(11 — 15-нсдельные кролики) и в условиях зрительной депривации 
(кроликов содержали в темновой камере с 5—7-дневного возраста 
до прозревання (до 10—11 недель жизни). Спектрофотометричсскн. 
определяли активность АХЭ [11], а также содержание белка по 
Lowry. Достоверность оценивали по t-критерию Стьюдента.

Результаты и обсуждение

В норме в зрительной, сенсомоторной и слуховой областях во 
фракциях легких синаптосом С величина У. А. АХЭ значительно (в 
1,6_ 2 раза) превосходит таковую во фракциях тяжелых синаптосом
6, что неоднократно было показано ранее [-1, 12]. Неоднородность 
по этому показателю еще более выражена при послойном сравнении 
субфракций синаптосомных мебран (табл. I). Максимальная актив
ность АХЭ наблюдается в С2, средняя—в Э2 и Сз, минимальная—в 
63, С.։, более чем в 3 раза различаясь в своих крайних значениях. 
Таким образом, субфракции синаптосомных мембран весьма нерав
нозначны по активности АХЭ, и это в одинаковой мере относится к 
любой из исследованных областей.

В гистохимических (АХЭ-реакцня) и иммуногистохимических 
(ХАТ-рсакнпя) исследованиях показано неравномерное распределе
ние холинергических терминалей по ци гоархптек тоническим слоям 
коры мозга млекопп।аюшпх [13 15] Напрашивалась аналогия, что 
неодинаковая У. А. АХЭ в наших субфракциях отражает цптоархитек- 
тонику АХ-окончаннй, однако это, по-видпмому. не так. Во-первых. 
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послойное распределение ЛХ-ергичных окончаний в разных облас
тях неодинаково [13, 15]. Во-вторых, недавно получены доказатель
ства. что слоистость ХАТ-содержащих терминалей в областях новой 
коры обеспечивают нейроны крупноклеточных базальных ядер перед
него мозга [15]. Показано также, что практически все (99%) ХЛТ- 
позитивные окончания являются симметричными и располагаются 
они преимущественно па тонких веточках дендритов и аксонов [13].

Примечание. 1, И, III—зрительная, сенсомоторная, слуховая области соответ
ственно. В скобках обозначено количество опытов. Р։,,—верой ।ность по распре
делению Стьюдента по отношению к соответствующей фракции. В сетку внесены 
и проставлены значения вероятностей только в елччае досювг: ««•.•.\ рз «личин. Обоз
начения фракций см. в тексте.

Таблица 1
Величина У. Л. ЛХЭ в > фракциях синап!псом и • убфракнпях

сппаптосомпых мембран различных областей коры мозга кролика в норме
(мкмоль АХ/мг белка-ч)—— . ------------------ ■ —— — - • —

Фрак
ция М III |։<1>։)

— ---------------------- ----------------—

с 1 08 ֊1 0- .о (! ) 0 0»
1 с. (5.611-1 1-2> (Г)

<’-3 х. •,•.<+(). и! (Н) 0 01
5.1810.61 (II) п (и 0.01 0.0]1 Н 2.07 » 0.?։ (13)

В: 10,75+1.36 (15)
6.20+0.70 (1-1)

0 02 
0.01 о.о?

О„ 1.40 + 0.60 (12) 0.01 0 01 0.01

с 3.18+0,28 (7)
1

0.05
11.00+1.13 (8)

Сл 6.00+0.39 (7) 0-01
1 I С, 3.94+0,36 (7) Оди 0,01 0.011 1 О 1,95+0.4(1 (9)

0= 7.12+1,10 (8) 0.05
В։ 4,33+0,56 (7) 0.01 0.05 0,05
I), 3,76+0,57 (9) 0.01 0.01 0,01

1
С 4,77+0-51 (5)

1
0 01

С, 13,33+1.49 (5)
Сз 7 • 11 +0.8О (5) 001

0.01 0,0211 С„ 4.18+0.32 (4) 0,01
1) 2.3510-51 (5)
1Л » .08 + 1.09 (4) о. 05

В: 5.70+0.66 (-1)
4.77 (1) 1

и .01
1

Эти данные указывают па большую вероятно։ и. морфологической, 
идентичности синапсов нейронов базальных ядер и копцепграции их 
мембран нс в разных, а в какой-то одной субфр;акции. Учитывая, что 
нервные окончания этих нейронов составляю! большую часть ЛХ-ср-( 
гичиых окончаний коры [15. 16], можно предположить, что это суб
фракция Св, обогащенная АХЭ-еодержащими сннашическими мемб
ранами.

Общность происхождения холинергичных компонентов новой ко
ры --нейронов базальных ганглиев и собственных нейронов [13, 16] — 
общ 1Н'||||(ае| цн пилимому, сходство мел..........Ты՛ 1.1М1! в распределе
нии ||ирм1|||'| III) мембранным еубфрамш՛'՝'-................... возможно. что 



одинаковый набор ХАТ-термннален в областях коры [13, 15] опре
деляет одинаковое количество мембранных субфракций, а сходство 
их плотностных характеристик [15]—близкие количественные соот
ношения. Вероятность локализации АХЭ на синапсах других мо
дальностей дополняет общую картину, так как их происхождение 
для всех областей новой коры также едино [16].

Таким образом, результаты, полученные нами в норме, позво
ляют предполагать, что субфракцин объединяют мембраны синап
сов, имеющих общее происхождение и клеточную локализацию.

Рис. У. А. АХЭ ио фракциях сииаптоеом и субфракциях 
сииаитосомных мембран в условиях зрительной деприва
ции. Величины выражены в процентах по отношению к нор
ме. принятой за 100%. I—зрительная область (12—13 опы
тов). 11—сенсомоторная (9—12 опытов), III—слуховая (б 
опытов). Заштрихованные в клетку столбики показывают 

достоверные отклонения от нормы

В условиях зрительной депривации величина У. А. АХЭ нарас
тает во фракциях .легких сииаптоеом С и в зрительной, и в сенсомо
торной областях—на 30 и 60% соответственно (рисунок). На уров
не сииаитосомных мембран изменения наблюдаются только в сенсо
моторной области —в субфракцин С.| активность фермента нараста
ет на 59%. не отличаясь от контрольных значений в остальных суб
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фракциях. При этом содержание белка во фракциях и субфракциях 
достоверно не изменяется. Активацию АХЭ во фракции С 1։ анало
гичном эксперименте наблюдали и ранее [12].

Итак, по нашим данным, зрительная депривация не влияет на 
активность АХЭ синаптосомных мембран зрительной области, а из
менения в активности мембраносвязанной АХЭ, наблюдаемые в суб
фракции С, сенсомоторной коры, в целом для области оказываются 
очень незначительными, так как последняя составляет всего 10% 
от общей активности мембраносвязанного фермента (табл. 2).

Гем не менее во фракциях сннантосом С зрительной и сенсомо
торной областей коры мозга дспривированных животных нами обна
ружена достоверно более высокая величина У. А. АХЭ, чем у конт
рольных. Ни в той ни в другой области это нс может быть обуслов
лено только мембраносвязанной АХЭ. Активность фермента в суб
фракциях С2, Сз. Сц, ио нашим данным, составляет 22, 17, 15% соот
ветственно от суммарной его активности во фракции С [10]. Даже с 
учетом недостоверных изменений общий эффект возрастания актив
ности АХЭ в указанных субфракцнях па 26, И, 18% в зрительной 
области и на 22. 29, 59% в сенсомоторной (рисунок) не превышает, 
па уровне сннантосом 11 и 19% в соответствующих областях. Поэ
тому мы предполагаем, что нарастание величины У. А. АХЭ в синап- 
тосомах может происходить за счет водорастворимых форм фермен
та, на долю которых приходится 35% от суммарной активности сн- 
наптосомной АХЭ [10].

Таблица 2 
Обшая активность АХЭ в субфракциях синаптосомных мембран 

сенсомоторной области коры мозга кролика в норме (мкмоль АХ/г ткаии-ч)

<1 р I К - М ± »» % распре-
ц.:я делении

С։ 5.28-К>.П2 ЗХ
с, 2.34 + 0.2 ч 17
‘■4
1>։

1.42 + 0.34
2.30+0.45

10
1<;

1)а 1.30+0.19 9

\
1,35+0.20
13.99

10
100

и количество опытов те же, что и в табл.IIримечание. Обозначения

Могут ли полученные данные свидетельствовать о присутствии 
АХ в синапсах проекционных нейронов в качестве М'-диатора? По 
данным литературы, при зрительной (бинокулярной) депривации у 
2-месячных кроликов выявлены признаки морфологической незрело
сти в большинстве синаптических контактов поля 17 как по строению 
активных зон [17]. так и по количеству синаптических пузырьков [18]. 
Практически отсутствует функциональная специализация (селектив
ность) нейронов полей 17 и 18 (кошка, 2.5 месяца депривации) и 
значительно снижена их электрофизиологическая, активность [2, 19. 
20]. Сравни тельные данные в этих и других работах евидеи тьству- 
ют, ч то морфологическое строение синапсов и физиологические ха
рактеристики нейронов полей 17 и 18 у деиривировапиы՝ । шютных 
к 2—2..; месяцам жизни соответствуют уровню первых 3 < "И (до 
прозревання) нормального пост натального онтогенеза 
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В свою очередь в исследованиях активности АХЭ на разных сро
ках онтогенеза показано, чго в коре больших полушарий мозга мле
копитающих (мышь, крыса, кролик) активность фермента на 7-й день 
постнатального развития не превышает 20% таковой у взрослого жн-։ 
вотного [21, 22]. Если бы АХ отражал эргичность синапсов проек
ционных нейронов, то в соответствии с данными приведенной литера
туры следовало ожидать заметного снижения активности АХЭ в ка
ких-либо субфракциях синаптосомных мембран зрительной коры де- 
прпвированных кроликов по отношению к контрольным. Подобная 
задержка возрастного развития на уровне первых дней постнаталь
ного онтогенеза—выявляется в системе нндолалкиламипов в обога
щенных нервными окончаниями фракциях зрительной коры мозга 
зрительно депривпрованных крыс и кроликов [5, 23]. При этом су
щественно, что аналогичные изменения в двигательной или «осталь
ной» коре менее выражены.

Таким образом, полученные нами данные в совокупности с из
вестными из литературы позволяют заключить, что зрительная де
привация не задерживает формирование АХЭ па ранней стадии он
тогенеза. Это в свою очередь позволяет нам утверждать, что АХ не 
является медиатором ни зрительных афферентов, пи корковых про
екционных нейронов, по крайней мере мономодальных. Результаты 
настоящей работы подтверждают вывод, сделанный большинством 
исследователей, изучавших обмен АХ в мозгу депривпрованных жи
вотных [3. 5, 6], и хорошо согласуются со сведениями о неравномер
ном распределении плотности ХАТ-позитивных волокон и терминалей 
исключительно за счет отростков из базального переднего мозга [15]. 
Скопление ХАТ/АХЭ-позитивных волокон и мускариновых мест свя
зывания в слоях основного сосредоточения проекционных зритель
ных нейронов (7, 13), по-видимому, связано с непроекцпопной функ
цией АХ-системы коры, включая волокна нейронов базальных ядер, 
в работе зрительного анализатора [14, 24, 25].

MEMBRANE-BOUND SYNAPTIC ACETYLCHOLINESTERASE 
ACTIVITY FROM NORMAL AND DARK-REARED RABBITS

ORLOVA E. I.

Brain Research Institute, National Research Center of Mental Health, USSR Academy 
of Medical Sciences, Moscow

Two and a half months old normal or dark-reared rabbits were used 
In the present study. AChE activity from synaptosome fractions (C and 
D) and synaptosome membrane subtractions (C2, C3, C4 and D։, D3, D4> 
respectively) of visual, motor and auditory cortical areas were studied 
In both experimental groups. AChE was present In all membrane frac
tions of normal rabbits but the fraction distribution was very non-uni
form in every area. It appears, that synaptic membranes of common ori
gin and similar neuronal localization are present in every subfiaction. 
Visual deprivation does not affect the membrane-bound AChE activity 
In the material from the visual cortex. This discrepancy with the litera
ture, which describes a dramatic effect of visual deprivation on projective 
neurons allows us to conclude that acetylcholine Is not the transmitter 
of projective visual neuron synapses.
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НЕИРСХИМИЛ
т. 9, № 1, 1990

УДК 576.311.347.2/3:612 6

МЕМБРАННАЯ РЕГУЛЯЦИЯ ДЫХАНИЯ МИТОХОНДРИИ И 
ГИДРОЛИЗА АТР В ГОМОГЕНАТАХ МОЗГА КРЫС РАЗНОГО

ВОЗРАСТА

ЛЕМПП1КО В. В., СТРЕЛЯНЫП С. М.

Харьковский гпсуларствепиый университет им. А. М. Горького

Исследовали функциональное состояние митохондрий мозга 1-, 3-, 12- и 24-ме- 
сячиых крыс непосредственно в гомогенатах ткани. Установлено, что с возрастом 
практически не изменяются интенсивность дыхания и степень его сопряжения с 
окислительным фосфорилированием, величина коэффициентов регуляции дыхания 
олигомпцпном и 2,1-лппнтрофеполом (ДНФ), скорость гидролиза АТР гомогена
тами в различных условиях инкубации—с "g’-> и Cei Mg։+, с ДНФ и без ДНФ. 
г C.I-+ и без Са։<-, Полученные данные свидетельствуют, что в мозгу при старе
нии не происходит существенных нарушешпТ механизма митохондриального энер
гетического сопряжения и общей активности различных систем утилизации энер
гии АТР.

Снижение функциональных возможностей организма при старе
нии часто связывают с повреждением биомембран [1. 2]. Ранее в 
нашей лаборатории были получены данные, свидетельствующие о 
том, что возрастная структурно-функциональная перестройка .мемб
ран митохондрий и эндоплазматического ретикулума печени, в том 
числе уменьшение интенсивности ПОЛ, в значительной мерс обус
ловлены изменением нейрогормональной регуляции [3, 4]. Это может 
указывать на важную, пейсмсксрную роль определенных структур 
мозга в проявлении старения периферических органов и тканей [5, 
7]. Однако характер и механизмы метаболических и структурных на
рушений нейронов при старении организма на уровне внутриклеточ
ных мембранных структур изучены недостаточно.

Предполагается, что одной из причин ограничения функциональ
ных возможностей мозга в старости является нарушение энергетиче
ского метаболизма [8, 9]. Вместе с тем. данные о возрастных изме
нениях дыхания, окислительного фосфорилирования и других свойств 
митохондриальных мембран мозга противоречивы [10—14]. Ввиду 
недостаточной изученности роли различных цитоплазматических фак
торов в регуляции окислительных процессов в мозгу представляет 
интерес более детальное изучение возрастных изменений энергетиче
ского обмена, мембранной регуляции активности дыхательной цени 
и скорости гидролиза АТР непосредственно в гомогенатах, тем более, 
что имеются данные о возможности появления в старости в ткани
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мозга ингибиторов метаболических процессов, которые теряются в 
ходе фракционирования гомогенатов [15]. -

Целью настоящей работы явилось определение оптимальных ус
ловий инкубации гомогенатов мозга, при которых в максимальной 
степени проявлялась бы зависимость скорости дыхания и гидролиза 
АТР от изменения проницаемости внутренней мембраны митохондрий 
для ионов водорода и изучение в этих условиях возрастных измене
ний активности дыхательной цепи, системы энергетического сопря
жения и АТРазпой активности.

Материалы и методы

В опытах использовали крыс-самцов липни IV istar 1-, 12- и
24-месячного возраста. После декапитации животного мозг (кроме 
заднего и продолговатого) извлекали и помещали па измельченный 
сахарозный лед (0.25 М сахароза). Охлажденный мозг продавлива
ли через пресс и гомогенизировали в соотношении 2:3 в среде сле
дующего состава: 0,25 М сахароза, I мМ трилон Б, 10 м.М трис-HCl 
буфер, pH 7,4. Время гомогенизации—30 с при 800 об/мин тефлоно
вого пестика.

Дыхание измеряли полярографическим методом в базовой сре
де, содержащей (в мМ): сахароозу—100, KCI—75, КНгРО<—10, 
MgClj—2, трис-HCl буфер—10, pH 7,4, 30 мкл гомогената. Допол
нительно в среду вносили субстраты и другие добавки в зависимо
сти от схемы опыта: 5 мМ сукцинат, 2.5 мМ малат +5 мМ глутамат 
или пируват. 1 мМ NADH, 1 мМ ЭГТА, 1 мг обезжиренного БСА 
(«Serva». ФРГ). 1 мкМ ротенон, 1 мкг олигомпцина. 20 мкМ цито
хром С, 25, 50 и 75 мкМ 2,4-дпнитрофенол, 400 мкМ ADP. Общий 
объем среды—0,84 мл.

АТРазную активность измеряли потенциометрическим методом 
по скорости закисления среды инкубации [16]. Состав среды инку
бации: 100 мМ сахароза, 75 мМ КС1, 3 мМ трис-HCl буфер. pH 7,5, 
150 мкМ ЭДТА. 30 мкл гомогената, при общем объеме—1,68 мл. До
полнительно в среду вносили в зависимости от схемы опыта 1 мМ 
АТР (при измерении активности без экзогенного М»21 ), 1 мМ АТР + 
1 мМ MgCI2 или СаС13. 50 мкМ ДНФ. 4 мкг олигомпцина. Для ка
либровки шкалы в полную систему вносили 120 мкМ КН2РО« с 
каждой добавкой.

Все измерения проводили при температуре 37°. Белок измеряли 
но Lowry и соавт. в модификации Miller [17].

Результаты исследования

Изучение функционального состояния митохондрий непосредст
венно в гомогенатах мозга представляет определенные трудности, 
связанные с наличном в такой сложной системе жирных кислот и 
жирорастворимых низкомолекулярных соединений, попов < п’~ и дру. 
гих компонентов, способных вызывать разобщение нти даже инги
бирование дыхания. Ряд методических трудностей может быть ис
ключен введением в среду инкубации соединений, в частности БСА и 
ЭГТА, специфически связывающих указанные вещества, мешающие 
изучению системы энергетического сопряжения митохондрий.

На рис. I. а приведены четыре варианта кривых потребления 
кислорода гомогенатами мозга при окислении глутамата с малатом 
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в средах, отличающихся наличием БСА и ЭГТЛ. Видно, что наличие 
этих соединений.в среде обеспечивает достаточно высокие значения 
дыхательного контроля, порядка (։, коэффициента ингибирования 
фосфорилирующего дыхания олнгомицином (Ко), порядка 10, и коэф? 
фициента стимуляции олигомниинрезистснтного дыхания разобщи
телем (Кр), порядка 10—12.

Рис. I. Кривые потребления кислорода при окислении глутамата с малатом (а) и 
гидролиза АТР (б) гомогенатами мозга крыс при различных условиях инкубации. 
а: I—без БСА и ЭГТА, 2—с ЭГТА, 3—е БСА, 4—с БСА и ЭГТА; б: 1—без Мя2 +

2- с Му’+, 3-е Са’+ без Мг’+

Изучение возрастных изменений дыхания гомогенатов было про
ведено для двух вариантов условий инкубации—с БСА и без него— 
в средах, содержащих ЭГТА. Учитывая, что БСА может связывать 
олигомнцин и разобщитель, уменьшая их действующие концентрации, 
олигомнцин добавляли с некоторым избытком, но в обоих средах 
в одинаковом количестве, а ДНФ вносили в виде трех последова
тельных добавок до конечных концентраций 25, 50 и 75 мкМ. В рас
чет принималась максимальная скорость разобщенного дыхания, ко
торая при окислении пирувата с малатом, а также сукцината наб
людалась при 25 мкМ ДНФ в среде без БСА и при 50 мкМ ДНФ— 
в среде, содержащей БСА.

Как видно из данных, приведенных в табл. 1, интенсивность ми
тохондриального дыхания в состоянии 3 по Чансу в гомогенатах моз
га практически не изменяется при старении крыс независимо от суб
страта окисления. Не наблюдалось снижение скорости потребления! 
кислорода и в разобщенном состоянии при окислении сукцината пли 
глутамата с малатом, однако при использовании пирувата с мала
том проявлялось отчетливое, хотя и небольшое, уменьшение скоро- 
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стп окисления между 1- и 3-месячным возрастом. По-видимому. в 
пубертатный период развития реализация максимально։։ активности 
дыхательной цепи лимитируется активностью переносчика аденин- 
нуклеотидов. Вероятность того, что его активность в данном случае 
частично заингибирована жирными кислотами можно исключить по

Интенсивность дыхания гомогенатов мозга крыс разного возраста
в метаболических состояниях митохондрий 4 и 3 по Чансу

и разобщенном состоянии (Зр) в средах с БСЛ (֊։•) 
и без БСЛ (—) (п = 13+24)

Таблица 1

.че гасили* 
ческое

состояние
Субстрат БСА

Интенсивность дыхания , патом 0 мг белка . мин
окисления 1 месяц 3 месяца | 12 месяцев 24 месяца

Состояние 4 глутамат 11,2+0.4 10.8+0.4 10.3+0.4 9,9+0.4
-4- малат — 14.3+0,6 14.4 + 0.4 13.5+0.5 13.0+0.5
пируват -р 12,5+0,4 11.2+0.4 10.41-0.2 10.5+0.5
-{-м»л 1Т — 16.7+0.6 14.7+0.5 13.8+0.4 13,7+0.5
сукцинат -и 16.7+0,4 16.4+0.5 15.4+0.5 15,2+0.8

— 22.3+0.6 21,2+0.5 21.1+0.7 19.5+0,7*
Состояние 3 ։лутамя г 66.04-1.1 64.0+2.0 бб.о-ььз 63,0+1. 1

малчт — 61.6+1.7 63.3+1,4 62.0+1.5 58.0+1.8
пируват 68.04 2.0 67.0+2.5 <■2-3+1.5 65.6 1.3
4- малат —— 67.0+1.7 62-8+2.8 63.0+1.2 бЗ»б~Ь1 «8
сукцинат 4 56.2+1,4 57,5+1.3 53.2+1.5 54.3+2.0

-- 56.3+1.4 56,5+1.5 54»7;Н »6 52.5+1.3
Состояние глутамат 69,5+2.3 66.0+2.2 67.8+2.0 62.5+1.6

Зр л- малат — 65.2-2.6 68.1 + 1 .8 63.6+2.6 62.6+1.6
пируват 76,1+2.9 68.2+2.7’ 64 .3+1 -6* 64.1+1.9’
-г малат 79,6+3.8 66.8+3.4* 64.6+1,9* 64.4+2.0’
су к ։։ и и ат т* 51,8+1.3 52.4+1.5 49.1 + 1,7 49.1+1,9

52.2+1.4 50.7+1.3 49.0+1.5 46.9+1.5

Примечание. *р<0,05 по отношению к данным для 1-месячного возраста.

той причине, что наличие БСЛ в среде инкубации не оказывало су
щественного влияния на интенсивность дыхания в состоянии 3 ни в 
одной из возрастных групп животных. Вместе с тем, скорость потреб
ления кислорода в состоянии 4 но Чансу значительно снижалась при 
наличии в среде инкубации БСЛ (табл. 1), что, вероятно, объясняет
ся связыванием каких-то эндогенных разобщающих факторов, воз
можно, свободных жирных кислот, но не ингибированием дыхатель
ной цепи. Степень уменьшения интенсивности дыхания в состоянии 
4 при добавлении в среду инкубации БСЛ практически не различа
лась для разных возрастных групп и субстратов окисления и состав
ляла 31 + 1 %.

Как видно из приведенных данных (табл. !), интенсивность ды
хания в состоянии 4 в гомогенатах мозга старых крыс была достовер
но ниже, хотя и не значительно, по сравнению с 1-месячными, что 
относится прежде всего к окислению сукппната и пирувата с мала
том в среде без БСЛ. Сходные данные были получены и для олиго- 
мицинрсзистептного дыхания (рис. 2). П<> ви димому, одной из при
чин этого факта является повышенная копнен грация эндогенных раз
общающих факторов, которые легко связываются БСЛ. в гомогена
тах 1-месячных крыс.

Величина дыхательного контроля (ДК) при окислении глутама
та с малатом гомогенатами мозга 12- и 24-месячпых крыс в среде с 
БСА (табл. 2) была выше, чем у 1- и 3-месячных. При окислении 
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пирувата с малатом в среде с БСА максимальные значения ДК наб
людались у старых животных. В среде инкубации, не содержащей 
БСА, величина ДК была ниже, чем в среде с БСА. но и в этих ус
ловиях у 12- и 24-месячных крыс она была выше, чем у 1-месячных. 
При окислении сукцината возрастных различий ДК не наблюдалось.

Таблица 2 
Дыхательный контроль, коэффициент ингибировании дыхания 

олнгомицнном (Ки) и коэффициент последующей стимуляции дыхания 
разобщителем 2.4-динитрофенолом (Кр) в гомогенатах 

мозга крыс разного возраста (п = 134-24)
Измер. 
пара
метр

Субстрат 
окисления

вел Величина измеряемого параметра ио позра.там
1 месяц 3 месяца | 12 месяцев | 24 мест а

ДК глутамат 6.0+0-2 60+0.1 6.6+0.2— 6-5 +0,2«
4- малат — 4-0+0.1 4.4+0. Г 4.7+0.2' 4-5+0.1»
пируват 5.5+0.1 6.0+0.2 6.0+0.1’ 6-4+0-3*

М'ЛЗТ - 4 .0+0.1 4.3+0.2 4-6+0.1- 4.7+0.1-
сукцинат ֊1- 3.4+0.1 з.5+0.1 3.5+0.1 3-6+0-1

2.5+0.1 2.6+0.1 2.4+0.1 2-7+0.1
К, глутамат ։ I _ 9-8 • 0.9 10.8+1,1 10-4+0.9 11.7+1.0

малат —— (>.3+0.5 5.9+0.4 7.6+0.8 6.9+0.5
пируват 4՜ 9.5+0.7 9.5+0.6 9.5+0.7 10.2+0.7
-г малат — 6.5+0.5 6,5+0.1 6.7+0,4 7-1+0.4
сукцинат -1- 4.3+0.3 4,4+0.4 4.4+03 4.5+0.3

3.1+0.2 3.2+0.2 3.7+0,3 з.6+0-2
Кр глута ат 10,4+1.1 11.3+1,3 10.7+0,9 12.3+1.3

4- малчт — 6.7+0.6 6.4+0,5 7.5+0-7 7.5+0.6
пируват •р 10.5+0.7 9.7 т 0-6 9.8+0.7 10-1+0.7
4- малат — 7.5+0.5 6.8+0.4 6.8+0-3 7.2-1-0.4
сукцнн .т 4- 4,0+0.2 4.0+0.3 4-0+0.2 4-2+0.3

—- 2.9+0.14 2.9+0.2 3.3+0-3 3.2+0.2

Примечание. *р<0,02
•’<0,05 по отношению к

по отношению к данным для 1-месячного
данным для 3-месячного возраста.

возраста,

Значения коэффициентов ингибирования фосфорилирующего ды
хания гомогенатов мозга старых крыс олигомицином (Ко) были не 
ниже, чем у молодых. Сказанное в равной степени относится и к 
коэффициенту стимуляции олигомицинрезистснтного дыхания разоб
щителем динитрофенолом (Кр) (табл. 2).

Интенсивность дыхания гомогенатов мозга крыс разного возраста 
в различных условиях инкубации при последовательном внесении 

добавок NADH, ротенона, сукцината, 2,4-динитрофенола и цитохрома С (п=8)

Таблица 3

Условия инкубации 
(последовательное ине 

сение добавок)

|цтенс11вность дыхания, патом 0 м- белка.мин
1 месяц 3 месяца 12 месяцев 24 ме- яца

п о еннь’е суб тр!ты 
֊1- ИАОН
4- ротенон
4՜ сук 1 пат, ротенон 
+ ДНФ
4 цитохром

II.3+0.6 
17-6+0.4

22.7+0.5
60.8+1.7
62 0 + 1.9

9.6+0.7 
1։-.1+1.0

22.6+1.1*’
59-4+3-2
64-3+3.0

9.3+0.7՞ 
15.6+0.6-

20.1+0.8* 
5՝. 0+3-0
61 .0+3-1

8-1+0.7* 
14-0+1 -0*

18-9+0.8' 
53.9+2.9 
.'8.4+2-7

Примечание. *р<0,05 по отношению к данным для 1-месячного возраста,
*тр<0|02 по отношению к данным 24-месячного возраста.
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При другой схеме регистрации дыхания определяли скорость 
окисления эндогенных субстратов, .МАГИ՜!, .ан-м. лослс нрак1ически 
полного ингибирования дыхания ротеноном, измеряли скорость окис
ления сукцината, без и в присутствии ДНФ, а также после добав
ления экзогенного цитохрома С. Результаты приведены в табл. 3. 
Как видно из полученных данных, в гомогенате мозга 1-месячных 
крыс несколько повышена скорость окисления эндогенных субстра
тов, тогда как добавка Н'АОН приводит к одинаковому приросту ско
рое-. п поглощения кислорода во всех возрастных группах. Полное 
штибировапис дыхания ротеноном свидетельствует о том, что в ми
тохондриях мозга роль внешнего пути окисления ЫАОП незначитель
на. Возрастная зависимость скорости окисления сукцината при дан
ной схеме опытов не отличалась от предыдущей. Добавление цито
хрома С не приводило к существенному повышению активности ды;< 
дательной цепи, что не позволяет говорить о сколь-нибудь значнтель-

Рч<. 2. Интенсивность олигом ициврезистентного дыхания (Уо) гомогенатов мозга 
крыс разного возраста (патом О/мг белка-мии) п=|3 : 24. I. 2—при окислении пн- 
рувата+малата; 3, 4—при окислении сукцината; 2. I и среде без БСА; I. 3—в сре

де с БСА
Рис. 3. АТРазная активность (А) гомогенатов мозга крыс разного возраста (патом 
Фн/мг белка-мин; п=5֊-6). 1—в среде без Мд’* и ЛИФ; 2—в среде без Му2 * , с 
ДНФ; 3—олигомицинрезнстентная в среде без Мя2 е ЛИФ; 4—олигомнцинчупет- 
вительиая в среде без М՛-21, с ДНФ; 5—в среде с Д'ц* и ДНФ; 6—в среде с Са2+ 

и ДНФ

ном повреждении внешней мембраны митохондрий в процессе гомо
генизации мозга.

Изучение скорости ферментативного гидролиза АТР в гомогена
тах мозга крыс разного возраста исследовали в средах, различаю- 
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ЩИхся наличием М2։+ и Са։+\ Схемы разных постановок опы
тов при регистрации АТРазной активности показаны на рис. 1, б. В 
средах с М«2 ՛ или Са’+ величина активности почти втрое превыша
ла таковую в среде без этих ионов. В среде без МД՜ гидролиз АТР 
■осуществляйся почти всецело олигомищинчувстнительной Н+ -АТР- 
азой митохондрий с участием матриксного эндогенного МД՜. Надо 
отметить, что в гомогенатах сердца, например, величина ДНФ-стиму- 
лируемой олигом ицинчувствительной активности в среде без р- 
была не ниже, чем в среде с Мц2+ [18]. Такие же данные были по
лучены и для гомогенатов печени. Сказанное для гомогенатов серд
ца и печени справедливо и для гомогенатов мозга, поскольку данные 
согласуются со скоростью фосфорилирующего дыхания, и тем более, 
важно для избирательного измерения ялигомицинчувствительной Н+՜ 
АТРазной активности митохондрий, что в гомогенатах мозга, в от
личие от сердца и печени, в средах с М§2+ проявляется очень высо-- 
кая скорость гидролиза АТР другими АТРазами, ввиду известной 
специфичности тканей.

Как видно из данных, приведенных на рис. 3, общие МеД- и 
Са։֊( -зависимые АТРазные активности гомогенатов мозга в средах 
с ДНФ не изменяются с возрастом крыс и практически не различа
ются между собой. Не выявлено также существенных возрастных раз
личий АТРазной активности и в среде без М§2т, как общей ДНФ- 
стнмулируемой, так и ее олигомицинчувствительной составляющей; 
Надо лишь отметить несколько более высокий уровень этих активно
стей в среднем возрасте крыс. В среде без и без ДНФ АТР- 
азная активность, в том числе и олигомицинчувствительпая, тоже не 
зависела от возраста крыс. Поскольку величина последней в указан
ных условиях измерения всецело определяется проницаемостью внут-. 
ренией мембраны митохондрий для ионов водорода, приведенные 
Данные не позволяют судить о сколь-нибудь значительны^՜структур
ных нарушениях мембраны при старении организма.

Оосуждение результатов

Нейроэндокринный подход к анализу механизмов старения жи
вотных и человека является, очевидно, наиболее всеобъемлющим и 
последовательным, поскольку включает в себя системный, клеточный 
и субклеточный уровни исследований, а также позволяет принимать 
во внимание влияние факторов окружающей среды [7]. Многие воз
растные нарушения физиологических функций и структурно-метабо
лические особенности клеток периферических органов могут быть 
объяснены изменением нейроэндокринной регуляции. В этой связи 
представляет интерес выяснение механизмов старения самой нервной 
ткани. В работах некоторых авторов высказывались предположения 
о том, что нарушение биоэнергетических процессов в нейронах может 
быть одной из важных причин старения, снижения устойчивости ор
ганизма к стрсссорпым воздействиям [8, 12], на том основании, что 
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при старении значительно снижается активность дыхательной цепи 
[8, 12] и содержание цитохромов в митохондриях [12]. По данным 
других исследователей (см. ссылки к работе Chiu, Richardson [8]), 
при старении снижается и содержание самих митохондрий в клет
ках. Это должно было бы приводить к снижению интенсивности тка
невого дыхания еще более значительному, чем для изолированных 
митохондрий. Однако, как видно из полученных данных (табл. 1, 3), 
существенных изменений скорости потребления кислорода гомоге
натами ткани мозга при старении крыс не происходит.

В работе [19] не было обнаружено возрастных различий интен
сивности дыхания синаптосомной фракции гомогенатов мозга при 
окислении глутамата, сукцината или ц-кетоглутарата. Нс обнаруже
но значительных изменений активности дыхательной цени и дыха
тельного контроля митохондрий мозга при старении мышей [10]. 
Вместе с тем, при отсутствии различий в величинах дыхательного 
контроля и коэффициента фосфорилирования в митохондриях мозга 
2- и 24-месячных крыс [13, 14], у старых животных наблюдалось 
уменьшение скорости окисления глутамата или глутамата с мала
том.

Об отсутствии существенных возрастных изменений активности 
систем утилизации энергии АТР в мозгу крыс свидетельствуют по
лученные данные (рис. 3) об относительной стабильности различ
ных АТРазных активностей: Mg2>,Ca։՞- зависимых, ДИФ-акти- 
впруемой олиго.мицинчувствитсльной и активности, контролируемой 
структурным состоянием, а именно ионной проницаемостью внутрен
ней мембраны митохондрий. Эти данные не позволяют предполагать, 
что в мозгу старых крыс митохондриальные мембраны более повреж
дены, чем у молодых, тем более, что скорость генерации свободных 
радикалов этими органеллами с возрастом сильно снижается [19], 
а интенсивность свободнорадикального окисления липидов в гомоге
натах мозга по меньшей мере нс повышается [20]. Не выявлено раз
личий Mg2 ՛՛-АТРазной активности гомогенатов и Mg- , ДНФ-АТР- 
азной активности митохондрий мозга 0—8 и 24—26-месячных крыс 
[11, 21]. С возрастом нс происходит снижения Na , К''-АТРазной 
активности микросом мозга [5].

Вместе с тем, имеются данные о том, что при старении проис
ходит снижение скорости поглощения синаптосомами старых
крыс, что связано с уменьшением активности системы транспорта 
Са2՜ в митохондриях [22—21]. Предполагается, что этим можно 
объяснить ухудшение памяти, способности к обучению и нарушение 
нейроэндокринной регуляции физиологических функций в старости. 
Принимая во внимание результаты настоящей работы и данные дру
гих исследователей об отсутствии существенных возрастных измене
ний активности дыхательной пени, степени сопряжения дыхания с 
окислительным фосфорилированием, а также общей активности сис
тем утилизации энергии АТР и мозгу, можно сделать вывод.что от
меченное в литературе уменьшение активности системы транспорта 
Са2՜1՜ в митохондрии при старении крыс весьма специфично [22, 24], 
что механизмы старения мозга реализуются более отчетливо на уров
не регуляторных систем, в частности на уровне Са2- -регуляции 
энергетического обмена, чем путем повреждения непосредственно био
энергетических механизмов, что согласуется с выводом о гормональ
ной обусловленности возрасти и структурно-функциональной пере
стройки биомембран периферичеч ют тканей [3].

54



MEMBRANE REGULATION OF MITOCHONDRIAL RESPIRATION 
AND ATP HYDROLYSIS IN BRAIN HOMOGENATES OF RATS 

OF VARIOUS AGE

I.EMESIIKO V. V.. S RE.'.YANY S M.

A. M. Gorky Stale University, Kltaikov

Functional stales or brain mitochondria of 1-, 3-. 12-and 24-months 
old rat< were examined directly in tissue homogenates. We iound that 
respiration Intensity, the extent of oxidative phosphorylation coupling, 
and the coefficient ol respiration control by oiigomycin and 2,4 DNP 
as well as the rale of ATP hydrolysis were practically age-independent 
under different conditions of homogenate incubation (with or without 
Mgs+, DNP or Ca’+). The data obtained do not point out to any essen- 
:iai disturbance of mitochondrial energy coupling mechanism anil overall 
ictlvity of various A I P utilization systems in aging rat brain.
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МОДИФИКАЦИЯ ЛИ11ИДНОЙ КОМПОНЕНТЫ НАРУЖНЫХ 
МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ МЕМБРАН ГОЛОВНОГО МОЗГА 

МЫШЕИ И КИНЕТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ МЕМБРАНОСВЯЗАННОЙ 
МАО ПРИ ИЗМЕНЕНИИ АКТИВНОСТИ 

СЕРОТОНИНЕРГИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ ВВЕДЕНИЕМ
АНТИОКСИДАНТА

ЛЮДОЧКИНА Е. ЛЕ, БОРОВОК И. В., БУРДАКОВА Е. Б. 

Институт химической физики АН СССР, Москва

При облегчающем активацию серотонинергической системы действии антиок
сиданта ионола изучены изменения липидов наружных митохондриальных мемб
ран головного мозга мышей и кинетических свойств мембраносвязанной МАО. Че
рез 18 ч после внутрибрюшинного введения ионола в дозе 20 мг/кг увеличиваются 
соотношения фосфол ппнды/белок, фосфол ни иды/общие липиды, снижается уровень 
холестерина, уменьшается мнкровязкость липидного бислоя (оцененная методом 
спинового зонда); происходит интенсификация ПОЛ; несколько изменяется про
центный состав фосфолипидов.

В то время как субстратная зависимость скорости реакции дезаминирования 
тирамнна подчиняется кинетике Мн.хаэлнса-Ментсп, в случае серотонина наблюда
ется сложная зависимость начальной скорости реакции от его концентрации и в 
опыте, и в контроле. Это проявляется в наличии промежуточного плато на началь
ном участке и двух максимумов—при низких и высоких концентрациях субстрата, 
связанных с присутствием двух типов МАО—А и Б. Для обоих типов фермента 
отмечается субстратное ингибирование, степень которого в опытных пробах мень
ше, чем в контроле. Для Л1АО типа А в опыте имеет место сдвиг субстратной за
висимости в область более высоких концентраций серотонина. Для МАО типа А 
установлено, что при низких концентрациях субстрата скорость реакции в опыте 
ниже, чем в контроле, при высоких—наоборот. Особенности субстратной зависи
мости для серотонина объясняются с точки зрения наличия на мембране связываю
щих серотонин участков («рецепторов»), способных при связывании лиганда ока
зывать влияние на свойства фермента, локализованного в их окружении. Измене
ния свойств липидной фазы наружных митохондриальных мембран и кинетического 
поведения Л1АО обсуждаются с точки зрения их вклада в осуществление серото
нинергической передачи.

Данная работа является частью исследовании роли липидов кле
точный мембран как модулятора активности серотонинергической 
нейромедиаторной системы. Предыдущие работы [1, 2] посвящены 
изучению роли липидов нервных окончаний (фракции сипаптосом 
головного мозга мышей), где сосредоточены собственно процессы 
восприятия и трансдукции серотонинового сигнала. Показано, что при 
ингибировании и активации серотониновой системы, оцениваемым по 
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соответствующим поведенческим тестам, имеют место 'существенные 
изменения в составе и структуре липидной компоненты, причем эти 
изменения нс просто сопровождают процесс трансмиссии, а включены 
в него и являются для него существенными.

Не менее важными для функционирования серотониновой сис
темы этапами являются процессы синтеза и деградации медиатора. 
Основным путем деградации серотонина является его окислительное 
дезаминирование МАО наружных митохондриальных мембран.

Целью настоящей работы было изучение роли состояния липид
ной компоненты этих мембран в функционировании локализованной 
в них МАО при изменении активности серотонинергической системы. 
В качестве воздействия, модулирующего активность этой системы, 
использовали антиоксидант (АО)—ингибитор свободнорадикального 
ПОЛ 4-метил-2,6-дитретбутилфенол (ионол).

Материалы и методы

В работе использовали 320 беспородных мышей массой 18—23 г, 
содержавшихся на общевиварном рационе.

Ионол вводили внутрибрюшинно в дозе 20 мг/кг в дистиллиро
ванной воде. В качестве солюбилизатора использовали твин-80.

Для выделения митохондрий мышей быстро декапитировали, из
влекали головной мозг и помещали на лед. Гомогенизацию и все 
дальнейшие операции проводили при 4°.

Митохондрии выделяли методом дифференциального центрифу-/ 
гирования с очисткой от синаптосом в градиенте плотности сахарозы 
[3J. Наружные мембраны митохондрий выделяли, используя осмо: 
тический шок и центрифугирование в градиенте плотности сахарозы 
[4] ■

Содержание белка определяли по методу Lowry и соавт. [о], ис
пользуя в качестве стандарта ВС А.

Экстракцию липидов проводили методом, описанным Кейтсом 
[6].

Антиокислительиую активность липидов определяли, используя 
метилолеатную окислительную модель [7].

Состав фосфолипидов наружных митохондриальных мембран оп
ределяли методом ТСХ на силикагеле. В качестве системы раство
рителей использовали смесь хлороформ:мстанол:уксусная кислота: 
вода (50:30:8:4). Количество отдельных фракций фосфолипидов оце
нивали по содержанию Pi в снятых с пластинок пятнах [8].

Содержание общего холестерина в липидах определяли спектро- 
фотометрически [9].

Мерой микровязкости липидной фазы наружных митохондриаль
ных мембран было время корреляции вращения (J-) спинового зон
да, представляющего собой меченную по карбоксильной группе нит- 
роксильным радикалом жирную кислоту с цепочкой из 8 атомов уг
лерода. Регистрацию спектров ЭПР проводили на ЭПР-спектрометре 

< Вгикег» (ФРГ). -с рассчитывали по формуле для быстро вращаю
щихся зондов [Ю]:

^. = 1 ,65 • ДН • Ц ЦГ1-1 — ' Ю-10с с юте
I ։ и I j —интенсивности низко- и высокопольной компоненты диф
ференциального спектра поглощения, АН (гаусс) — расстояние между 
экстремумами низкопольпой компонен!ы.

Активность МАО определяли в митохондриях мола мышеи (суб

58



страт—серотонин гидрохлорид) по количеству выделившегося в ре
зультате реакции аммиака без его предварительной отгонки по ме
тодике, описанной нами в предыдущей работе [II]. Очищенную фрак
цию митохондрий суспендировали в 50 мМ фосфатном буфере (pH 
7,6). Реакцию проводили в пробирках с пришлифованными пробка
ми. Окисление вели кислородом воздуха при 37°, постоянно встряхи
вая. Среда инкубации содержала 0,5 мл суспензии митохондрий 
(0,5—0,7 мг белка), 0,3 мл фосфатного буфера. Реакцию начинали 
добавлением 0,1 мл раствора субстрата серотонина в том же буфере. 
Для фиксации реакции в среду инкубации (0,9 мл) добавляли 0,5 
мл этанола («Merck», ФРГ). Белок осаждали центрифугированием 
(3000 об/мин, 10 мин), к супернатанту, количественно отделенному от* 
осадка, добавляли 50 мкл реагента (раствора, содержащего в этом 
объеме по 10 мкмоль о-фталевого альдегида и 2-меркаптоэтанола). 
В «слепые» (или «нулевые») пробы этанол приливали до добавления 
субстрата. Пробы, закрытые пробками, оставляли на 2 ч в темном 
месте, после чего измеряли флуоресценцию при лв„3б. =413 нм, /֊цС11.= 
480 нм. Для снятия калибровочных кривых использовали сернокис
лый аммоний (ос. ч), который добавляли в «слепые» пробы, чтобы 
учесть влияние на флуоресценцию веществ, содержащихся в суспен
зии митохондрий. По соответствующим калибровочным кривым оп
ределяли количество выделившегося в реакции аммиака и рассчи
тывали активность фермента. Изучение кинетических кривых выде
ления аммиака в описанных выше условиях инкубации показало, что 
для корректного расчета начальной скорости реакции время инкуба
ции нс должно превышать 5 мин. При определении активности МАО 
все реактивы готовили на бидистиллированной воде.

Активность МАО наружных митохондриальных мембран с ти- 
рамином в качестве субстрата определяли методом изотермической 
отгонки выделившегося в результате реакции аммиака с последую
щей несслеризацией [20].

Результаты и обсуждение

В предыдущих работах мы показали, что предварительное ввс-. 
денис АО облегчало активацию серотонинергической системы п-хло- 
рамфетамином (п-ХА) [1, 2]. Активирующее действие п-ХА прояв
ляется в возникновении специфического серотонинергического синд
рома встряхивания головой у мышей [1]. На фоне предварительно 
введенного за 18 ч до п-ХА ионола этот синдром усиливался в 1.5 
раза (35,7±1,6 встряхиваний в мин после тестирующего введения 
п-ХА по сравнению с 23,7±1,7 у животных, нс получавших ионол) 
[П- Для выявления вклада липидной компоненты мембран в измене
ние активности серотонинергической системы через влияние на функ
ционирование МАО мы изучали следующие за введением ионола из
менения в составе и структуре липидной фазы наружных мембран 
митохондрий и изменения в кинетическом поведении МАО.

В табл. 1, 2 приведены данные об изменениях в липидах наруж
ных мембран головного мозга мышей, наблюдавшиеся через 18 ч 
после введения 20 мг/кг ионола. Из таблиц видно, что после ука
занного воздействия при практически нс изменившемся соотношении 
липиды/бслок наблюдается существенное увеличение соотношения фос 
фолипнды/бслок и двукратное увеличение содержания фосфолипидов 
в общих липидах. Содержание холестерина значительно падает, су-
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Таблица 1
Изменение содержании фосфолипидов в наружных мембранах 

митохондрий головного мозга мышей через 18 ч после 
внутрибрюшинного введения \-метил-2.6-дитретбутилфенола (ионола) 

в дозе 20 мг/кг

Примечание. В таблице представлены данные 1-х опытов;

Содержание фосфолипидов

Фракции 
фосфолипидов

՛•<, от суммы фосфОД 1 ПИДОВ мне Р,- мг белка

"'КОНТ- о и.։т
опыт : ко гг ОПЫТ

ОПЫТ
р •.։։• контроль роль контрол

Сфингомиелин 1 '..5+0,3 11.7-1.1 0,94 2.2 0.7 4-5+0.4 2,0*
Фосфатидилхолин
Фосфатндилинознт-

ззлнч.ь 32.3 гЗ-9 0.95 6.2+0,9 10-8+1.8 1.7’

фосратидилсерни 1 1 3 1-1.7 10.5+1 3 1-3* 2.6+0,7 6,8+0.5 2.6‘
Фосфатидилэтяполам и
Кардиолипин • фосф а

2ч.3^ 27-9+1.7 0,98 б.бт0,3 9Л±0.5 1.7-

п։дная кислота
Сумма фосфолан идол

8-7 1-1,2 7 1+) 6 0.81 2.0+0.2
18.2+2,3

2.2+0,1.
34,1 +3,х

1,1
1.)’

трольным животным вводили Твин-80 (2%-ный раствор).
*—р^0,05, *♦—кон-

Таблица 2
Изменения в липидной компоненте наружных мембран митохондрий 

головного мозга мышей через 18 ч после внутрибрюшинного 
введения 4-метил-2,6-дитретбутилфенола (ионола) в дозе 20 мг/кг

Примечание. В таблице

11араметры Контрол:. Опыт Опыт
Контроль

фосфолип ды . мкг Р ,
10.7+2.5 21,3+1.1 2.0*общие лчп ты \ мг

фосфолипиды ..мкг Р .
белок ( ш- 1

общие лини.ня

18,2+2,3

1-7+0,2

1,9*

0,94

34,1+3,8

1 >6+0,2(ап М1) 
белок

хллесгер гн
58+6 36,5+4,5 0,63■ ' (ММ М1 )

<>6111112 Л МИДЫ

о ։егтерип 0.26-! 0,03 0,1+0,02 О.Зо*. , ■ (м ՝ :ь м >.:ь)фо. фэл пи и.1
микровязкост., при 25'Чс ■ Юс ** 2,5+0,5 1.4+0,3 0,56*
ЛОА л и :д >; (ул. ед.>’ ** —2200 ։ 4С0 —5500+900 —3300* (опыт)

1 О ’Троль.

приведены данные 4-х опытов; *—рй50,05, **—конт
рольным животным вводили Твин-80 (2%-ный раствор),

***—зонд
АОА-антпокислите.1Ы1ая активность липидов 
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щественно снижается и соотношение холестерин/фосфолипиды. Ан- 
гшжисли гельная активноегь липидов наружных мембран митохонд
рий через 18 ч после введения ионола значительно уменьшена по 
сравнению с контролем, то есть можно предположить интенсифика
цию ПОЛ в митохондриях опытной группы. В соответствии с увели
чением содержания общих фосфолипидов наблюдается увеличение 
количества отдельных фракций в расчете на мг белка. Что касается 
процентного содержания тех или иных фосфолипидов, то для боль
шинства фракций оно практически не меняется. Исключение состав
ляют фосфатндилсерии и фосфатидилинозит, суммарное содержание 
которых в общих фосфолипидах достоверно увеличивается. Описан-, 
иым выше изменениям в составе фосфолипидов и их АОА соответст
вует и изменение структуры мембраны—микровязкость липидного 
бислоя (оцененная по ■ использованного спинового зонда) в опыте 
практически вдвое ниже, чем в контроле.

Таким образом, облегчающее активацию серотониновой систе
мы введение антиоксиданта привело к выраженным изменениям в 
ряде параметров, характеризующих липиды наружных митохондри
альных мембран головного мозга.

Будучи интегральным мембраносвязанным белком, МАО явля
ется липидзависимым ферментом, кинетические свойства которого 
зависят от состава и свойств липидного микроокружения. В рамках 
настоящей статьи, к сожалению, невозможно процитировать все ка
сающиеся этого вопроса работы. Сошлемся только па результаты 
экспериментов, в которых, как и в данной работе, модификацию ли
пидов митохондриальных мембран проводили введением н ՝ч\. АО. 
Было исследовано влияние состава и структуры липидной компонен
ты на кинетические свойства МАО наружных митохондриальных 
мембран печени при использовании в качестве субстрата тирамина 
гидрохлорида [13]. Оказалось, что важными факторами, влияющи
ми на сродство мембраносвязанной МАО к субстрату, V и на степень 
характерного для этого фермента субстратного ингибирования, яв
ляются содержание кислых фосфолипидов, степень окисленностп ли
пидов, микровязкость липидного бислоя.

Используя в качестве субстрата тирамин, мы исследовали кине
тические свойства МАО наружных мембран митохондрий мозга мы
шей после введения ионола. Оказалось, что для наружных мембран 
митохондрий мозга зависимость начальной скорости реакции от кон
центрации тирамина имеет такую же форму, как и в случае наруж
ных мембран митохондрий печени, свидетельствующую об ингибиро
вании «избытком» субстрата (рис. 1). Левая ветвь кривой подчиня
ется уравнению Михаэлиса-Ментен. Используя координаты Лайнуи- 
вера-Берка и метод Корниш-Боудена [14], получили значения V в 
контроле и в опыте 126+3 и 85+4 нмоль ИНз/мг белка в мин и К 
(4,0+0,1) X Ю 4 и (2,8+0,6)Х10 М соответственно. Процент суб
стратного ингибирования при Бп=10 мМ составлял в контроле 59%, 
в опыте—53%• Сопоставляя полученные после введения иопола из
менения кинетических параметров МАО наружных мембран мито
хондрий мозга (субстрат тирамин) с изменениями в липидной ком
поненте и сравнив их с цитированными выше данными по ферменту, 
локализованному в митохондриях печени [13], можно заключить, 
что МАО мозга и печени идентичны в плане регуляторного влияния 
липидной фазы на кинетические свойства фермента. Это касается и 
связи с содержанием кислых фосфолипидов, и влияния микровяз
кости на ■< и степень субстратного ингибирования, и трансформи
рующего влияния на активность МАО интенсификации ПОЛ.
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Показав на примере ырампна в качестве субстрата, что МАО 
в печени и мозгу идентич) ы, приступили к изучению-активности МАО 
митохондрий мозга по о।ношению к серотонину. Следует отметить, 
что при использовании тирамина определяли активность фермента в 
суспензии наружных мембран митохондрий, а при использовании се
ротонина—в суспензии целых митохондрий, имея в виду, что на по
верхности митохондрий могут существовать рецепторы для серото
нина, которые могут быть потеряны в процессе фрагментации мито
хондрий и очистки наружных мембран, а связывание серотонина с 
рецепторами может менять свойства мембран, что будет сказываться 
и на активности фермента.

Рис. 1. Зависимость начальной скорости реакции окислительного дезаминирования 
тирамина гидрохлорида МАО наружных мембран митохондрий головного мозга 
мышей от концентрации субстрата (в нмоль \’На/мг белка-.мин) 1—контроль, 2— 
опыт (18 ч после введения внутрибрюшинно мышам ионола в дозе 20 мг/кг). Среда 
инкубации содержала 1,0 мл суспензии наружных митохондриальных мембран (0,1 
мг белка), 0,6 мл фосфатного буфера pH 7.6; 0,2 мл раствора тирамина гидрохло
рида. Представлены результаты 4-х опытов. Для получения каждой точки прово

дили 3—4 параллельных определения
Рис. 2. Зависимость начальной скорости реакции окислительного дезаминирования 
серотонина гидрохлорида МАО митохондрий мозга мышей от концентрации суб
страта (в нмоль 1ЧНз/мг белка-мин). /—контроль, 2—опыт (18 ч после внутрибрю
шинного введения ионола мышам в дозе 20 мг/кг). Среда инкубации содержала 
0,5 мл суспензии митохондрий (0,5—0,7 мг белка). 0,3 мл фосфатного буфера pH 
7,6, 0,1 мл раствора серотонина гидрохлорида в том же буфере. Представлены ре
зультаты 3-х опытов. Для получения каждой точки проводили 4—6 определений 
скорости реакции. Величины погрешности среднего арифметического вычислены для 
каждой точки, но на кривых они указаны в тех случаях, когда превышают диаметр 

выбранных символов

На рис. 2 представлена зависимость начальной скорости реак
ции окислительного дезаминирования МАО митохондрий мозга мы
шей контрольной и опытной группы от концентрации серотонина. 
Амплитуда изменений скорости при изменении концентрации субстра
та, как видно из рисунка, в обоих случаях одна и та же. Это позво
ляет предположить, что количество ферментного белка одинаково в 
митохондриях опытной и контрольной групп, то есть введение жи
вотным ионола вряд ли сказалось на биосинтезе фермента. Из рис. 2 
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видно, что имеются области концентраций серотонина, где скорость 
реакции в опыте меньше, чем в контроле, есть участки, где. напро
тив, скорость реакции, катализируемой митохондриальной МАО 
опытной группы, превышает контрольный уровень. Эта разница поз
воляет сделать предположение о возможных различиях в кинетиче
ских параметрах МАО, связанных с различиями в микроокружении 
фермента.

Представленные на рис. 2 субстратные зависимости имеют очень 
сложный характер; они нс являются тривиальными, что для такого 
сложного аллостерического фермента как МАО нс удивительно. В 
литературе описаны случаи, когда авторы получали для локализо
ванной в митохондриальной мембране МАО не менее сложную суб
стратную зависимость (и именно для субстрата серотонина) [15]. 
Как в опыте, так и в контроле на кривой субстратной зависимости 
обнаружено два выраженных максимума—в области относительно 
низких и в области относительно высоких концентраций субстрата. 
С чем это может быть связано?

В настоящее время считается, что МАО в мембранах представ
лена главным образом двумя типами фермента А и Б, отличающи
мися по субстратной специфичности, то есть по сродству к соответ
ствующим субстратам. Это нс значит, что МАО типа А дезаминиру
ет только свойственные ей субстраты (в том числе и сероонин), а 
МАО Б только «свой» субстрат. Степень участия того или иного ти
па МАО в дезаминировании зависит от концентрации субстрата- 
амина [16]. Если сродство МАО А по отношению к серотонину оце
нивается К 1п примерно 0,07 мМ, то сродство МАО Б к серотонину, 
(не являющегося, как принято считать, ее субстратом)— К01 поряд
ка 2 мМ [17]. Увеличение концентрации серотонина приводит, та
ким образом, к увеличению доли участия МАО типа Б в его деза
минировании [18].

Наличие «горбов» па кривой зависимости скорости реакции от 
концентрации серотонина, на наш взгляд, нельзя объяснить иначе, 
чем дезаминированием серотонина разными формами МАО. В обла
сти концентраций серотонина 0,1—0,5 мМ функционирует, по-видн- 
мому, форма А. Следует отметить, что именно эта область отражает 
реальное содержание серотонина в головном мозгу [20]. Этот факт, 
подтверждает распространенное мнение, что в нормальной ситуации 
серотонин в мозгу дезаминируется исключительно МАО А, хотя ко
личество МАО этого типа в серотонинергических нейронах очень ма
ло [21].

Данные на рис. 2 кривые можно интерпретировать следующим 
образом. С увеличением концентрации серотонина активность МАО А 
сначала растет, затем падает, достигая минимального значения 
при Бо=О,5 мМ. Это вполне соответствует известным из литературы 
данным об ингибировании МАО высокими концентрациями субстра
та. При концентрации серотонина порядка 0,5 мМ активность фер
мента в большой степени заингибирована. При концентрациях, пре
восходящих 1,0 мМ, активность (теперь уже, по-видимому, только 
формы Б) снова возрастает, достигая максимума, затем снова наблю
дается ингибирование высокими концентрациями субстрата.

В опыте и в контроле отмечается однотипная зависимость ско
рости ферментативной реакции от концентрации субстрата. В обла
сти функционирования МАО Б кривые практически идентичны. От
личие состоит только в степени ингибирования субстратом. Из рис. 2 
видно, что в опыте опа меньше, чем в контроле. Характеризующее 
степень ингибирования отношение V при Бо=9 мМ к V при Бо = 3 мМ
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составляет в контроле 0,1, в опыте—0,28. Это соответствует получен
ным ранее данным (с тирамипом в качестве субстрата) о понижении 
степени субстратного ингибирования МАО е уменьшением микровяз
кости липидного бислоя [13].

Наибольший интерес представляет сравнение субстратных .зави
симостей для опыта и контроля в области функционирования МАО А. 
так как, как уже говорилось выше, серотонин в мозгу дезамини
руется исключительно этим типом фермента. Начальный участок по-։ 
лученных кинетических кривых, па наш взгляд, дает основание рас
ценить их как так называемые кривые с промежуточным плато, на
личие которого в субстратной зависимости описано для ряда аллос
терических ферментов [22]. Чаше всего оно обусловлено существо
ванием переходящих друг в друга форм фермента, отличающихся 
степенью кооперативности по эффектору-субстрату [22]. В каких же 
двух формах может существовать МАО типа А в мембране, чтобы 
это приводило к кривой с промежуточным плато? Нам кажется ве
роятным следующее объяснение. Помимо связывания серотонина на 
молекуле МАО (на каталитическом или аллостерическом эффектор
ном центре), может происходить связывание амина с располо
женными на митохондриальной мембране участками связывания 
(«рецепторами») серотонина. Нужно отметить, что такая возмож
ность уже допускалась для объяснения сложного кинетического по
ведения .митохондриальной МАО по отношению к серотонину [15]. 
Известно, что при связывании серотонина на митохондриальной мемб
ране меняется структура липидного микроокружения «рецептора» 
[23]. Это должно сказаться па конформации расположенных вбли
зи молекул фермента, а это, в свою очередь, скажется на взаимо
действии каталитических и эффекторных центров, то есть и на кине
тической кооперативности. Общий пул молекул фермента складыва
ется из молекул, локализованных вблизи «рецепторов» серотонина, 
и молекул, «удаленных» от них. Таким образом, мы можем иметь 
«смесь» двух форм фермента, отличающихся по кинетической коопе
ративности. Объяснив таким образом наличие промежуточного пла
то, рассмотрим различия, имеющиеся в субстратной зависимости 
МАО в опыте и в контроле. Как видно из рис. 2, различие прежде 
всего заключается в сдвиге субстратной зависимости для опыта в 
область более высоких концентраций серотонина. В соответствии с 
этим при концентрации амина меныпей 0,3 мМ скорость ферментатив
ной реакции в опыте ниже, при концентрациях, больших 0,3 мМ—вы
ше, чем в контроле. Интересно отметить, что по полученным памп 
данным (они будут приведены в другой публикации) количество се
ротонина в ткани головного мозга мышей через 18 ч после введения 
ионола в 1,5 раза превышает уровень медиатора в мозгу контроль
ных животных. Обращает па себя внимание тот факт, что сдвиг суб
стратной зависимости в опыте по сравнению с контролем таков, что, 
начиная с концентрации субстрата примерно 0,2 мМ и, по крайней 
мере, до 0,35 мМ, скорость реакции в они к՛ и в контроле одинакова 
при концентрации серотонина в опыте примерно в 1,5 раза превы
шающей контрольный уровень (а это, как говорилось выше, как раз 
реально наблюдавшееся увеличение количества серотонина в мозгу 
мышей опытной группы). Можно себе представить, что именно этот 
сдвиг субстратной зависимости позволяет реализоваться повышен
ному уровню серотонина в опыте. При дальнейшем увеличении кон
центрации серотонина проявляется, по-видимо.му, компенсаторное 
увеличение скорости дезаминирования в опыте по сравнению с конт
ролем. Таким образом, наблюдавшиеся после действия ионола изме- 
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не.чИя кинетических свойств МАО могут вносить вклад в увеличе
ние количества серотонина (см. начальный участок рис. 2—уменьше
ние скорости в опыте), реализацию действия этого увеличенного ко
личества и возвращение его к нормальному уровню (увеличение ско
рости в опыте по сравнению с контролем при «больших» концентра
циях субстрата). Какое значение могут иметь при этом изменения 
в липидной компоненте мембраны? В случае введения мышам ионо
ла мы наблюдаем уменьшение микровязкости липидного бислоя 
(табл. 2). Известно, что текучесть липидной фазы влияет на связы
вание серотонина с рецепторами на синаптосомах. Согласно концеп
ции «вертикального перемещения», с уменьшением вязкости (увели
чением текучести) уменьшается доступность связывающих участков 
для лиганда [24]. Такую ситуацию мы и имеем после введения ио
нола. Изменения в связывании серотонина отразятся на соотноше
нии форм фермента, расположенных в зоне и вне зоны действия ре
цептора. Если принять это во внимание, то не вызывает удивления 
наблюдаемый в опыте сдвиг субстратной зависимости. В изменение 
скорости реакции может вносить свой вклад изменение интенсивно
сти ПОЛ (проявляющееся в уменьшении АОА) мембранных липи
дов митохондрий опытной группы за счет уменьшения количества эф
фективных каталитических участков вследствие их трансформации) 
[20]. Известно, что интенсификация ПОЛ ингибирует рецепторное 
связывание серотонина [25], что также может проявиться в форме и 
положении кривой субстратной зависимости. Большая текучесть ли-, 
видной фазы «опытных» мембран может обеспечить меньшую сте
пень ингибирования «избытком» субстрата [13], что будет способ
ствовать нормализации увеличенного уровня серотонина.

Все вышесказанное позволяет заключить, что модификация ли
пидов митохондриальных мембран головного мозга, изменяя кине
тические свойства МАО, может вносить вклад в реализацию стиму
лирующего действия АО на серотонинергическую систему. Этим под
тверждается важная роль липидной компоненты клеточных мембран 
на различных этапах функционирования данной нейромедиаторной 
системы.

CHANGES OF MOUSE BRAIN MITOCHONDRIAL OUTER MEMBRANE 
LIPID PHASE AND KINETIC PROPERTIES OF MEMBRANE-BOUND 
MONOAMINE OXIDASE (MAO) AFTER THE ADMINISTRATION OF 

AN ANTIOXIDANT IN VIVO
MOLOCHKINA YE. M., BOROVOK N. V., BURLAKOVA YE. B.

Institute of Chemical Physics, USSR Academy of Sciences, Moscow

Changes of mouse brain mitochondrial outer membrane lipid phase 
were studied after the activation of the serotoninergic system by an an
tioxidant. Eighteen hours after the administration of ionol (20 mg/kg) 
we observed an increase In the phospholipid/protein and phospholipids/ 
total lipids ratio Th.՛ level of cholesterol decreased and lipid bilayer 
fluidity (evaluated by the spin probe technique) decreased as well. Lipid 
peroxidation Intensified and some changes in tne level of phospholipids 
Were noted. The relationship between the substrate concentration and 
the reaction rate was hyperbolic with tyramine as a substrate but a com
plex and non-standard with serotonin, I. e., the curve had a plateau 
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and two maxima- one at low and the other at high substrate concentra
tion. These maxima are attributed to two MAO types —A and B. Both 
MAO types are substrate-inhibitable, but the inhibition was less in the 
experimental group, than in the control one. After ionol Injection the 
curve shifted towards higher serotonin concentrations for MAO type A. 
Mitochondrial type A MAO of animals, which received AO, deaminated 
serotonin slower at low substrate concentrations and faster at high sub
strate concentrations as compared with control mitochondria. The type of 
substrate dependence is discussed from the point of view of a possible 
existence of serotonin „receptors" on the mitochondrial membrane. Chan
ges in mitochondrial outer membrane lipid phase and kinetic propertls 
of MAO are discussed In terms of their contribution to serotonlnergic 
transmission.
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Нейробиология трансмиттеров, модуляторов и рецепторов беспозво
ночных.

Настоящее издание содержит материалы симпозиума, вхо
дящего в рамки II Международного конгресса по нейрохи
мии, охватывающие, широкий спектр исследований нейронов мозга 
и поведения беспозвоночных животных. К ним относятся физиология, 
фармакология и локализация специфичных химических соединений, 
пептидергические механизмы, проблемы модуляции, интеграции и обу
чения, равно как и ионные каналы и внутриклеточные механизмы 
процессов, происходящих в мозгу моллюсков и членистоногих. В кни
ге обсуждаются такие 'аспекты исследования нейротрансмиттеров, 
как взаимодействие трансмиттеров и модуляторов, взаимосвязь меж
ду химическими веществами и ионными каналами, роль внутриклеточ
ных процессов в ходе и после действия трансмиттеров, равно как и 
иммунохимическое детектирование локализации трансмиттеров. Но
вые результаты, полученные с помощью простых модельных систем, 
расширяют основы знаний, полезных для понимания сходных про
цессов в НС высших животных и человека. Значительный интерес к 
рассматриваемым в сборнике материалам симпозиума вызывает и 
то обстоятельство, что они представлены широким кругом авторитет
ных исследователей из 15 стран мира.
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т. 9, № 1, 1990

УДК 547.953 + 578.089.8-13

СВОБОДНОРАДИКАЛЬНОЕ ОКИСЛЕНИЕ ЛИПИДОВ МОЗГА 
ПРИ ПОВРЕЖДЕНИИ МИНДАЛИНЫ И ТРАНСПЛАНТАЦИИ

В ПОВРЕЖДЕННЫЙ УЧАСТОК ЭМБРИОНАЛЬНОЙ 
МОЗГОВОЙ ТКАНИ

ГУЛЯЕВА II. В.. ЕРМАКОВА И. В., КУРБАТОВА М. Б..

ЛОСЕВА Е. В., ЛУЩЕКИНА Е. А. ОБИЛИИ А. Б.. ХОНИЧЕВА И. М.

Институт высшей нервной деятельности и нейрофизиологии АН СССР, Москва

В работе использовали 2 типа повреждения амигдалы у крыс: прокол стек
лянной иглой с введенном 0.1 мл физиологического раствора (I) и электрокоагу
ляцию амигдалы (II». Через 10 дней после повреждения I или через 2 месяца пос
ле повреждения II наблюдали достоверное снижение продуктов своболпораднкаль^ 
кого окисления липидов, сопровождающееся активацией перехвата супероксидных 
радикалов в гомогенатах коры больших полушарий мозга. Сходные изменения наб
людали и в сыворотке крови животных. Через I месяц после повреждения I псе 
изученные параметры были в пределах нормы. В липидных экстрактах коры боль
ших полушарий после повреждений 1 и II наблюдали снижение содержания хо
лестерина и повышение содержания фосфолипидов. Трансплантация эмбриональ
ной мозговой ткани в область повреждения усиливала все эффекты повреждения 
миндалины. Полученные результаты свидетельствуют о том, что в отдаленные сро
ки после повреждения миндалины происходят генерализованные адаптивпо-компен- 
саторные сдвиги в ткани мозга, усиливающиеся при трансплантации.

Известно, что повреждение мозга, наряду с непосредственным 
повреждающим действием, вызывает мобилизацию компенсаторно
адаптивных механизмов. Так, показано, что повреждение мозга ока
зывает эффекты, свидетельствующие о зависимом от времени после 
повреждения повышении иейротрофной активности ткани мозга [1]. 
В определенный период после повреждения мозга мышей (например, 
через 1 недолю) увеличивается выживаемость животных в условиях 
ишемического инсульта [2]. Эти и другие факты демонстрируют 
реализацию адаптивно-компенсаторных процессов в реакции орга-- 
низма па повреждение. Мозговая ткань, введенная в поврежденный 
мозг, способна усиливать в нем компенсаторно-восстановительные» 
процессы [3].

Ранее было показано, что снижение уровня свободнорадикаль
ного окисления (СРО) в мозгу и сыворотке крови является биохи
мическим коррелятом состояния адаптации животных к экстремаль
ным условиям [4, 5]. что позволяет предположить наличие опреде
ленных компенсаторных сдвигов СРО при компенсаторно-регенера
тивных процессах после повреждения мозга. Задачей настоящей ра'- 
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боты была оценка состояния СРО липидов мозга при повреждении 
миндалины и трансплантации в поврежденный участок эмбриональ
ной мозговой ткани.

Материалы и методы

Эксперименты проводили па 70 белых беспородных крысах-сам
цах (масса к началу эксперимента 150—200 г). В работе использо
вали 2 типа повреждения мозга: 1) односторонний прокол стеклян^ 
ной иглой диаметром 0,8 мм с введением 0,1 мл физиологического 
раствора в область миндалевидного комплекса; 2) обширное двусто? 
ровнее удаление миндалины коагуляцией (ток 3,0 мА, 25—30 с). Ча-, 
сти животных с повреждением миндалины одновременно с введением 
физиологического раствора вводили 0,1—0,2 мм3 мозговой ткани из 
области миндалины 18—20-дневных эмбрионов крыс. В случае элек
трокоагуляции трансплантацию проводили через 5 дней. Все опера
ции производили стерсотакспчески под нембуталовым наркозом 
(40 мг/кг массы внутрибрюшинно). Правильность повреждения или 
удаления миндалины, а также приживление трансплантата подтверж
дали морфологически.

Животных декапитировали через 10 суток или 1 месяц после 
прокола и через 2 месяца после коагуляции. Выделяли кору боль
ших полушарий, в гомогенатах которой определяли содержание про
дуктов СРО, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой (ТБК) [6], 
диеновых конъюгатов и кетодиенов [7], а также супероксиддисму
тазную активность [8]. В липидных экстрактах мозга [9] измеряли 
содержание флюоресцирующих продуктов СРО [10], антиокисли- 
тсльную активность в кумольной модели [11], содержание холесте
рина и фосфолипидных фракций [12]. В одной из эксперименталь
ных серий дополнительно определяли содержание ТБК-активных 
продуктов [6], конъюгированных диенов и детодненов [7] и нефер
ментативную супероксндперехватываюшую активность [8] в сыво
ротке периферической крови.

Результаты исследования

В табл. 1 представлены данные о содержании в коре больших) 
полушарий продуктов СРО и супероксиддисмутазной активности, а 
также характеристики липидного состава ткани мозга у крыс, взя
тых через 10 суток после прокола мозга и через 2 месяца послед 
электрокоагуляции. Видно, что в обоих случаях повреждение мозга 
вызывает снижение уровня продуктов СРО. сопровождающееся ак
тивацией перехвата супероксидных радикалов. Трансплантация в 
поврежденный участок՜ эмбриональной мозговой ткани усиливает эти 
изменения (исключение составляет лишь уровень кетодиенов). В се
рии исследований с электрокоагуляцией миндалины дополнительно 
исследовали уровень СРО в сыворотке крови (табл. 2). Содержание 
ТБК-активных продуктов в сыворотке крыс с коагуляцией миндали
ны составляло 54.5. а с трансплантацией—16.7% от контрольного 
уровня, содержание конъюгированных диенов—47,3 и 24,3%, кето- 
диенов—33,5 и 12,5%, интенсивность неферментативного перехвата 
супероксидных радикалов 192,6 и 296,6% (все различия между груп
пами достоверны при р<0,01). Поскольку изменения в крови близ
ки к изменениям в мозгу, эффект повреждения мозга и нейротранс
плантации на СРО можно считать генерализованным.
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окисления и спектр липидов компоненты больших полушарий мозга крыс

Таблица 1
Влияние повреждения миндалины на характеристику свободнорадикального

Показатель

Условия опыта

прокол 

п-7

прокол -J- 
трансплан-

таш я
пх 7

электрокоа
гуляция

п— 19

электрокоа
гуляция 4- 

трансплантания
п -5

ТБК-активныс продукты •13.0“ 15.4»*»" 56.1*՛ 18,3' *°»
( 29.2— 54.2) ( 1 1 .3— 18.8) ( 19.4- 68,2) ( 12.9— 21.2)

К онъюгированныс ди- 83.3*' 38.9"° 50.7՛* 27» 4 л°°
ены ( 55.6- 97,՛.') ( 27,8- 55.6) ( 41.1— 61,6) ( 20.6- 34.2)

К етодиены 53,9” 18.5» ‘ 36,8՛* 13,2**0
( 38,5— 76,9; (-76.9) ( 26,3 52.6) ( 0 - 26,3)

Основания Шиффа 87,4*' 7 7.9* ‘00 94,0** 86.4**00
( 84,5- 90,1) ( 75,4-- 80.6) ( 90,2- 96.3) ( 83.5— 89.9)

Супероксидперсхааты- 179.7'° 209,4' w 174.3»' 260.0-*о»
вающая активность (171.9—187.5) (200.0-218,8) (160,1—188.1) (256,1-264,1)

Антнокислител! ная ак- 90,6” 68.8'"° 71,9" 62»4**'и
ТИВНОСТЬ ЛИПИДОВ ( 85.6֊ 08.4) ( 63,9 74. 2) ( 66.2- 75.0) (58,9— 65.7)

Окислясмость фосфол 1- 108,9 117.8--*’ 117.1*» 120.4»*
пилон (100,0-112.1) (111.9-120.1) (109,3—121.6) (118.3—126.0)

Суммарные <{ осфолн- 114.3*՛ 126,2' *»» 112.6*' 1.-6.0’»»'
пилы (110,4-119,3) (124,0—130.9) (109,6 116,1) (123.0—130.9)

Холестерин 93,5'» 87,2**»» 80.1*’ (54,7**90
( 91,1— 96.3) ( 81,9- 90,3) ( 75.9 83,9) ( 60.3— 69,5)

Холестерин фосфоли- 81,8*՛ 69,1*°»» 71.1*» 51
ПИДЫ 1 7.8,3- 83.1) ( 65.5- 74.9) ( 66.9- 75,0) ( 19.0— 55.1)

Сфингомиелин 70.6” 31,4՛»“» i,7»4*‘ 29.7**0»
( 63,9- 76,3) ( 26,9 - 33.0) ( 62.4— 75.0) ( 26.6— 33.4)

Фосфатмлилхолнн 104.0՛ 115,1**»° 101,5 115.8**0°
(100.0- 107,3) (111.4—120.9) (100.0-103,4) (112,8—120,6)

ФоСфсТИЛИЛССрИН 106.8* 110.0"° 108,0* 120.0"»°
(100-0-109.9) (109.9—112.6) (100,0—110,3) (114,5—122.7)

Фосфатиднлэтаноламин 106,2* 115,4*»°° 110,5*' 113,5**°
100.0 110-1) (111.1 — 119.9) (103,5—112.6) (112.6-116,3)

Фосфатилнлинознт 87,5»* 72,7»*"» 74,8** 45.6»'°°
' 80-1 - 93 ( ) ( 68.9— 74 4) ( 72,0- 77,4) ( 40,3— 49 -9

Примечание. Все показатели даны в % от контроля (п = 15), принятого за 
100% (в скобках—минимальные и максимальные величины) В соответствии с не- 
параметрическим критерием Унлкоксона-Манна-Уитни обозначены достоверные от
личия от группы «контроль» *р<0.01. **р<0,001 и от группы «прокол» пли «элек
трокоагуляция» соответственно °р<0.01. ”р<0.001. Срок наблюдения после проко
ла—10 суток, после коагуляции—2 месяца.

Таблица '2 
Влияние электрокоагуляции миндалины и трансплантации на состояние

свободнорадикального окисления в сыворотке крови животных

Показатель Контроль 
п 12

Электрокоа- 
геляння 

п 19

-.1скт|»т»ко..гуля
ниятранспланта

ция, п—5

ТБК-актнвные продукты (ед. опт 
пл./мл сыворотки)

Конъюгированные диены (ед < пт. 
пл. мл сыворотки)

Кетодт.ены (ед. опт. пл. мл сыво
ротки)

Неферментатнвпыи перехват супер
оксидных радикалов (усл. ед.)

2, 7+0.1 
100% 

0.52+0.07 
100%

0.20+0,05 
100"..
40+3 

100%

1.5+0,1’*
->4 • О ",։
(1.25+0,05**

47.3% *
0,07+0,02*

33,5''..՜
77+6**

192.и%

0. 5+0,1»»»’
16, 7% 
0,13+0,04**”

24,3%
0,03*60.01*'°

12,5%
119.+9**»»
296,6՜%

Примечание. Достоверность различий обозначена как в табл. I.
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Содержание различных продуктов СРО коррелировало в мозгу 
животных; обнаружена также корреляция между уровнями однои
менных продуктов СРО в мозгу и крови. Так, в серии эксперимен
тов с проколом мозга и нейротрансплантацией, включавшей 19 жи
вотных (группы «контроль», «прокол» и «прокол4-трансплантация»;,. 
обнаружены следующие корреляции: ТБК-активиые продукты—конъ
югированные диены, мозг г=0,83; ТБК-активиые продукты—основа
ния Шиффа, мозг г=0,87; ТБК-активные продукты—перехват супер-, 
оксидных радикалов, мозг г=0,80; ТБК-активные продукты мозг—. 
кровь г=0,90; конъюгированные диены мозг—кровь г = 0,85.

Из представленных в табл. 2 данных о состоянии липидной ком
поненты мозга крыс видно, что на изученных сроках повреждение 
мозга вызывает накопление фосфолипидов, снижение уровня холес
терина и отношения холестерин—фосфолипиды. Окисляемость (рас
четная величина,характеризующая отношение содержания легкоокис- 
лясмых липидов фосфатидплэтаноламииа. фосфатидилсерина и фос- 
фатндилннозита к содержанию трудноокисляемых фосфатидилхоли- 
на и сфингомиелина) возрастает, что, очевидно, вносит определенный 
вклад в снижение антиокислительной активности липидных экстрак-, 
тов. Корреляционный анализ позволил выявить обратную линейную 
зависимость между антиокислительной активностью и содержанием 
фосфолипидов, прямую—между антиокислительной активностью и со
держанием холестерина и обратную—между содержанием суммар
ных фосфолипидов и холестерина (коэффициенты корреляции в се
рии из 19 животных контрольных, с проколом и трансплантацией со
ставляют соответственно г=—0,81, —0,82 и —0,85).

Изменения фосфолипидного спектра липидных экстрактов моз
га в результате прокола или электрокоагуляции включали накоплс4 
икс фосфатидилсерина, фосфатидплэтаноламииа и (недостоверное в 
случае коагуляции) фосфатидилхолина. Более выраженным было 
снижение содержания фосфатидилинозпта и сфингомиелина. Транс
плантация в поврежденный мозг эмбриональной мозговой ткани уси
ливала эффекты, выявленные после повреждения мозга, причем эф
фект трансплантации, как правило, был статистически достоверным 
(за исключением повышения окисляемостн при коагуляции).

В серин, включавшей группу животных, подвергнутых проколу 
мозга в области миндалины с последующей трансплантацией, и соот
ветствующую контрольную группу (всего 17 животных), не было об
наружено достоверных различий между подопытной и контрольной 
группами ни по одному из изученных параметров через 1 месяц пос
ле прокола (данные не приводятся).

Обсуждение результатов

Представленные результаты свидетельствуют о том, что повреж
дение мозга, в данном случае включающее и селективное поврежде
ние миндалины, в отдаленные сроки после воздействия вызывает 
снижение интенсивности СРО, отмечаемое в мозгу и в крови и, сле
довательно, имеющее генерализованный характер. При этом происхо
дит накопление фосфолипидов, прежде всего легкоокнеляемых, и 
снижение доли холестерина в составе общих липидов мозга, следо
вательно, снижение отношения холестерин-фосфолипиды. Такие из
менения окиоляемости липидов и доли холестерина при снижении
СРО соответствуют схеме Бурлаковой, согласно которой уровни
СРО. индивидуальных липидов 
связанными переменными [13]. 
пидов и истощение холестерина

и их окисляемостн являются взаимо- 
Повышсние окисляемостн фосфолн- 
нсизбежио приводят к наблюдаемо



му нами снижению антнокислительиой активности липидов мозга. 
По данным Бурлаковой и соавт. [14] и нашим собственным данным, 
основные изменения липидного состава и фосфолипидного спектра 
в гомогенатах мозга при изменении интенсивности СРО соответст
вуют таковым в мембранных фракциях мозга, например, в синапто- 
сомах. В связи с чтим полученные нами на гомогенатах коры боль
ших полушарий результаты правомерно рассматривать относительно 
свойств мембран мозга.

Важно отметить, что изменения, подобные выявленным при по
вреждении мозга, соотношения СРО. интенсивности перехвата су
пероксидных радикалов и липидного состава гомогената, клеточных 
и субклеточных фракций мозга наблюдались нами ранее в услови
ях долговременной адаптации животных к хроническому эмоциональ
но-болевому стрессу, когда развитию стадии адаптации соответство
вало стабильное и длительное снижение уровня СРО на фоне уси
ленного перехвата супероксидных радикалов и снижения отношения 
холестернн-фосфолнпиды. В соответствии с существующей точкой 
зрения [15]. компенсаторные процессы—важные адаптивные реак
ции систем организма на повреждение—реализуются па основе тех 
же закономерностей, что и другие адаптационные реакции организ
ма. Снижение СРО и липидные перестройки, наблюдаемые нами пос
ле повреждения мозга, могут быть рассмотрены как нейрохимические 
корреляты долговременной компенсации организма в ответ на это 
воздействие. Естественно, что степень компенсации и ее длитель
ность зависят от характера повреждения. Из данных табл. 1 видно, 
что степень ингибирования СРО в мозгу и степень изменения липид: 
ной компоненты очень близки через 10 суток после прокола и через 
2 месяца после коагуляции миндалины (второе воздействие значи
тельно сильнее). При этом продолжительность компенсаторных из
менений в ответ на более слабое воздействие (прокол) значительно 
меньше: через 1 месяц после прокола изменения отсутствуют, а через 
2 месяца после коагуляции ярко выражены.

Трансплантация эмбриональной ткани в поврежденный участок 
мозга усиливает все изменения, вызываемые повреждением на ста
дии компенсации: ингибирование СРО, активацию супероксидпере- 
хватываюшей активности, снижение уровня холестерина, отношения 
холестсрин-фосфолипиды, антнокислительиой активности, содержания 
сфингомиелина и фосфатиднлинозита, повышение содержания сум-! 
мерных фосфолипидов, фосфатидилсерииа, фосфатндилэта пола мина, 
фосфатидилхолипа. Основываясь на упомянутой выше трактовке по
лученных данных в рамках реализации стадии долговременной ком
пенсации. можно заключить, что эти результаты указывают на по
вышение уровня компенсации при трансплантации в поврежденный 
участок эмбриональной мозговой ткани. Этот вывод полностью под
тверждает известный факт об усилении компенсаторно-регенератив
ных процессов в мозгу рецепиента пол влиянием пейротранспланта- 
та [3].

Таким образом, представленные данные свидетельствуют о том| 
что параметры СРО и липидный соста.. мозга являются нейрохими
ческими коррелятами компенсаторно-регенеративных процессов в 
мозгу.
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LIPID PEROXIDATION INDUCED BY DAMAGE OF AMYGDALA 
AND TRANSPLANTATION OF EMBRYONIC BRAIN TISSUE INTO

DAMAGE AREA

GULYAEVA N. V., ERMAKOVA I. V., KURBATOVA M. B.. LOSEVA E. V., 
LUSHCHEKINA E. A.. 03IDIN A. B.. KHONICUEVA N. M.

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

Two types of rat amygdala damage were experimentally studied: 
(1) a puncture followed by Injection of physiological solution (0.1 ml) 
Into the damaged area and (2) electrocoagulation. Ten days after type 
1 damage or two months after type 2 damage a stable LPO inhibition 
and increase of superoxide scavenging in cerebral cortex was observed. 
One month after type 1 damage these parameters returned to the nor
mal level. A decrease in cholesterol level and increase in phospholipids 
were detected in lipid extracts of the cortex. Both types of damage dec
eased lipid peroxidation and increased non-enzymatic superoxice sca
venging in the serum. Transplantation of embryonic brain tissue Into the 
damaged area stimulated these effects. The data suggest that the damage 
of amygdala results in adaptive compensating generalized changes, which 
are stimulated by transplantation.
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Кальций и кальцийсвязывающие белки. Молекулярные и функцио
нальные аспекты.

Книга является актуальным обзором существующих сведений о 
роли кальция и кальнийсвязывающпх белков в некоторых биологи
ческих системах, в том числе в скелетных, сердечной и гладких мыш
цах. Особое внимание уделяется EF и кальцийсвязывающим белкам 
(парвальбумину, кальмодулину), их роли в различных внутриклеточ
ных процессах в связи с особенностями их молекулярного строения. 
Рассматриваются различные механизмы регуляции концентрации 
внутриклеточного кальция на молекулярном уровне, в том числе мо
дуляция перемещения кальция между вне- и внутриклеточным про
странством, а также между цитоплазмой и другими клеточными об
разованиями, например, митохондриями, саркоплазматическим рети
кулумом.
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СПЕЦИАЛИЗИРОВАННЫЙ БАНК ДАННЫХ ПО ПРИРОДНЫМ 
РЕГУЛЯТОРНЫМ ОЛИГОПЕПТИДАМ EROP—MOSCOW

ЗАМЯТИНЫ А. А.

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

К настоящему времени известно несколько сотен природных олигопептидов, 
участвующих в функционировании нервной, иммунной и эндокринной систем. Све
дения об их структуре и функциях занесены в специально созданный банк дан
ных. В нем собрана информация о 619 регуляторных олигопептидах с суммарным 
числом 11158 аминокислотных остатков. Большинство молекул содержит около 
10 остатков при выбранном интервале от 2 до 50. На основании полученных резуль
татов дано определение различия между олиго- и полипептидами.

Известно, что относительно небольшие природные соединения 
олигопептиды в сравнении с белками обладают не только существен
но меньшим числом аминокислотных остатков, но и заметно иным 
спектром биологической активности [1]. Эти вещества привлекают к 
себе все большее внимание ввиду их важной роли в функционирова
нии различных регуляторных систем организма. Короткие пептиды 
обладают свойством быть регуляторами различных отделов нервной 
(иейропептиды), иммунной (пептидные иммуномодуляторы), эндо
кринной (пептидные гормоны) систем. При этом отмечено, что один 
и гот же олигопептид способен участвовать в различных типах ре
гуляторных процессов [2, 3J. и это позволяет считать их полифунк- 
циональными.

Наибольшая информация о структуре и функциях природных 
молекул пептидной природы к настоящему времени заключена в бан
ки данных, основой которых являются аминокислотные и нуклеотид
ные последовательности [4—6J. При этом сформированы банки дан
ных как для любых природных пептидных структур [4], так и банки, 
специализированные по различным структурным и функциональным, 
категориям, например, для сигнальных пептидов [5] или для харак
теристики функциональных свойств а-химотрипсина [6].

Для того, чтобы иметь возможность рассматривать класс регу
ляторных олигопептидов с единых позиций, нами сформирован банк 
данных об их структуре и функциях, ограниченных определенным 
спектром функциональной активности. Этот банк построен на осно
ве доступных данных, с использованием специальных программ ти
па DBASE для персонального компьютера системы IBM—PC/AT.
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Ему присвоено название EROP-֊ Moscow (Endogenous Regulator)' Oligo
peptides).

Методические приемы
Основой банка является специализированный файл SEQUENCE, 

предназначенный для характеристики однозначной величины—первич
ной структуры природных одноцепочечны.х пептидных молекул, а 
также для внесения сопутствующих сведений. Таким образом, каж
дая запись содержит уникальную природную аминокислотную после
довательность, не встречающуюся в других записях.

Таблица:
• Display structure Structure for file: A: SEQUEN3I

i Bi՜ Number of records;00619
Dale of last update: 01 04/89 
Primary use o.iiabasc
Fid | Name Type Width Dec

091 FAM : N.M В : : К C 006
002 FAM:NAME:К C 004
003 PEP:NMB: :К C 003
004 PEP : NA .ME : : К C 041
005 ABB: NA.ME:K c 013
006 FST: И : С : К C 003
007 FST:SPEC:K c 003
098 FST:ORO: I К 003
009 FSTtSUB::К c 003
010 EDG:ORIG:K 1. 001
ОН EXG:SPEC:K ('. 003
012 «MPIRINBAFK c 010
013 PRECI RS: :K 1. 001
014 A AR: SI ,M: :K \ 002
015 TSR:SL M: :K N 002
016 M : W :::::: К N 006 001
017 SEQ: I : : : :K c 053
018 SEQ : 3 -. : : : V c 209
019 Si’N : NAME : V c 015
020 TAXON::::V c 027
(«21 ANIX :SEQ:V c. 004
022 ALL: В : CL: V c 015
023 ALL:SPEC:V c 015
024 ALL: URQ : : V c 015
025 ALI.:Sl.B: : V c 015
025 SS:BONDS : V c 006
027 N:STND:R:V Г* 012
028 SBQtREF::V 240
029 COMMENTS: V C. 2:0
030 YEAR:SEQ:V c 005
031 COUNIRY::V c 006
032 ADhsINfM: V c 019

* lc.t.,1 ՛ 03001

Распечатка структуры файла SEQUENCE (31-ii релиз). Каждому полю соот
ветствует сокращенное название вводимой в банк характеристики (I—5: нумерация 
и названия олигопептидов и их семейств; 6—9: биологическая локализация олиго
пептида, выделенного впервые; 10-11: эидогениость/эк зогеиность; 12: известные 
типы функций; 13: наличие данных о ирсдшествеипнкс I 1—15: число аминокис
лотных остатков, концевых радикалов; 16: величина Мг; I/ -18: аминокислотные 
последовательности; 19: синонимы названия олигопептида: 20. таксон: 21: способ 
определения последовательности; 22- 25: прочие источники выделения; 20—27: до-
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Файл SEQUENCE, как и все другие файлы банка, содержит 
константную н вариабельную части (таблица). Первая составлена из 
нолей 1—17 и содержит сведения об общих характеристиках олиго
пептида, включающих терминологию, элементы классификации, био
логический источник, из которого данный олигопептид был выделен 
впервые, аминокислотную последовательность, величины числа ами
нокислотных остатков и величины М . перечень основных типов ак
тивности, наличие сведений о предшественнике. Эти данные целесо
образно повторять и во всех других файлах, предназначенных для 
подробной характеристики функциональных или иных свойств олиго
пептида. Вариабельная часть, различная для разных файлов, зани-, 
мает поля с 18 по 32 и в случае файла SEQUENCE содержит более 
подробные сведения о структуре, источниках выделения, литератур
ные ссылки и другие сопутствующие сведения.

Для определенности нами были выбраны четыре произвольные 
широко распространенные функциональные характеристики, которы
ми часто описывают активность нейропептидов: влияние на сокраще
ние гладкой мускулатуры, регуляция кровяного давления, терморе
гулирующие свойства и рилизинговая активность. Олигопептид счи
тался активным в том случае, если он обладал одним (или более) 
типом указанной активности, и это служило основанием для включе
ния его в банк данных [10].

Банк данных EROP—Moscow сформирован с помощью стан
дартных программ типа dBase. В то же время создан целый ряд спе
циализированных программ, которые позволяют решать задачи, свя
занные с особенностями структуры, функций, локализации и т. д. В 
целом сформированный банк представляет собой также самостоя
тельный объект исследований, на котором можно проводить анализ 
сходства и различий важнейших характеристик регуляторных олиго
пептидов.

Результаты исследования

По публикациям, содержащим данные до 1988 г. включитель
но, в банк данных введены сведения о 525 природных олигопептидах, 
обладающих заданным спектром активности. Как выяснилось, ука
занное выше ограничение спектра функциональной активности не 
привело к отсечению большинства олигопептидов, широко известных 
не по выбранным нами функциям. Среди введенных в банк структур 
оказались натрийуретические пептиды млекопитающих, адипокинети
ческие гормоны насекомых и другие, одни названия которых уже 
свидетельствуют об иных типах функциональной активности. Реаль
ный функциональный спектр активности указанных 525 олигопепти
дов много богаче, чем выбранный вначале и включает в себя дейст
вие многих из них на ноцицепцию, сон, обучаемость, память, диурез, 
иммунитет и т. д. (подобная особенность, по нашему мнению, заслу
живает отдельной публикации). Нами были обнаружены также еще 
94 олигопептида, для которых в настоящее время отсутствуют ука
зания о принадлежности к заданному вначале функциональному 
волнительные характеристики химической структуры: 28. 30—31: ссылки на публи
кации по определению первичной структуры: 29. 32: комментарии и дополнитель
ная информация). Константные и вариабельные поля помечены соответственно бук
вами К и V. Типы полей обозначены тремя буквами: С—текстовая. N—числовая и 
L—логическая информация. Width характеризует длину поля. Для числовых данных 
можно указать количество знаков после запятой (Dec).



спектру активности. Сведения об этих олигопептидах также включё-у 
ны в банк Данных.

Таким образом, на 1 января 1989 г. банком данных описано 619 
природных олигопептидов с общим числом аминокислотных остат
ков, равным 11158. Если учитывать не только боковые, но и конце
вые радикалы олигопептидов, то суммарное число всех выступаю
щих из пептидного остова радикалов составит 12310.

Спектр биологических источников регуляторных олигопептидов 
оказался довольно широким. Включенные в банк молекулы выделя
лись из 6 биологических типов: Protozoa, Coelenterata, Echinodermata, 
Annropoda, ...(jiitiiC.i ii Ciicrdata.Среди последних наибольшее число 
получено из представителей млекопитающих (от мыши до слона) и 
многочисленных видов лягушек.

Существующие белковые банки данных достаточно полно отра
жают аминокислотные последовательности, содержащие многие де
сятки. сотни и даже тысячи аминокислотных остатков. В описыва
емый же нами банк данных включены олигопептиды с числом остат
ков от 2 до 50 (рис. 1). Как оказалось, именно в этом интервале раз-
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Рис I. Распределение числа регуляторных 
олигопептидов по числу аминокислотных ос
татков 1*4 Заштрихованная часть представля
ет собой число олигопептидов с заданным (см. 

текст) спектром активности.

местилось наибольшее число олигопептидов, обладающих наиболее 
характерными регуляторными свойствами, которые описываются за
данным нами спектром функциональной активности. Следует также 
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отметить, что ввиду значительной конформационной подвижности 
олигопептидов [II] их выступающие наружу радикалы (боковые и 
концевые) хороню доступны окружению (например, рецепторам). В 
то же время, из-за усиления внутримолекулярных взаимодействий 
конформационная подвижность олигопептидов с увеличением длины 
■падает и при М>50, где №—число аминокислотных остатков; из них 
могут образовываться достаточно устойчивые глобулы с иным спек
тром функциональной активности [12]. Этим, по-видимому, можно 
объяснить то, что на рис. 2 число олигопептидов с заданным спек7 
тром активности при больших 14 заметно снижается. В этом распре
делении достаточно ясно виден максимум вблизи N=I0, а также, 
возможно, и в районе 30 аминокислотных остатков. Заметим при 
этом, что среднее число аминокислотных остатков в одном олигопеп
тиде из 619 должно было бы равняться примерно 18. Выявленные» 
на рис. 2 преимущественные области содержания числа аминокис
лотных остатков могут оказаться оптимальными с физико-химической 
точки зрения для взаимодействия лиганда с рецептором.

Обсуждение результатов

Сформированный банк данных вместе с имеющимися для него 
стандартными и специально созданными программами может быть 
основой для структурно-функционального классифицирования любо
го нового природного или искусственно синтезированного (но состав
ленного из стандартных аминокислотных остатков) олигопептида. 
После введения в банк сведений о его аминокислотной последова
тельности в результате соответствующей обработки можно ответить, 
например, на следующие вопросы:

обладает ли исследуемый олигопептид аминокислотной после
довательностью, характерной для уже ранее известной молекулы;

является ли этот олигопептид фрагментом уже изученного;
имеется ли структурное сходство у исследуемого олигопептида 

с каким-либо уже известным, а также к какому структурно-функцио
нальному семейству он может быть отнесен;

имеет ли исследуемый олигопептид уникальную (новую) ами
нокислотную последовательность, не выявленную ранее ни для одно
го из изучавшихся олигопептидов.

Таким образом, выявление достаточного сходства структуры (на 
уровне аминокислотной последовательности) изучаемого олигопепти
да и представителя хорошо изученного семейства может открыть но
вые возможности прогнозирования его функциональных свойств до 
проведения соответствующего биологического тестирования.

На основании полученных результатов можно также сделать по
пытку ответить на вопрос о том, какие пептиды следует считать ма
лыми (олигопептидами), а какие большими (полипептидами). Для 
этого воспользуемся соображениями о малых и больших числах, ус
лышанные автором в 1958 г. на семинаре А. Н. Колмогорова, кото
рые не удалось обнаружить в опубликованном виде [13].

В случае чисел малыми предлагалось называть такие, величина 
которых составляет значение порядка величины системы счисления 
(то есть в десятичной системе величину порядка 10). Большими же 
числами тогда будут те, которые много больше величины системы
счисления.

Аналогом порядка системы счисления в пептидах естественно 
остатков, природ-

20. Продолжая
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аналогию, олигопептидами будем называть такие молекулы, для ко
торых И порядка 20. го есть СФ>20 или И ^2.0 при՜՜ 14^1. В то же 
время для полипептидов (обычно белков) 14 3>20. Однако вследст
вие физико-химического сходства ряда радикалов аминокислот вых 
остатков (остатки треонина и серина, аргинина и лизина и др.) [1] 
реальная система счисления в случае олигопептидов составит вели
чину, меньшую, чем 20.

На основании проведенных рассуждений рассмотрим общую схе
му распределения природных пептидов в зависимости от числа 14. 
На рис. 3 вся занимаемая ими область находится в пределах от 2 
(дипептиды) до примерно 10 аминокислотных остатков. Левое и пра
вое подраспределения относятся к олиго- и полипептидам соответст
венно. Их частичное перекрывание обусловлено многообразием воз
можных вариантов аминокислотных составов и последовательностей, 
среди которых в области перекрывания могут обнаружиться молеку
лы с явной тенденцией к глобулярной структуре при достаточно ма
лых И (этому, например, способствует наличие дисульфидных мос-

Рпс. 2. Классификация общепринятых опреде
лений пептидов. По оси ординат—число ве- 
щестп пептидной природы в произвольных еди

ницах

тиков у остатков цистеинов). На рис. 2 показана также и промежу
точная область с не слишком большим И («средние пептиды»). Эту 
область в значительной мерс занимают ферменты [14], одна из 
функций которых заключается в том, чтобы переводить полипептиды 
в олигопептиды. Очевидно, что выбор конкретных спектров функций 
может привести к другим типам распределений.

Число расшифрованных аминокислотных последовательностей 
регуляторных олигопептидов продолжает быстро расти. Из рис. 3 
видно, что к настоящему времени в год расшифровывается уже бог 
лее 60 таких последовательностей. Суля по оценке [15], общее чис
ло природных регуляторных олигопептидов для одного организма 
составляет, по-впдимому, величину порядка 10000. Поэтому следу
ет ожидать, что параллельное развитие компьютерной техники и 
увеличение возможности записывания большей информации на од



ном носителе позволит н далее использовать персональные компью
теры для хранения данных и исследования природных олигопептидов 
без использования крупных вычислительных комплексов.
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Рис. 3. Рост числа расшифрованных аминокис
лотных последовательностей природных регуля
торных олигопептидов. Видно, что к настояще
му времени расшифровывается более 60 пер

вичных структур в год
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EROP-MOSCOW SPECIALIZED DATA BANK FOR ENDOGENOUS 
REGULATORY OLIGOPEPTIDES

zamyatnin a. a.
Anokhin InsiiiHic of Normal Physiology. USSR Academy of Medical Sciences, Moscow

At present we know several hundred endogenous oligopeptides par
ticipating in the functioning of the nervous, immune and endocrine systems. 
The information on their structure and functions was collected in a spe
cially created data bank. Data on 619 regulatory oligopeptides with the 
total number of amino acid residues of 11 158 have been collected.
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Most molecules are about 10 amino acid residues in length, the range 
being from 2 to 50. 1 he result obtained permitted us to define some 
differences between oligo- and polypeptides.
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СПЕЦИАЛИЗИРОВАННЫЙ БАНК ДАННЫХ 
E R О P - M О S С О W

Специализированный банк данных EROP—Moscow Endogenous 
Regulatory OligoPeptides содержит сведения об олигопептидах, для 
которых полностью расшифрована первичная структура (аминокис
лотная последовательность), охарактеризован спектр функциональ
ной активности, известно место образования в живом организме. Эти 
и ряд других характеристик относятся к природным одноцепочечным 
олигопептидам, содержащим от 2 до 50 аминокислотных остатков. 
На 1 января 1990 года банк EROP—Moscow содержал записи о 819 
регуляторных олигопептидах, включающих 16 811 аминокислотных 
остатков пли 18 351 боковой аминокислотный радикал вместе с кон
цевыми группами. Пополнение банка осуществляется 3 раза в год.^

Банк EROP—Moscow сформирован с помошыо компьютера сис
темы IBM—PC/AT на основе стандартных программ типа dBASE, а 
также снабжен рядом специализированных программ.

С помошыо банка EROP—Moscow на договорной основе можно 
выполнять следуюшие заказы:

1. Выдавать информацию о первичной структуре пептидов с ука
занием литературных источников (25 руб. за 1 запись);
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Most molecules are about 10 amino acid residues in length, the range 
being from 2 to 50. 1 he result obtained permitted us to define some 
differences between oligo- and polypeptides.
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СПЕЦИАЛИЗИРОВАННЫЙ БАНК ДАННЫХ 
E R О P - M О S С О W

Специализированный банк данных EROP—Moscow Endogenous 
Regulatory OligoPeptides содержит сведения об олигопептидах, для 
которых полностью расшифрована первичная структура (аминокис
лотная последовательность), охарактеризован спектр функциональ
ной активности, известно место образования в живом организме. Эти 
и ряд других характеристик относятся к природным одноцепочечным 
олигопептидам, содержащим от 2 до 50 аминокислотных остатков. 
На 1 января 1990 года банк EROP—Moscow содержал записи о 819 
регуляторных олигопептидах, включающих 16 811 аминокислотных 
остатков пли 18 351 боковой аминокислотный радикал вместе с кон
цевыми группами. Пополнение банка осуществляется 3 раза в год.^

Банк EROP—Moscow сформирован с помошыо компьютера сис
темы IBM—PC/AT на основе стандартных программ типа dBASE, а 
также снабжен рядом специализированных программ.

С помошыо банка EROP—Moscow на договорной основе можно 
выполнять следуюшие заказы:

1. Выдавать информацию о первичной структуре пептидов с ука
занием литературных источников (25 руб. за 1 запись);
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2. Выдавать дополнительную информацию о функциях пептидов 
с литературным!! источниками (15 руб. за 1 источник);

3. Проводить анализ первичной структуры любого пептида с це
лью выявления сходства со структурами, содержащимися в банке 
(250 руб. за 1 анализ);

4. Формировать новые специализированные базы данных (500 руб. 
за разработку структуры 1 банка);

5. Решать прочие задачи (по договорной цене).
В ряде случаев но согласованию с заказчиком указанная ориен

тировочная цена может быть увеличена или уменьшена.
Результаты выдаются в виде распечатки или в виде записи на 

стандартный (3- или 5-дюймовый) диск, предоставляемый заказчиком.
Продаваемая информация не может быть передана третьим ор

ганизациям или лицам.
С заказами обращаться по адресу:

103009, Москва, ул. Герцена, 6,
Институт нормальной физиологии
им. П. К. Анохина АМН СССР
Тел. 155-47-30
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Краткие сообщения
УДК 615.787

МОДУЛИРОВАНИЕ ФЕНАМИНОМ И р-ФЕНИЛЭТИЛАМИНОМ
ВЫСВОБОЖДЕНИЯ [3Н] Д- АСПАР А ГИ Н О В ОИ К И С Л ОТЫ 

ИЗ СИНАПТОСОМ КОРЫ МОЗГА КРЫС

ПРИХОЖАН А. В.. КОВАЛЕВ Г. И.. РАЕВСКИИ К. С.
ПИИ фармакологии АМН СССР. Москва

В последнее время появились исследования, посвященные выяс
нению возможного участия рецепторов возбуждающих аминокислот— 
глутаминовой и аспарагиновой—в механизме действия психотомн- 
метических веществ. Так, показано, что диссоциативные анестетики 
(фенциклидин, кетамин), бензоморфиновые опиоиды и производные 
диоксолана способны взаимодействовать с Н-метил-Д-аспартатным 
подтипом глутамат/аспартатпых рецепторов [1, 2] по неконкурент
ному (по отношению к действию самого 1Ч-метил-Д-аспартата) меха
низму. Меньше внимания уделяется выяснению возможного участия 
глутамат/аспартатных механизмов в действии таких психостимули
рующих соединений, как эндогенный амин р-фенилэтиламин и его 
«-метильное производное фенамин, злоупотребление которым при
водит к развитию клинической картины острого психоза с шизофре- 
ниформными признаками [3]. Возможность участия иных подтипов 
глутамат/аспартатных рецепторов, а именно, квисквалатного и каи
натного. в механизмах действия соединений с психостимулирующи
ми свойствами до настоящего времени не исследовалась. Ранее па
мп было высказано предположение о наличии ауторецепторов кви
сквалатного и каинатного подтипов на корковых терминалях глута- 
мат/аснартатергических нейронов [4] и обнаружено ингибирующее 
влияние фенамина в отношении К -стимулируемого высвобождения 
[3Н] Д-аспарагиповой кислоты из перфузируемых синаптосом коры 
мозга крыс [5]. совпадающее по своей направленности с эффектами 
квискваловой и каиновой кислот. Методики исследования детально 
описаны в наших предыдущих сообщениях [4, 5]. В настоящей рабо
те изучалось влияние р-фепилэтиламина на стимулируемое высво
бождение [3Н]Д-аспарагнновой кислоты с последующей оценкой эф
фекта совместного использования психостимулирующих веществ с ан
тагонистом квисквалатного подтипа глутамат/аспартатпых рецепто
ров диэтиловым эфиром глутаминовой кислоты (ДЭЭГ) и известным 
агонистом одного из подтипов этих рецепторов каиновой кислотой.

В таблице приведены результаты экспериментов по изучению влня- 
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ния фенаминам 0-фенилэтиламина на стимулируемое высвобождение 
[3Н]Д-аспарагиновой кислоты. Можно видеть, что 0-фенилэтплампн, 
так же как и фенамин, оказывает угнетающее влияние на высвобож
дение метки, в то время как ДЭЭГ отчетливо противодействует этим 
эффектам. Рисунок иллюстрирует результаты опытов, в которых од-

Рис. Влияние фенамина на ингибирующий эф
фект каиновой кислоты по отношению к К 
стимулируемому высвобождению [3Н] Д-аспара- 
пшовой кислоты. По оси ординат—высвобож
дение метки в % от контроля. Приведены зна
чения М±8. Е. М. 6—12 независимых экспе
риментов. 1—контроль (К՜' 30 мМ); 2—фена
мин, 10՜- XV. 3—каиновая кислота, 10 М;
4— каиновая кислота. 10 4 М 4-фенам ин, 10 4 
М; *—достоверность отличий от контроля при 
р<0,05; **—достоверность отличий от эффекта 
каиновой кислоты, 10 ’ М при р<0,05: (дву

сторонний 1)-критсрнй Мапна-Уитин)

Таблица
Влияние фенамина и фсиилэтиламипа на стимулируемое высвобождение

[•■'Н]Д-аснарагпновой кислоты

Вещество
Концентра

ция 
(М)

Число 
опыта

Высвобождение [3Н] 
Д-аспарагиновой кис
лоты в % от контроля

Контроль _ 40 100.0 2,5
Фенамин 1О'Ь 7 95,1+5,2

10'4 7 87.1+3,4*
Фенамин К)՜4 п 

7 102,2+5,3”т дпэтнловый эфир глутаминовой
кислоты 10 4

106,1+3,83-фсНЯЛЭТИЛ.1МИН 10՜5 б
10՜4 5 89,7+2,2*

9-фенилэти.тамин
Н- диэтиловый эфир глутаминовой

ю՜4
6 116,9+7,7»»»

кислоты 10-4
Примечание. Приведены данные М±м; достоверность определялась по и-кри- 

Терию, _ достоверность отличий от контроля (в присутствии 30 мМ К+)при р<0.05:
«’«—достоверность отличий при р<0.05 от влияния фенамина и й фенилэтн- 

ламина соответственно

повременно использовались каиновая кислота н фенамин, причем 
последний применялся в концентрации 10 ՛ М, при которой собст
венный ингибирующий эффект фенамина не наблюдается. Как вид
но из рисунка, фенамин в этих условиях практически полностью ус- 
транял ингибирующий эффект каииовои кислоты на высвобождение 
[3Н] Д-аспарагиновой кислоты.

Приведенные данные указывают на то, что на уровне окончаний 
глутамат/аснартатсргических нейронов в коре мозга может иметь ме
сто функциональное взаимодействие исследуемых психостимуляторов 
с ауторецепторными механизмами. Возможно, что полученные резуль
таты объясняют, в частности, факт изменения количества мсс1 свя
зывания каиновой кислоты в коре мозга людей и крыс, длительное 
время получавших фенамин или его производное метамфетамин [О.



6]. Вопрос о собственно лиганд-рецепторном взаимодействии психо
стимулирующих аминов с квисквалатными и каинатными рецептора
ми требует иных методических подходов и в рамках данной работы 
не рассматривался.

MODULATION OF |’H]-D-ASPARTATE RELEASE FROM 
SYNAPTOSOMES OF RAT BRAIN CORTEX BY AMPHETAMINE 

AND BETA-PHENYLETHYLAMINE
PR1KHOZHAM A. V, K VALEV G 1.. RAYEVSKY K. S

Institute of Pharmacology, Ihe USSR Academy of Medical Sciences, Moscow

B-Phenylethylamine ami Its beta-melhyl derivative, amphetamine, 
decrease K’’■-stimulated (30 mM) release oi |3H]D-aspartate from perfu
sed synaptosomes of rat brain cortex. This effet is reduced by glutamic 
acid diethyl ester. Amphetamine levels too low to modify the release of 
|3I l|D-aspartate, abolished the Inhibitory action of kalnic acid. A pos
sible functional interaction between psychostimulants and excitatory ami
noacid autoreceptors is discussed.
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Г од нейронаук: приложение 1 к «Энциклопедии нейронаук».
Сборник является первым томом будущего ежегодного или двух

годичного издания приложений к «Энциклопедии нейронаук». В рас
сматриваемом томе представлено 65 статей, написанных видными 
специалистами в области нейронаук. Они посвящены новейшим раз
вивающимся областям нейронаук или новым перспективам, открыва
ющимся в базовых представлениях этой области знания. Книга пред
ставляет интерес для специалистов по нейронаукам, бионаукам, прак
тикующих врачей, студентов и преподавателей.
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ЛАТЕРАЛИЗАЦИЯ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ И ЗАХВАТА 
АМИНОКИСЛОТ В ГОЛОВНОМ МОЗГУ КРЫС

РАХИМОВ Р. И.. КАЛАУС Н. Э„ РАХИМОВА И. Н.
•ДОЛГО-САБУРОВ В. Б., КРЫЛОВ С. С.

НИИ профилактической медицины ЭстССР, Таллинн
•Институт токсикологии М3 СССР, Ленинград

Функциональная асимметрия мозга в настоящее время рассмат
ривается как одна из наиболее значимых проблем нейробиологии, 
однако, несмотря на обширную феноменологию физиологических 
проявлений асимметрии, ее нейрохимические основы продолжают ос
таваться во многом неясными. Учитывая многообразие функций свое 
бодных аминокислот в ЦИС, было предпринято изучение асимметрии 
распределения некоторых аминокислот в различных отделах мозга 
крыс и проведена оценка параметров захвата некоторых из них пе
реживающими срезами коры больших полушарий.

В опытах использовали 269 беспородных белых крыс обоего по
ла массой 200—240 г, находившихся на стандартном пищевом рацио
не со свободным доступом к воде и пище. Кормление животных пре
кращали за сутки до опыта. Для количественного определения сво
бодных аминокислот брали симметричные участки лобной коры, ги
поталамуса, среднего мозга и мозжечка. Выделение структур вели 
по атласам [1, 2]. Количественное определение свободных аминокис
лот проводили на автоматическом аминокислотном анализаторе ЬС 
7000 («В1о1готс»). Коэффициент асимметрии ։1\ас) по каждой ами
нокислоте рассчитывали как отношение содержания аминокислоты 
в левой половине к содержанию в правой половине изучаемого уча
стка мозга. Литерализацию считали «левой»—при Кас >1,07, «пра
вой»—при Кас <0,93, а значения 0,93^Ка։ ^1.07 оценивали как сви
детельство симметричного содержания данной аминокислоты. Изуче
ние захвата ГАМК и аспарагиновой кислоты проводили на пережи
вающих срезах симметричных участков лобных долей коры головно
го мозга. Срезы получали одномоментно по методу, описанному ранее 
[3). Срезы инкубировали при 37° в течение 3—5 мин при непрерыв
ном встряхивании в приборе в инкубационной среде следующего сос
тава (ммоль/л): КС1—5,0; СаС1г—1,4; КН2РО4—1,24; М"8О.։—1,3; 
ИаНСОз-—-3,8; ИагНРО^—8,3; глюкоза—10,0, содержащей изучаемые 
[3Н] аминокислоты. Но окончании инкубации срезы дважды промы
вали средой инкубации, не содержащей метки, и гомогенизировали 
в физиологическом растворе. 0,05 мл полученного гомогената (что 
соответствовало 50 мг белка) вносили в 5,0 мл коктейля Брея. Счет 
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радиоактивности проб вели на анализаторе МАРК 11 («Nuclear 
Chicago», США). Эффективность счета контролировали методом от
ношения каналов. В работе использовали гамма-амино-[2,3-3Н] масля
ную и DL-[2,33H] аспарагиновую кислоты с активностью 30 Ки/ммоль. 
Статистическую обработку проводили общепринятым методом Стью
дента.

Результаты исследований показали, что распределение свобод
ных аминокислот во всех обследованных участках мозга у подавля
ющего большинства животных носит несимметричный характер, что 
дает право говорить о существовании индивидуальной биохимической 
асимметрии мозга крыс. Более того, сопоставление распределения 
свободных аминокислот в левой и правой половинах мозга в зави
симости от пола показало, что среди самцов преобладают животные 
с левосторонней латерализацией, тогда как среди самок достоверно 
больше (р<0.05) животных с правосторонней латерализацией или 
с симметричным распределением. Половые различия особенно ярко 
выражены в распределении аспартата, треонина, серина, глутамата, 
глицина и фенилаланина. Так. если среди самок левостороннюю асим
метрию по перечисленным аминокислотам имели от 15 до 40% жи
вотных, то среди самцов эта же форма асимметрии была характер
на для 50—78% всех обследованных животных (р<0,05).

Таблица 1 
Средние значения коэффициента асимметрии при левосторонней 

латерализации свободных аминокислот некоторых отделов мозга
самцов и самок крыс

Амино- 
кисло-

У част к। мозга

Кора Средний мозг Гип'пал мус | Мозжечок
ты 2 | - 2 1 о' с 2 1 о

Аспара
гиновая

±1.16 
0.01

ztb43* 
0,0 '

±1.13 
о.оз

±2,48- 
0,15

•+•1,67 
0,03

± 2,31"
0,03

±1,58
0,03

±1.12*
0,03

Треонин ■+•1,21
0,02

֊Ы.25
0,02

±1.17
“ 0.02 0,03

± • ,46 
0,95

± 3-25* 
0,00

±1,53 
О.О4

±1,34 
0,06

Серин ±1.27
0,01

-Т-1,36» 
0,02

±1.57
0.05

±2,14* 
0,21

±1 ,45 
“0,04

± 2,19
0.10

±1.74
0.08

±1.32
0,20

Глутами
новая

-1-1,14
0,02

М .39*
0.03

-+2.19 
0,06

±1,29 
0.12

± 1,32
0.05

± 2.40*
0.12

±1.42
0.07

±3.41* 
'0,12

Глицин ±Ы9 
0,02

±1,52’*
0.04

-+1.14
0.03

±8,23 
0,42

±1,37 
0,09

± 2,36՛
0,.1

±1.19 
0,03

±1,17
0,08

Аланин ■f-1 ,45
0.05

±1,35 
0,03

±1,14 
0.04

±1.22 
0,03

±1.40
0.03

± 0*04 ±1,39
0.05

±1,89" 
0..1

Фенил
аланин

±2.72 
0.01

±2,51* 
0,01

±2,52
‘ 0.12

±9.50*
0,65

±3.05 
о.оз

±17.06- 
0,92

֊1-2.94
0,08

±3.71* 
0,05

Гистидин ±2,94 
0.03

±2,04* 
0,04

±1,94 
0,15

±1.35
0,17

±3,65
0,02

± 8.78*
0,51

±2,85
0,06

±3,88* 
0,03

Лизин ±2,59 
о֊ю

±2,07* 
0,05

±1,48
0.09

±1.25 
0,08

±2,19
0.05

■1,07՛*
<՝ ,01

±1,78
0,04

±2.15*
0.03

Аргинин ±1,44 
0,02

+ 1.64" 
0,03

±1,15 
0-12

±1,31 
0,11

±1,78 
0,02

± 2,5;։
0,05

±1,30
~0,02 —

Примечание. —достоверно различающиеся данные (р<0,05) **—достоверно
различающиеся данные (р<0.02). В опытах по изучению раенределения свободных
аминокислот использовано 95 самцов и 90 <амок крыс.

Анализ выраженности асимметрии проводился путем .՛ сравнения 
величин К . Обращает на себя внимание, что у животных- с право
сторонним преобладанием свободных аминокислот независимо от 4ю- 
ла значения К равны или различаются весьма незначительно, сос
тавляя 0,7—0,8. В связи с этим -в табл. I приведены средние значе- 
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Кинетические параметры захвата ГАМК и аспарагиновой кислоты 
срезами симметричных участков лобных долей коры головного мозга 

самцов к самок крыс

Таблица 2

Аминокис
лоты

Параметры 
захвата

Самки | Самцы
Г1 о л у in а р и е

левое | правее левое прагое

Acnapai и но
нан

ГАМК

К„, (мк.М) 
V (нмоль мг 

белка мин)
1<п> (мкМ) 
V нмоль мг 

белка мни

91- 0+12.0
0.24+ 0.02

35. 0+ 7.0 
0,13+ 0.01

32.0 +5. 0 
0,12+0.01

15. 0+3. 0 
0.10+0.01

142. 0+15,0
0.41+ 0.03

56. 0+ 5.0 
0,25+ 0.02

62, 0+12.0
2.24+ 0,02

20, 8+ 3.6 
0,09+ 0,02

Примечание. Число животных в опытах с аспарагиновой кислотой—36, в опы
тах с ГАМК—18.

ния К только для крыс с левосторонней литерализацией. Из пред
ставленных данных видно, что у самцов степень левосторонней асим
метрии мозга выше, чем у самок.

Одной из причин межполушарной асимметрии в содержании 
свободных аминокислот могли быть различия в их захвате. Это пред
положение поддерживалось данными Ross и соавт. [4], показавшими, 
что захват 2-дезокси-О-глюкозы значительно активнее идет в правой 
половине мозга самок. В табл. 2 представлены результаты определе
ния К... и V для процесса захвата срезами коры мозга ГАМК и ас
парагиновой кислоты. Вне зависимости от пола животных значения 
Г.՜.,, для срезов правого полушария оказались ниже, чем для срезов 
левого. При этом сродство к субстрату у переносчика обеих амино
кислот у самок оказалось выше. Эффективность переносчика, опре
деляемая величиной V. у самцов вис зависимости от полушария бы
ла большей, чем у самок.

Проведенные исследования свидетельствуют о том, что опреде
ленный вклад в функциональную асимметрию мозга вносят особен
ности транспорта медиаторных аминокислот. По-видимо.му, эти про
цессы имеют значение и для реализации полового диморфизма в их 
латерализации.

Следует отмстить, что результаты наших наблюдений хорошо 
согласуются с уже известными сведениями по функциональной асим
метрии. Так, мозг мужчин и самцов животных более асимметричен, 
а мозг женщин и самок животных более симметричен в отношении 
целого ряда показателей [5—7]. Полученные экспериментальные 
данные представляют, по-видимому, определенный интерес в плане 
подтверждения и развития теории половых различий когнитивной 
функции и латерализации мозга [7, 8].

I ATERALIZATION OF DISTRIBUTION AND UPTAKE OF 
AUINOACIDS IN RAT BRAIN

RAKHIMOV R. N., KA1 AC'S E. RAKHIMOVA N. N.. ’DOl.GO-SABUROV V. P.,

•KRYLOV S. S.
R.-seaa-h Institute of Prophylactic Medicine, Mlnlsny oi Health oi Ihe Estonian SSR,

Tallinn
-InsiHiiie <>f Toxicology, I SSR Minstry of Public lle.illh, Leningrad

89



We have shown by ion-exchange chromatography that there exists 
asymmetry in the level of several amlnoaclds, including those belonging 
to neurotransmitter aminoacids in various regions of rat brain (male and 
female). The maximum asymmetry was observed In males. Experiments 
with surviving slices of the frontal lobe were carried out to estimate the 
uptake parameters for aspartic and gamma-aminobutyric acids (Km and 
Vmax). These amlnoaclds showed specificity as concerns sex and inter- 
hemisphere differences.
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УРИДИНОВЫЕ РЕЦЕПТОРЫ МОЗГА: 
ЛИГАНДНЫЙ И УЛЬТРАСТРУКТУРНЫЙ АСПЕКТЫ

МАКЛЯКОВ Ю. С., СТРАДОМСКИИ Б. В.. БАРДАХЧЬЯН Э. А.

Ростовский государственный медицинский институт, 
Научно-исследовательский противочумный институт. Ростов-на-Дону

В настоящее время показано, что эндогенные производные пи
римидина принимают непосредственное участие в формировании эмо
ционального статуса человека и животных. Так, при генетически де
терминированном заболевании—оротатацидурии, заключающемся в 
блокировании биосинтеза эндогенных пиримидинов, у больных ярко 
выражен депрессивный симптомокомплекс [1, 2]. Аналогичные на
рушения эмоциональной сферы выявляются и при использовании се
лективного блокатора биосинтеза пиримидинов—О-азаурацила, вы
зывающего пиримндиндефицитные состояния [3. 4]. В то же время, 
пиримидиновый нуклеозид уридин проявляет характерные свойства 
антидепрессанта, а также анксиолитика в экспериментальных усло
виях [5].

Одним из ведущих механизмов, обеспечивающих прямое воздей
ствие на состояние ЦИС. является способность уридина взаимодейст
вовать с рецепторами нервных клеток. Однако конкретные ультра- 
структурные изменения на уровне отдельных нейронов при действии 
уридина остаются до сих пор не изученными. С нашей точки зрения, 
особенно перспективным представляется исследование проблем, свя
занных со специфическим поглощением молекул уридина эндотели
ем и нейронами за счет опосредованного рецепторами эндоцитоза.

Чтобы исключить возможное участие в реализации биологиче
ского действия уридина гуморальных и клеточных медиаторных сис
тем, в специальной серии опытов осуществлено внутрицистерпальное 
введение его в обход ГЭВ, то есть созданы условия для прямого кон
такта молекул уридина со структурами мозга.

Другой целью настоящей работы явилось изучение уридина в 
качестве возможного эндогенного лиганда некоторых типов рецепто
ров, локализованных на синаптических мембранах.

Исследования лигандных свойств уридина выполнены на 48 бе
лых беспородных крысах-самцах массой 250—300 г. В сииаптосомной 
фракции головного мозга определяли наличие мест специфического 
связывания [3Н]уридина. С помощью анализа Скэтчарда определяли 
величины К н уридина, а также влияние на эти параметры 
трициклического антидепрессанта имипрампна. Кроме того, изучали 
влияние диазепама, медазепама, коразола и ГАМК на уровень сие- 
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пифического связывания уридина. Полученные данные подвергали 
статистической обработке. _

Для электронномикроскопического исследования (31 крыса) сен- 
сомоторной коры, гиппокампа, таламуса и центрального серого ве
щества использована глютаросмиевая фиксация. Материал от 9 бе
лых крыс-самцов массой 200 г изучали через 30 мни, 3 и 24 ч после 
внутрибрюшинного введения уридина (50 мг/кг), а от 12 животных— 
через 10 и 30 мин, 1,5 и 3 ч после внутрицистерпалыюго введения ве
щества в дозе 100 мкг/кг в объеме 10 мкл исследовали только цент
ральное серое вещество. В 10 контрольных опытах осуществляли со
ответствующее введение (внутрибрюшинное или внутрицистерналь- 
ное) эквивалентного количества стерильного физиологического раст
вора. После общепринятых процедур кусочки ткани заключали в 
эпон 812. Ультратопкие срезы, полученные на ультрамикротоме LKB 
8800, контрастировали уранилацетатом и цитратом свинца и про
сматривали в электронном микроскопе JEM-100 S.

Наиболее существенным результатом электронномикроскопиче
ского исследования является свойство уридина при внутрибрюшин
ном введении проникать через ГЭБ и вступать в специфическое взаи
модействие с нервными клетками и эндотелиоцнтами. При этом иден
тифицируются два типа нейронов, отличающиеся по способности об
разовывать окаймленные везикулы.

В случае присутствия уридиновых рецепторов па плазмалемме 
нервных клеток после введения лиганда (уридина) в цитоплазме вы
является отчетливая реакция, связанная с массированным образова
нием окаймленных везикул, которые у интактных животных единич
ны или вообще отсутствуют (рис. 1. а). Обе популяции нейронов ре
гистрируются во всех изученных отделах ЦНС. однако представи
тельство клеток без специфических рецепторов яплястся наибольшим 
в таламической области.

В цитоплазме эндотелиальных клеток окаймленные везикулы 
особенно многочисленны в центральном сером веществе (рис. 1, б). 
Интересно, что иногда удается проследить все этапы эпдоцптоза—от 
формирования окаймленного углубления, интернализации и вплоть 
до образования окаймленных везикул (рис. 1, б).

Как известно, появление последних ассоциируется с процессом 
специфического захвата и транспорта молекул в результате опосре
дованного рецепторами эндотпоза [6—8]. Поскольку пузырьки с до
полнительной оболочкой нехарактерны для цитоплазмы нейронов и 
эндотелиопитов [9], следует допустить их образование в ответ на 
введение уридина.

При введении уридина в ликвор довольно выраженная реакция 
формирования окаймленных везикул происходит в три раза быст
рее. чем при внутрибрюшинном введении. Действительно, уже спустя 
10 мин после внутрицистерпальной инъекции препарата в нейронах 
центрального серого вещества наблюдаются многочисленные окайм
ленные везикулы, локализующиеся в зоне пластинчатого комплекса 
и заполненные электронноплотным веществом (рис. 2. а). Интернали
зация уридина в составе окаймленных везикул весьма интенсивна на 
протяжении всех 3 ч наблюдения.

Благодаря впутрицнетернальному способу введения препарата 
нам удалось положительно ответить на принципиальный вопрос о на
личии сиенналп nipoBai.niJx участков՜ связырапня уридина на нейро
нальной ила ;ма.'1смме Введение уридина, минуя ГЭБ, обеспечива
ет ускоренную иптерналп .ацию его молекул и более быструю реак
цию энергетического, белокеннтезирующего и протеолитичёскогр ап- 
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г*ие. I Ультрастру ктурные изменении и мозгу при вну|рн6ркм1:н:шом 
введении уридина: а увеличение количества окаймленных везикул в 
цитоплазме нервной клетки гиппокампа (увел. 1 10001; ՛* появление 
многочисленных окаймленных везикул в эндотелии капилляра централь

ного серого вещества (увел. 180001

парата нервных клеток. Реакция глиально-сосудистого комплекса 
находится в зависимости ст выраженности адаптивных изменений 
нейронов. Кроме того .установлено, что уридин стимулирует синапти
ческую передачу и активирует межнейрональные связи (рис. 2, б).

Результаты раднолигапдпых исследований также свидетельству
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ют о наличии специфических мест связывания уридина на синаптО- 
сомных мембранах клеток нервной ткани. Специфическое связывание 
[3Н] уридина полностью блокировалось при добавлении к суспензии 
синаптосом немеченого уридина в концентрации 10 1 М и выше.

Рис. 2. Ультраструктурпыс изменения в мозгу при ппутрпцпетерпаль- 
пом введении уридина: а—образование окаймленных везикул и нейро
не центрального серого вещества (увел. 18000); б—группа активных ак- 
со-дендрических синапсов в центральном сером веществе (увел. 14000)

При изучении влияния лигандов бензодиазепиновых рецепторов 
на взаимодействие уридина с синаптосомной фракцией головного 
мозга было обнаружено, что диазепам, медазепам и коразол снижа
ют специфическое связывание [3П] уридина. ГАМК, напротив, повы
шала аффинитет уридина к рецепторам. Анализ этих данных позво
ляет сделать вывод о способности уридина связываться с бензодиа
зепиновыми рецепторами, что, по-видимому. объясняет его анксиоли
тические свойства.

С помощью анализа Скэтчарда были определены К уридинд 
(1,30±0,16 нМ/мг сннаптосомного белка) и Вшах (7,08±0,69 пМ/мг 



белка). Имипрамнн, взятый в конечной концентрации 10 4 М, инги
бировал связывание [3Н] уридина с рецепторами, повышая констан
ту диссоциации более чем вдвое и практически не изменяя количе
ства мест связывания уридина. Воздействие такого типа свндетельст.- 
вуст о том, что между уридином и имипрампном существует конку
ренция за общие для этих соединений места специфического связы
вания, то есть уридин является, по-видимому, эндогенным лигандом 
имипрамииовых рецепторов, что и позволяет объяснить его антилец- 
рессивпые свойства.

BRAIN URIDINE RECEPTORS: LIGANDS AND UL'I RASTRUCTURAL 
ASPECTS

MAKLYAKOV V. S, STARODOMSKY B. V., BARDAKHCHAX E. A.

Department ot" Clinical Pharmacology, Rostov-on-Don Medical Institute, Rostov-on-Don 
Research Antiplague Institute

Intraperitonial (50 nig/kg) or intracisternal (100 mg/kg) administra
tion of uridine to rats lead to abundant appearance of numerous vesic
les in neurons of dlferent brain structures as shown by EM. The ex
perimental data suggest that this effect is associated with specific recep
tors for uridine and this was confirmed by radioligand studies. The sites 
of specific uridine binding were identified as benzodiazepine and imi- 
pramine receptors.
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МОДИФИКАЦИЯ ЭТАНОЛОМ СБОРКИ 
МИКРОТРУБОЧЕК МОЗГА

ПРОХНЕВСКИП л. И.. СОРОЧИНСКИЙ Б. в.

Институт ботаники им. И. Г. Холодного ЛИ УССР, Киек

Физиологическая активность этанола хороню известна. Среди 
многих патологий, вызываемых хроническим употреблением алкого
ля. распространены различные расстройства НС, однако механизмы 
этих явлений плохо изучены. Высказывается предположение, что 
большинство нарушений в функциях нервных клеток обусловлены ак
тивностью ацетальдегида [1], первичного метаболита этилового спир
та. Одной из мишеней действия ацетальдегида на нервные клетки 
может быть система цитоскелета, так как обработка препаратов 
микротрубочек растворами ацетальдегида в концентрациях от 1 до 
10 мМ ингибировала сборку этих структур [1]. Система микротру
бочек участвует во многих процессах, протекающих в клетке—в кле
точном морфогенезе, внутриклеточном транспорте и кеппннге рецеп
торов, регуляции некоторых биохимических процессов [2]. В нерв
ных клетках микротрубочки отвечают за рост клеток, аксоплазмати
ческий транспорт и транспорт секреторных везикул. Поэтому попят
но, что нарушение структуры клеточного скелета под влиянием про
дуктов распада этанола может вызвать серьезные нарушения в кле
точных функциях.

Однако нельзя полностью исключить и возможность прямого 
влияния этилового спирта па систему микротрубочек. Проверка это
го предположения была целью данного исследования.

Микротрубочки выделяли из мозга крупного рогатого скота дву
мя циклами полимеризации-деполимеризации в присутствии глице
рина [3]. В качестве буфера, стабилизирующего микротрубочки 
(БСМ). использовали буфер Бершадского [-1] : 50 мМ имидазол, 1 мМ 
ЭГТА. с мМ меркаптоэтанол, 0,1 мМ ЭДТА, 1 мМ МцСЬ, 50 мМ 
1\С1, 4 М глицерин. pH 6,7. Микротрубочки, выделенные двумя цик
лами. хранили в 8 М глицерине на БСМ при —20° не более 2 суток.

При проведении экспериментов по борке микротрубочек препа
раты сначала осаждали при 150000 я в течение 1 ч, затем деполиме
ризовали I ч при 0° в буфере БСМ без глицерина и повторно цент
рифугировали при тех же условиях. Супернатант, содержащий депо
лимеризованные микротрубочки, использовали для дальнейших экс
периментов. Сборку микротрубочек индуцировали повышением тем
пературы растворов до 37° и добавкой ЛТР до 1 мМ. Регистрирова
ли процесс сборки по изменению оптической плотности растворов на 



спектрофотометре DU-8 («Beckman», США), длина волны 360 нм, 
интервалы между измерениями 1 мин.

Белок определяли по методу Greensberg, Graddock [5].
В экспериментах по изучению влияния растворов этанола на 

процесс сборки микротрубочек раствор GTP заменяли растворами 
этанола.

Электронномнкроскопические препараты микротрубочек изучали 
па электронном микроскопе JEM-100 В (Япония). Образцы для мик
роскопии готовили следующим образом: на подложки, покрытые 
формваром, наносили 1 каплю суспензии микротрубочек, через 5—10 с 
избыток раствора отбирали фильтровальной бумагой и оттеняли 
препараты 1%-ным уранил-ацетатом в течение 5—10 с.

Процесс сборки микротрубочек можно регистрировать по изме
нению оптической плотности их растворов (рис. 1). Критическая

Рис. 1. Изменение оптической плотности раствороз 
микротрубочек: /—контроль I мМ GTP, 2-мик
ротрубочки без GTP, 3—75 мМ этанол, 4—150 мМ 
этанол. 5—1.5 мМ этанол, 6—раствор альбумина.

Концентрация белка 0.8 мг/мл. температура 37’

концентрация белка для инициации процессов полимеризации может 
отличаться в разных экспериментах и зависит от качества выделяе
мого материала. В наших экспериментах критическая концентрация 
равнялась 0,2 мг/мл. Контрольная кривая (1) описывает изменение 
оптической плотности раствора микротрубочек с концентрацией бел
ка 0,8 мг/мл. Процесс полимеризации in vitro завершается пример
но через 12—15 мин и хорошо описывается законами экспоненциаль
ной кинетики [6]. По-видимому, отдельные части кривой могут со
ответствовать разным этапам сборки микротрубочек [7]. Лаг-фаза 
(1—з мин) может характеризовать образование центров нуклеации, 
а фаза увеличения оптической плотности (4—10 мин) может соот
ветствовать процессам латерального роста и элонгации микротрубо
чек. Кривая 2 описывает поведение раствора белков микротрубочек 
при 37° без GTP. Возрастание оптической плотности раствора начи
ная с 6—10 мни свидетельствует, по-видимому, о способности бел
ков микротрубочек агрегировать при этих условиях, что подтвержда
ется линейным характером кривой. Кривые 3, 4, 5 описывают повс- 
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дение препаратов микротрубочек в присутствии этанола (75 мМ— 
1,5 М). Сравнение этих кривых с контрольной позволяет предполо
жить, что этанол способен индуцировать полимеризацию микротру
бочек, поскольку увеличение оптической плотности препаратов но
сит экспоненциальный характер. Пока нельзя дать объяснение меха
низмам, лежащим в основе этого процесса. Однако нет оснований 
полностью исключать предположение о том, что такое взаимодейст
вие является вполне специфичным, поскольку оптическая плотность 
раствора человечьего сывороточного альбумина в присутствии 150 мМ 
этанола нс изменяется, то есть при такой концентрации спирта 
не происходит агрегации или полимеризации белков, что привело бы 
к изменению абсорбции растворов.

По-видимому, этиловый спирт обладает синергичным действием 
в отношении к глицерину, который способствует сборке микротру
бочек [3]. Реализовать свое действие этанол может либо взаимодей
ствуя с белками, ассоциированными с микротрубочками (МАР—бел
ками), либо влияя непосредственно на конформацию тубулина, ос
новного белка микротрубочек.

В работе McKinnon и соавт. [1] прямого влияния этилового 
спирта на процесс сборки микротрубочек не было зарегистрирова
но. В этой связи следует сделать несколько уточнений. Во-первых, 
концентрации этанола и белков микротрубочек в нашей работе и в 
упомянутом исследовании значительно отличаются. Поэтому можно 
предположить,что соотношение спирт/белок играет существенную 
роль для реализации самого явления индукции сборки микротрубо
чек под воздействием этанола. Во-вторых, в наших экспериментах 
мы полностью исключили из реакционной смеси GTP, то есть ис
ключили возможность суперпозиции двух процессов—индукции сбор
ки под воздействием этанола и полимеризации микротрубочек в при
сутствии GTP.

На рис. 2 показаны электронномикроскопические фотографии 
препаратов микротрубочек, собранных в присутствии GTP и под воз
действием этанола. Анализ изображения на фотографиях подтверж
дает возможность образования трубчатых структур в присутствии 
этанола, хотя контрольные и собранные в присутствии спирта мик
ротрубочки несколько отличаются. В этой связи можно предполо
жить. что этанол способен индуцировать аномальную сборку микро
трубочек (аномальную с точки зрения получения конечного продук
та реакции).

Описанное нами явление индукции этанолом сборки микротру
бочек in vitro может служит!, для объяснения явлений, зарегистри
рованных in vitre, поскольку описано как увеличение, так и умень
шение количества микротрубочек в различных клетках одного и то
го же организма после длительного употребления алкоголя [8]. Ве
роятно, наличие у тубулина многих изоформ может служить одной 
из причин того, что этанол и его продукты в разных клетках по-раз
ному взаимодействуют с белками цитоскелета. Однако любое нару
шение баланса цитоскелетных структур в клетке может существен 
но модифицировать клеточный метаболизм. Поэтому нс только про
дукты деградации этилового спирта, но и сам этанол, оказывая пря
мое влияние на систему микротрубочек, может непосредственно слу
жить причиной нарушения многих функций нервной клетки.

Цитоскелет нервных клеток может, вероятно, быть мишенью в 
действии некоторых психотропных веществ. В частности, было обна-
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/’«<'. 2. Э.ггкгрпииомикроскокпчсскпс фотогра
фии микротрубочек, собранных в присутствии

I мМ (а) и 150 мМ этанола (б)

ружено, что аминазин в концентрациях от 100 до 500 мкМ ингибиру
ет полимеризацию тубулина [9]. В цитированной ранее работе [1] 
показано ингибирование сборки микротрубочек в присутствии эти
лацетата. Обнаруженное нами явление прямого влияния этанола па 
полимеризацию цитоекелетных структур также может служить кос
венным подтверждением в пользу представлений о клеточном скеле
те как о мишени в действии некоторых психотропных соединений.

TEHYLALCOHOL MODIFIES THE ASSEMBLY OF NERVE CELLS 
MICROTUBULES

PROKHSEVSKY A. I., SOROCHINSKY В. V.

Institute of Botany. Academy of Sciences o' the Ukrainian SSR, Kiev

The effect of ethyl alcohol o:i the polymerization of microtubules 
was investigated. Using electron microscopy and turbidimetry we sho
wed that ethyl alcohol can Induce microtubules assembly without GTP.
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It is proposed, that nerve ceils cytoskeleton may be tin- target of some 
psychotropic compounds.
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ЖИРНОКИСЛОТНЫЙ СОСТАВ ФОСФОЛИПИДОВ 
В НЕКОТОРЫХ СТРУКТУРАХ МОЗГА КРЫС 

С ВРОЖДЕННЫМ ДЕФИЦИТОМ ВАЗОПРЕССИНА

ДИШКЕЛОВ А., МИТЕВ 10., ПАЧЕВ В.

Институт но изучению мозга, Болгарская Академия Наук, София

Вязкость и латеральная подвижность клеточной мембраны яв
ляются важными факторами процесса взаимодействия клетки с хи
мическими агентами. Вид углеродной цепи жирных кислот в соста
ве мембранных фосфолипидов считают элементом, определяющим 
в значительной мере вязкость биологических мембран [1].

Вазопрессину отводится значительная роль в осуществлении ря
да адаптивных реакций организма. Особый интерес вызывают ре
зультаты, подчеркивающие значение нейропептида в регуляции систе
мы гипоталамус-гипофиз-падпочечники и в мнестических процессах 
[2, 3]. Вазопрессин замедляет угасание условных рефлексов [4], а 
также оказывает положительное воздействие на мнестические функ
ции у человека [5, 6]. Нейрохимические механизмы действия вазо
прессина на процессы памяти изучены недостаточно. Считают, что 
гормон воздействует преимущественно на ,моноаминергическую 
трансмиссию в лимбических и мезенцефальпых структурах мозга 
[7]. В предыдущих исследованиях нами установлено, что однократ
ное введение вазопрессина оказывает длительное воздействие на ли
пидный метаболизм в мозгу [8], а внутригиппокампальная инъекция 
гормона в процессе формирования условного оборонительного реф
лекса вызывает характерные изменения в содержании жирных кис
лот липидов в гиппокампе [9]. На основании этих результатов возник
ло предположение, что воздействие па состав и метаболизм липидов 
в мозгу является одним из нейрохимических механизмов влияния ва
зопрессина на процессы памяти.

Цель настоящей работы—проверка указанной гипотезы при ис
пользовании модели врожденного дефицита вазопрессина. Крысы ли
нии Brattleboro— спонтанные мутанты линии Long Euans —страда
ют генетически обусловленным отсутствием вазопрессина. Гомозигот
ные представители линии характеризуются тяжелым несахарным ди
абетом, нарушением нейроэндокринной регуляции [10], ухудшением 
вырабатывания условных рефлексов и их угасанием [11].

Исследование проводили на 10 взрослых гомозиготных самцах 
линии Bra.tlCforo (01) и 10 самцах линии Long /;>•■<?//.՝. Исследуе
мые структуры—септальные ядра, область аркуатного ядра и сре-
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динного возвышения в медиобазальном гипоталамусе и гиппокамп 
препарировали способом Palkovits [12] и гомогенизировали в 2 мл 
смеси хлороформа, метанола и воды (2:1:0,8); фосфолипиды изоли
ровали хроматографией в флоризиле [13]. Фосфолипидную фракцию 
подвергали гидролизу, после которого жирные кислоты превращали 
в метиловые эфиры. Эстерифицированные жирные кислоты раство
ряли в 1 мл хлороформа и 0,005 мл раствора анализировали мето
дом ГЖХ. Исследования проводили на газовом хроматографе GC 93 
(«Analytical Instruments», Великобритания) с колонкой типа ВР 20 

и пламенно-ионизационным детектором. Жирные кислоты выявляли 
в температурном диапазоне от 185 до 250° при .линейном непрерыв
ном повышении температуры на 7,5° в мин. В качестве внутрен
них стандартов использовали набор метиловых эфиров жирных кис
лот («Sigma», США). В каждой пробе, после идентификации и из
мерения площади отдельных пиков (микропроцессорный интегратор 
TRIO Trivector, США), вычисляли соотношение насыщенных и не
насыщенных жирных кислот в процентах. Статистическую обработку 
результатов проводили по Стьюденту.

В фосфолипидных фракциях, изолированных из трех структур 
мозга, обнаружены насыщенные жирные кислоты с цепями, состоя
щими из 12, 14, 16, 18, 20 и 22 углеродных атомов. Выявлены не
насыщенные жирные кислоты С 16:1, С 18:1, С 18:2, С 20:2, С 20:4 и 
С 22:6. Установлены следующие качественные различия: кислоты 
С 12:0 и С 22:6 отсутствуют в фосфолипидах септальных ядер у конт
рольных животных, а гиппокамп крыс линии (iftIt tn г не содер
жит кислоты С 20:0. Процентные соотношения насыщенных и нена
сыщенных жирных кислот в каждой структуре даны в таблице.

Соотношение содержании насыщенных и ненасыщенных жирных кислот 
в фосфолипидах, изолированных из отдельных структур мозга

Таблица

Жирные кислоты Септум Г ипоталамус Г иппокамп

Насыщенные

Ненасыщенные

LE
DI
1 Е
D1

43,7+1,1
57,2+6,3*
56,3+1,1
43,8+6.3*

18,1+0.9
35,7+1,5
81,9+0,9
64,3+1,5

48,6+2,2
47 ,5+1,9
51 ,4+2,2
52,5+1.9

Примечание. Чанные выражены в процентах. LE— нормальные крысы линии 
Long Evans, D1 крысы линии Brattleboro с врожденным дефицитом вазопрес
сина. *р<0.01.

Содержание ненасыщенных жирных кислот в ядрах перегородки 
и в медиобазальном гипоталамусе крЫс липни' Br'rflt'ieboro значи
тельно ниже, чем у нормальных крыс линии Long Evans. Основным 
источником разницы является понижение содержания кислот С 18:1 
и С 18:2. а также повышенные концентрации насыщенных кислот с 
14- и 16-атомными цепями.

Жирнокислотный состав фосфолипидов имеет определенное воз
действие на вязкость и латеральную подвижность клеточной мемб
раны. Присутствие шачителы1ых количеств ненасыщенных- жирных 
кислот обеспечивает пониженную вязкость мембраны' [1],. облегчая 
латеральную диффузию и конформационные Изменения иптсграль- 
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йых протеинов мембраны (рецепторные и канальные белки, фермен
ты). Установленное нами относительное понижение содержания не
насыщенных жирных кислот в фосфолипидах мозга крыс с врожден
ным дефицитом вазопрессина вызывает предположение о некоторой 
«жесткости» нейронных мембран у этих животных и о связанной с 
этим инертности интегральных белков, физиологическим итогом яв
лялась бы нарушенная переработка химических сигналов.

Поскольку введение вазопрессина в гиппокамп интактных крыс 
вызывает улучшение консолидации условного рефлекса, сопровож
даемое увеличением содержания ненасыщенных жирных кислот в 
тотальной липидной фракции мозга [9], есть основание считать, что 
изменения жирнокислотного спектра у крыс линии ЬгиШеЬого свя
зано с отсутствием вазопрессина. Однако не исключается возмож
ность сосуществования нескольких генетических дефектов у этих му
тантов, затрагивающих кроме синтеза вазопрессина и некоторые эле
менты синтеза длинноцепочечных ненасыщенных жирных кислот.

Неожиданным результатом является отсутствие значительных 
изменений в гиппокампе, который выполняет важную роль в процес
сах обучения и запоминания. В отличие от септальных ядер и внеш
ней зоны срединного возвышения, исследуемый нами дорзальный 
гиппокамп не принадлежит к главным проекциям вазопрсссинсиите- 
знрующих нейронов [14]. Относительно низкая плотность вазопрес- 
синергических проекций в этой структуре—одно из возможных объ
яснений отсутствия значительных различий в жирнокислотных спек
трах фосфолипидов в гиппокампе. Однако исследование биосинтеза 
фосфолипидов в тех же структурах мозга показало, что врожденный 
дефицит этого гормона сопровождается выраженным угнетением 
включения меченых предшественников ([32Р] и [НС]) в фосфолипи
ды гиппокампа [15]. Этот факт дает основание считать, что фосфо
липиды в гиппокампе, несмотря на отсутствие изменений в жирно
кислотных спектрах, также являются объектом действия вазопрес
сина.

FATTY ACID COMPOSITION OF PHOSPHOLIPIDS IN SOME BRAIN 
STRUCTURES OF RATS WITH INNATE VASOPRESSIN DEFICIENCY

D1S1IKELOV A., M1TEV Y., PATCHEV V.

Brain Research Institute, Bulgarian Academy of Sciences, Sofia

The fatty acid spectra of the phospholipids from the septum, the 
mediobasal hypothalamus and the hippocampus of rats with innate va
sopressin deficiency (Brattleboro strain) and their intact „relatives" from 
the Long Evans strain were analyzed using gas-liquid chromatography. 
The rats with inherited vasopressin deficiency showed a significant decrease 
of the content of non-saturated fatty acids in the septal and hypothala
mic phospholipids, whereas no considerable differences were observed 
in the hippocampus. The finding suggests that hereditary vasopressin 
deficiency affects the structure of brain phospholipids and, probably, the 
functional properties of the neuronal membranes. The importance of 
phospholipid fatty acid changes in the pathogenesis of Impaired adaptive 
capabcltl in Biattleboro rats is discussed.
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ВЫДЕЛЕНИЕ ФОСФОЛИПАЗЫ А2 ИЗ ГОЛОВНОГО МОЗГА БЫКА 
АЙАНЯН Л. А.

Институт биохимии АН АрмССР им. Г. X. Бунятяиа. Ереван

Значение внутриклеточных фосфолипаз Аг, очевидно, не менее 
интересно, чем их роль в змеином яде, в яде насекомых и в пнщева- 
ригельной железе как факторов, играющих важную гидролитиче
скую и транспортную роль в метаболизме клеточных мембран.

Интерес к исследованиям внутриклеточных фосфолипаз Аг для 
многих типов клеток к настоящему времени значительно возрос [I — 
7]. Установлено, что в клетках их местонахождение часто не огра
ничено одной органеллой или одной субклеточной фракцией [8, 9], 
однако малая специфическая активность и низкая концентрация в 
клетках затрудняют их интенсивное изучение. До сих нор известны 
лишь несколько внутриклеточных фосфолипаз Аг, очищенных до го
могенного состояния [1—3, 6].

В данной работе описаны результаты выделен։; : и очистки фос
фолипазы Аг из головного мозга быка с учетом имеющейся в лите
ратуре информации относительно фосфолипаз А2 ядов и пищевари
тельных желез.

100 г свежего бычьего мозга гомогенизировали в 300 мл 0,05 М. 
ацетатного буфера, pH 5,2, содержащего 0,15 М №аС1. После озву
чивания смеси ультразвуком 22 кГц в течение 1—2 мин, гомогенат 
оставляли на 18 ч при температуре 4°. При этом наблюдалось повы- 
шс' иё pH среды до 5,9. После подкисления концентрированной НС1 
и> pH 4,0 раствор гомогената подвергали нагреванию при 70° в те

чение 5 мин, что сопровождалось изменением цвета гомогената от 
кремового до темно-серого. Затем гомогенат быстро охлаждали до 
4", нейтрализовали с помощью 5 и. МаОН и центрифугировали при 
5000 к 20 мин. Отделяли супернатант желтого цвета, проводили его 
через бумажный фильтр и диализовали против дистиллированной во
ды (3 раза но 10 л, 28 ч). Образовавшийся осадок удаляли центри
фугированием при 10000 р.. 40 мин. Прозрачно-желтого цвета супер
натант лиофилизовали и хранили в сухом виде.

Для дальнейшего фракционирования лиофилизованной белко
вой фракции применяли упрощенный двухстадийпый подход разде
ления* па основе молекулярных масс и зарядов—гель-фильтрацию на 
сефадексе 0-50 и. ИОХ на КМ-целлюлозе, обладающих липолитиче
ской активностью фракций.

С этой целью 1/2 часть лиофилизованного материала наносили 
па колонку с сефадексом 0-50 сверхтонкий (1,2X120 ем), уравнове
шенную 0.0! М ацетатным буфером. |>П 7.2. Элюировали тем же бу
фером со скоростью б мл/'ч. Вся фосфолипазная активность была об
наружена во втором из двух белковых пиков (рис. 1). Определение 



величины М этой фракции на колонке с сефадексом 0-75 сверх
тонкий в трис-НС1 буфере. pH 7,2, содержащем 0,1 М КС1 приводит 
к значениям величины М полученной активной фракции 13—14 кД, 
что соответствует мономерной форме фосфолипазы А2.

Рис. /. Разделение белковой смеси гомогената мозга быка после лиофилизации на 
колонке с сефадексом Се.50 снерхтонкий. Использован 0,01 М аммоннй-ацетатный 
буфер, pH 7.2, скорость элюирования б мл/ч. О։ мечен пик с фосфолипазной ак

тивностью
Рис. 2. Разделение фракции с фосфолипазной активностью после гель-фильтрации 
на С-50 на колонке с КМ-целлюлозой. Условия опыта: 0,01 М аммоннй-ацетатный 
буфер, градиент \’аС1 от 0 до 0,3 М. скорость элюирования 30 мл/ч, объем гради

ента 2X200 мл

Фракции е фосфолипазной активностью были объединены и на
несены на колонку с КМ-целлюлозой (1,2x22 см), уравновешенной 
0,01 М аммоний-ацетатным буфером. pH 7.2. Элюировали белок в 
градиенте ионной силы, используя ИаС1 в градиенте концентраций 
0—0,3 в исходном буфере, объем растворов 2x200 мл (рис. 2), ско
рость элюирования была равна 30 мл/ч.

Ферментативную активность на всех стадиях очистки и разделе
ния определяли ацидиметрическим методом, используя смешанные 
мицеллы субстрата с детергентом тритон Х-100, как указано в рабо
те [10]. однако вносили 1 —10 мкг фермента в водном растворе (5 
мкл), что в 10—100 раз больше, чем при измерении фосфолипазной, 
активности ядов змей. В качестве субстрата использовали яичной 
лецитин, или дипальмитоиллецитин. гидролиз проводили при 37°, 
pH около 8.0 в присутствии 0.01—0,02 М Са ‘ без которого фосфо
липазная активность нс проявлялась. Гомогенность фракций на всех 
стадиях разделения и индивидуальность выделенного белка контро
лировали методом диск-электрофореза в 15%-ном растворе ПААГ в 
стандартных условиях [II]. Индивидуальность белка была опреде
лена элсктрофорстически в 10%-ном растворе ПААГ в присутствии 
0,1%-ного ДДС-Иа [12] п оценена ее величина Мг. равная 13,5± 
0,5 кД.

Предварительные измерения позволили выявить оптимум фос
фолипазной активности при pH 8.0±0,5 ед. в присутствии Са֊+. За
мена последнего на другие двухвалентные ионы приводит к ингиби
рованию ферментативной активности. рН-зависнмость действия фер
мента выявляет сохранность ферментативных свойств в диапазоне 
pH 2 10 Фермент обладает высокой термостабнльпоетЫо при 70՞,
устойчив к 5-мину гному кипячению. Отсутствие свободных ЗН-групп 
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в белковой молекуле фосфолипазы А2 доказано с помощью реаген
та Эллмана [13].

Таким образом, выделенная нами фосфолипаза А2 из мозга бы
ка является Са • -зависимой, устойчивой к нагреванию и проявля
ющей оптимальную ферментативную активность при pH 8,0. Фер
ментный белок не содержит свободных SH-групп и имеет Мг около 
13,5 кД, напоминая собой набор щелочных изоферментов из яда ар
мянской гадюки.

Мы полагаем, что фосфолипаза А2 из мозга быка будет также 
иметь нейтральную или щелочную pl, хотя по данным ацидометри- 
ческого титрования она примерно на два порядка уступает фермен
ту секреторных фосфолипаз А2 ядов змей по своей специфической ак
тивности.

Представляет интерес в дальнейшем изучить, какие имеются раз
личия в механизме молекулярного действия и физиологической ак
тивности фосфолипазы А2 из мозга быка по сравнению с другими 
внутриклеточными и секреторными фосфолипазами этого типа.

ISOLATION.’ OF PHOSPHOLIPASE A, FROM BRAIN
AYANIAN A. Y.

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

Experimental procedure of Isolation of phospholipase A2 from ani
mal brain has been developed. Phospholipase A2 was purified by heat 
treatment of the homogenate, followed by chromatography on Sephadex 
0—50 and CM-celhilose. The Isolated enzyme was homogeneous accor
ding to SDS-PAGE analysis, its molecular weight being 13 500-500 
Da. The optimal activity of the enzyme was observed at pl I 8±0,5 in 
the presence of Ca®*՜ (up to 2d mM).
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ПРОЦЕССЫ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ 
ПРИ ЧЕРЕПНО-МОЗГОВОЙ ТРАВМЕ

ДЕМЧУК М. Л.. ЛЕВЧЕНКО Л. И., ПРОМЫСЛОВ М. Ш.

Институт нейрохирургии им. II. II. Бурденко АМН СССР, Москва

Активация ПОЛ является универсальной реакцией на патоло
гическое воздействие. Это,как правило, везет к поражению мембран 
клеток и накоплению продуктов ПОЛ. Показано, что подобные из
менения в тканях мозга экспериментальных животных происходят 
при развитии эпилептической активности [1], эмоционально-боле
вом стрессе [2, 3], паркинсониче-.ком синдроме [4] и других пато
логических состояниях головного мозга.

В нашей лаборатории ранее исследовалось содержание малоно
вого диальдсгида (МДА) в полушариях и стволе мозга кроликов пос
ле черепно-мозговой травмы средней тяжести [5]. Однако для более 
полкой характеристики окислительных процессов мы сочли необхо
димым исследовать накопление и других продуктов ПОЛ—диеновых 
конъюгатов (ДК) и оснований Шиффа (ОШ).՜ равно как и суммар
ную антиоксидантную активность (АОА) ткани мозга кроликов в 
условиях опыта.

Определение МДА в ткани мозга мы сочли целесообразным про
водить по методу ОшЬаса и соавт. [6], который, как показано в ра
боте Гаврилова и соавт. [7], является наиболее универсальным. Объ
ектом исследования в работе были кролики-самцы породы шиншил
ла, массой 2.5—3 кг.

Черепно-мозговую травму средней степени тяжести наносили 
стандартным методом [8] -посредством свободного падения груза 
массой 500 <• высоты 2.2 м на голову фиксированного в станке жи
вотного. Крыс забивали воздушной эмболией через сутки пос
ле нанесения травмы, что связано с максимальным нарушением про
цессов дыхания и окислительного фосфорилирования мозга в этот 
период времени [9]. Извлечение мозга и все последующие операции 
с ним проводили на холоде. Ткань мозга гомогенизировали в фос
фатно-солевом буфере (pH 7,4) при соотношении ткань мозга—бу
фер (1:9).

Экстракцию липидов проводили по методу Фолча [10]. Содер
жание ДК определяли на спектрофотометре «СФ-26» по поглощению 
растворов липидов в системе метанол гексан 5:1 при /||1и.,=232 нм 
[II]. Основания Шиффа ре> пегрировалп по ингенеивности флуорес
ценции хлороформных растворе»!։ липидов на спектрофлуорометре
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«НИасЫ-МРЕ-2а» при длине волны возбуждающего свеча 360 нм и 
максимуме напускании 420—440 нм. Контролем служила флуорес
ценция сернокислого хинина в 0,1 н. серной кислоте (1 мг/мл), ин
тенсивность которой принимается за 100% [12].

Суммарная АОЛ определялась по торможению накопления МДА 
при инкубации модельной системы при 37° в течение 60 мин.

В качестве субстрата окисления нами была выбрана линолено
вая кислота, которая входит в состав фосфолипидов мозга и содер
жит 3 двойные связи, поэтому все образующиеся при окислении кис
лоты продукты ПО аналогичны соединениям, возникающим в мозго
вой ткани в процессе ПОЛ. В литературе же описано использование 
в этом качестве линолевой кислоты [13], содержащей 2 двойные свя
зи, что делает ее, как нам кажется, менее подходящей для цели дан
ного эксперимента.

Предложенная нами модельная система для определения АОА 
сострит в следующем: к 50 мл дистиллированной воды добавляли 
50 мкл тритона Х-100 и 10 мкл линоленовой кислоты. Смесь тщатель
но 'встряхивали до получения однородной эмульсии. Все описанные 
выше манипуляции проводили в атмосфере՜ азота. Затем в каждую 
пробу (У= 1 мл) приливали по 50 мкл 0,01 мМ раствора сульфата 
железа (II) и 100 мкл исследуемого гомогената мозга и ставили на 
инкубацию параллельно с модельной пробой. АОА вычисляли в про
центах по формуле, где за 100% принимается активность такого ан
тиоксиданта, который полностью подавляет образование МДА в мо
дельной системе за один час инкубации.

АОА = 1 ֊ |МДА||П|60’-1МДАаП|0’ 
[МДА„|60'֊ (МДА։т]0- 

где [МДА:оП ]—содержание МДА в модельной системе с добавкой 
гомогената мозга, [МДА.. ]—содержание МДА в растворе линоле
новой кислоты соответственно в начальный момент времени (0՜) к 
после часовой инкубации (60')-

В ходе эксперимента было выявлено достоверное повышение со
держания начальных продуктов ПОЛ-гидропсрскиссй полиеновых 
липидов у травмированных животных во всех исследованных отделах

Перекисные соединения липидов и общая антиоксидантная активность и 
различных отделах мозга кроликов при черепно-мозговой травме

Таблица

полушарие СТВОЛ мозжечок

норма травма норма травма норма травма

ДК нм,/100мг 
сырой ткани

МДА ни/100 
мг сырой 
ткани 
ОШ в %

АОА в %

17 ,6+ 1 .4 
п=6

Р<
5,6+ 0.8 
п — Т

Р< 
95,3+19,2 
п=5

Р< 
50.2+14.5 
п—4

Р՛

33.8+ 4.4 
п--8

<0.01
8,3+ 0.6 
п=13

<0.05
177,2+24.2 

п=5
<0,05

0 
п=6

<0,0 5

19.8+ 1,9 
п—6

Р<
8.4+ 0.8 
п=7

Р>
164.7+54.8 

п-=5
Р> 

60,3+13,5 
п=4

Р>

31,7+ 3.0 
п=8

0.01
8.7+ 0 7 
п=7

0.05
192.7+39.0 

п-5
0.05
20,3+16.9 
п-6

0,05

17.3+ 1.7 
и = 6

4.1 + о-7

1
75.7 + 23.2 

п • 5
Р

58.4+14-■ 
п=4

Р

39,2+ 2-0 
п -8

<0.01
6.1+ 0.5
П — !3

<.0,05
168-2+30.0

п 5
<0 05 

0
11=6

<0.05
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мозга (таблица), что позволяет сделать заключение об активации 
процессов ПОЛ при черепно-мозговой травме. Однако следует отме
тить, что увеличение концентрации МДА и ОШ наблюдается лишь 
в полушариях и мозжечке, а в стволе остается в пределах нормы. 
Следовательно, в ткани ствола мозга процесс ПОЛ как бы останав
ливается на образовании сопряженных диенов и не доходит до обра
зования наиболее токсичных продуктов—карбонильных соединений, 
что, вероятно, связано с достаточно высокой остаточной ЛОА ткани 
ствола мозга травмированных животных. Это. в известной мере, под- 
твсржтас-тся и тем, что количество ОШ при травме в ткани ствола 
мозга о -тало, ь на уровне нормы. В то же время ЛОА в полушариях 
мозга и в. мозжечке падает до нулевых значений.

Из анализа полученных данных следует, что при черепно-мозго
вой травме в мозгу резко подавляется одна из важнейших защитных 
реакций этого органа—АОА и нарастает количество перекисных сое
динений липидов. Это, как было показано памп ранее, сопровождает
ся разрушением целостности митохондрий клеток мозга и соответст
венно нарушением его энергетического обмена [14].

LIPID PEROXIDATION AFTER BRAIN TRAUMA
DEMCHUK M L , LEVCHENKO L I., PROMYSLOV M SH.

Burdenko Institute of Neurosurgery, USSR Academy of Medical Sciences, Moscow

We have examined (I) changes In ihe activity of reactions leading 
to the formation of lipid peroxides and (2) total antloxldatlve activity 
of rabbit brain 24 hours after brain trauma. The content of diene conju
gates, malonic arid diildehyde and Shift bases I icreased In the hemis
pheres and cerebellum, whereas the total antioxidant activity decreased 
In the studied parts of the brain.
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ПРОТЕОЛИЗ И ЕГО ИНГИБИРОВАНИЕ В НЕРВНОЙ ТКАНИ 
И КРОВИ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ДЕМИЕЛИНИЗАЦИИ

ХИМИЧЕСКОЙ ЭТИОЛОГИИ
КУЗЬМИНСКАЯ у. А.. БАДАЕВА Л. И.. ДРОБИНСКАЯ О. В., ЗАСЕНКО И. И.

ВНИИ гигиены и токсикологии пестицидов, полимеров и пластических маге 
М3 СССР. Киев

Значительное место в патологии НС занимают демиелинизирую
щие заболевания, к числу которых относятся токсические экзо- и 
эндогенные полиневропатии, а также синдром отдаленной нейроток
сичности (ОНТ), возникающий при действии некоторых фосфорор
ганических соединений (ФОС).

ОНТ клинически проявляется через 7—8 суток после перенесен
ного острого отравления в форме атаксии, парезов, переходящих к 
18—21 суткам в стойкий паралич; морфологически ОНТ характери
зуется очаговой демиелинизацией.

Биохимические основы развития синдрома ОНТ изучены недос
таточно. Выявлены изменения активности нейротоксической эстера
зы [1]. К‘, N'i+-АТРазы. р-галактозидазы, кислой фосфатазы, хо
линэстеразы. уровня гликолипидов, эфиров холестерина, серотонина, 
5-ОИУК [2—5]. Вместе с тем, можно полагать, что в развитии про
цесса демиелинизации химической этиологии важная роль принадле
жит активности тканевых протеиназ и их ингибиторов, тем более, что 
при рассеянном склерозе, распространенном демиелинизирующем за
болевании, в нервной ткани выявлена повышенная протеолитическая 
активность [6].

Исходя из вышесказанного предположения, целью настоящей ра
боты явилось изучение активности катепсина Д(КФ 3.4.23.5.) и ин
гибиторов протеолиза при экспериментальной демиелинизации хими
ческой этиологии.

Экспериментальную модель демиелинизации вызывали у кур 
массой 1.0—1,5 кг путем однократного перорального введения ֊■''О 
мг/кг афоса (0,0-дифенил-1 -ацетооксн,2,2,2-трихлорэтилфосфонат) .

Через 7 суток (стадия предпаралпча) и 21 сутки (стадия пара
лича) кур декацитировали. Для определения активности катепсина Д 
навески тканей спинного мозга и периферического нерва гомоге
низировали в 0.25 М растворе сахарозы, приготовленном на 0.01 М 
трис-HCI буфере. pH 7.4, содержащем 0.001 М ЭДТА. соотношение 
ткань—буфер 1:10. Активность катепсина Д определяли по методу 
Anson [7] в модификации Поляковой и соавт. [8] и выражали в 
мкмоль тирозина, отщепленного от гемоглобина за 1 ч инкубации 
при 37°, pH 3.5 на I г сырой ткани или 1 л сыворотки.

Для определения активности ингибиторов протеиназ ткань спин
ного мозга гомогенизировали в фосфатном буфере pH 7,6 (соотно
шение ткань—буфер 1:10); сыворотку крови разводили фосфатным 
буфером для определения а»-макроглобулина (аг-МГ) в 20 раз, а
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обшей антитриптпческой активности (ОАТА) и о, ацтихимотрипеина 
(сц-АХТ) в 100 раз. В гомогенате и разведенной сыворотке крови 
а2-МГ, ОАТА н Ц|-А.\'Г определяли методом Веремеенко [9] и вы
ражали в мкг инактивированного трипсина на 1 г ткани или 1 мл сы
воротки.

Морфологические изменения нервных структур поясничного от
дела спинного мозга изучали с помощью метода электронной мик
роскопии.

Было установлено, что развитие экспериментальной демиелини
зации химической этиологии проявлялось у кур возникновением па
резов (7 сутки после введения препарата) и параличей (21 сутки).

Прп электронномикроскопическом исследовании обнаружены 
различной степени выраженности ультраструктурные изменения ией- 
роцитов и миелиновых волокон. На фоне внутри- и межклеточного 
отека в нейроцитах наблюдаются очаговые перинуклеарные расшире
ния, маргинальная конденсация хроматина, деструкция крист мито
хондрий и очаговая фрагментация канальцев эндоплазматического 
ретикулума. Отчетливые нарушения ультраструктуры обнаружены в 
миелиновых волокнах крупного и среднего калибров. Имеет место 
очаговая дегенерация, извитость и гомогенизация миелиновых мемб
ран. Обнаружены участки расслоения миелиновых пластин, очаги 
зернистого распада миелина и изменения его ламеллярной органи
зации. В крупных волокнах расслоение миелина сопровождается сни
жением его контрастности, вплоть до частичного оптического «лизи
са», наличием очаговой демиелинизации.

Активность катепсина Д (табл. I) в спинном мозгу практически 
не изменяется. В периферическом нерве наблюдается резкое возрас
тание активности фермента на 52% в стадии прелпаралича и на 96% 
в стадии паралича. Существенно, на 53%, увеличивается активность 
катепсина Д в сыворотке крови.

Таблица 1
Активность катепсина Д в нервной ткани (мкмоль/г/ч) и крови 

(мкмоль/ч/л) кур при экспериментальной демнелниизацип (п = 10—12)
Объект исследования Контроль Пред паралич Паралич

Спинной мозг

Периферический нерв

Сыворотка кропи

16.53+2.16

5.44+0.90

12,75+1.87

15.93+2.36

8,- 0 + 0.92 
р<0.05

15.0+2.47

14,62±2,72

10,64+0.47 
р<0.05

19.5+2.25 
р֊70’05

Изменения активности ингибиторов протеолиза (табл. 2) носят 
противоположный характер. В спинном мозгу, в стадии предпарали- 
ча, снижается активность а2-МГ па 60% и щ-АХТ на 20%; в сыво
ротке крови уменьшается активность всех исследованных ингибито
ров: ОАТА, а2-МГ и агАХТ на 16%, 400% и 12% соответственно.

В стадии паралича изменения ингибиторов аналогичны выявлен
ным. В спинном мозгу уменьшена активность а2-МГ и «,-АХТ на 43% 
и 25% соответственно; в плазме крови ОАТА—на 20%; «2-МГ—-на 
50% и арАХТ—на 18%. Обращает на себя внимание значительное 
(на 40—60%) снижение активности как в спинном мозгу, так и в 
плазме крови одного из основных ингибиторов протеиназ с.«2-МГ.

Таким образом, проведенные исследования показали, что при 
развитии экспериментальной демиелинизации химической этиологии 
в периферическом нерве увеличивается активность катепсина Д, что 
можно рассматривать как результат нарушенного под влиянием фос- 
)Г2



Активность ингибиторов протеолиза в нервной ткани (мкг/г) и 
крови (мкг/л) кур при экспериментальной демиелинизации (н = 7—13)

Таблица 2

Показ тел .
Спинной мозг Сыворотка крови

Конгроль Предпара- 
лич Паралич Контроль Предпа- 

рзлич Паралич

ОЛТА 

а,-МГ 

а,-АХТ

331,4+31 >8

240,0+50.0

82.4+ 5,1

289,4+18.4

94 .0+10,0 
р- 0,05

67.2+ 3.6 
р<3),05

306,4+31.8

.38,0+10,0 
р<00,5

63.0+ 5.0 
р 0.05

3878+189

335.0+51,0

1058+43

3275+145
р 0,05

181,0+27
р<0-05 

933+45
р<0.05

31.08+263

160+18.0
р<0.05 

869+42
рч0.65

форорганического соединения афоса нормального процессинга лнзо- 
сомных ферментов.

Существенное увеличение активности ферментов сыворотки кро
ви, скорее всего, является результатом нарушения клеточных мемб
ран.

Обнаруженное снижение активности ингибиторов, в основном, се
риновых протеиназ, создает дополнительные условия для усиления 
процессов протеолиза. Все это может явиться одной из причин оча
говой демиелинизации, что подтверждается патоморфологнческими 
исследованиями.

PROTEOLYSIS AND ITS INHIBITION IN NERVOUS TISSUE AND 
BLOOD IN RESPONSE TO EXPERIMENTAL CHEMICAL 

DEMYELINIZATION
KUZMINSKAYA Г. A , BADAEVA L. N„ DROB1NSKAYA О. V., ZASENKO I. I.

National Research Institute of Hygiene and Toxicology of Pesticides, Polymers and 
Plastics, USSR Ministry of Health, Kiev

An Increase In proteolytic activity and decreased activity of protei
nase inhibitors, specifically of alpha-2-tnacroglobulln were recorded In 
the chicken shinai cord, peripheral nerve and blood in response to che
mical demyelinization with AFOS, a fluororganic compound (O,O-dip- 
henyl-l-aceto.xy-2, 2,2-trichloreyhylphosphonate) having delayed toxicity. 
Demyelinization was confirmed by electron microscopy.
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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ ВЗАИМОДЕЙСТВИИ 
МЕЖДУ НЕРВНОЙ И ИММУННОЙ СИСТЕМАМИ

БЕРЕЗИН В. А.

Днепропетровский государственный университет

В обзоре кратко охарактеризованы пептидные и полипептидные лиганды, а так
же антигены и рецепторы, общие для иммунной и нейроэндокринной систем. Ана
лизируются общие принципы молекулярной организации и функциональной актив
ности рецепторов и антигенов на клетках нервной и иммунной систем, относящихся 
к иммуноглобулиновому суперсемейству. Предполагается, что понимание ряда сто՝ 
рон взаимодействия между нервной и иммунной системами будет лежать на пу
ти изучения функций молекул—представителей иммуноглобулинового суперсемей
ства, которые экспрессируются клетками обеих систем.

В течение последних четырех десятилетий неоднократно отме
чалось феноменологическое сходство нервной и иммунной систем как 
систем, обеспечивающих адекватное реагирование целостного орга-< 
низма на изменения окружающей внешней и внутренней среды. Как 
сформулированная на рубеже 60-ых годов Ф. Бернетом клонально
селекционная теория иммунитета была отождествлена с дарвинов
ским подходом к иммунологии [1]. так и феноменологическое сход
ство усвоения информации привело в 70-ых годах к появлению суем, 
объясняющих облегчение синаптической проводимости на основе 
иммунохимических механизмов. Такая аналогия часто прослежива
лась почти буквально, путем «переноса» некоторых понятий и участ
ников иммунных взаимодействий в НС [2, 3]. В 70-ых годах на основе 
обобщения целого ряда экспериментальных результатов взаимного 
влияния иммунной и нервной систем (нейроанатомнческие основы 
наблюдаемых иммунологических эффектов разрушений участков 
ЦНС, дефектов развития нервной и иммунной систем в эмбриональ
ном развитии; поведенческие реакции—в связи с ответными реакция
ми иммунной системы на инфекцию) сформировалась отдельная об
ласть знаний—нейроиммунология, был основан специальный научный 
журнал—Journal of Netiroimmtinology Г4]. В последнее время стало 
очевидным, что объяснение взаимодействий между нервной и иммун
ной системами будет зависеть от՛ понимания молекулярных событии 
и конкретных молекул, вовлеченных в эти взаимодействия. Молеку
лярные механизмы таких взаимодействий в значительной степени свя
заны с тремя основными моментами, которые и станут ниже прел-
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метом более детального обсуждения: существованием общих для 
обеих систем лигандов (чаще всего пептидной природы); наличием 
сходных рецепторов и антигенов, включая рецепторы регуляторных 
пептидов; общими принципами кодирования, молекулярной органи
зации и функциональной активности целого ряда рецепторов и ан
тигенов на поверхности клеток нервной и иммунной систем.

Пептидные и полипептидные лиганды, общие для 
нейроэндокринной и иммунной систем

Перечень известных в настоящее время пептидных и полипеп- 
тидных лигандов, общих для нервной и иммунной систем, приведен 
в табл. 1. Иммунологические эффекты таких нейроэндокринных ме-, 
диаторов, как аргипин-вазопрсссив, окситоцин, гормон роста, сома
тостатин, вазоактивный интестинальный пептид, вещество Р в настоя
щее время доказаны [4]. Предполагается также (на основе экспе
риментов, проведенных в основном г'п яМго) участие нейропептидов 
непосредственно в модуляции функций лимфоцитов. Так, соматоста-

Пептидные и полипептидные лиганды, общие для 
иммунной и нейроэндокринной систем

Таблица 1

Л II г а и д
Синтез и высвобождение 

кл стками им муН! I ой 
системы

Синтез и высвобождение 
клетками НС

1. Соматостатин Тучные клетки, макрофаги Гипоталамус, нервные окон
чания в ПНС

2. Вещество Р Тучные клетки, макрофаги Substantia nigra, нейроны 
коры головного мозга, спин
ного мозга; гипоталамус, 
нервные окончания в ПНС

3. Вазоактивный интести
нальный пептид

Тучные клетки Нервные окончания в ПНС 
в стенках перебрал! вых 
артерий

4. АКТГ Лимфоциты Передняя доля гипофиза

5. Эндорфины Лимфоциты Наибольшее содержание в 
передней и промежуточной 
долях гипофиза

б. Энкефалины Лимфоциты, макрофаги В различных областях го
ловного и спинного мота. 
Наибольшее количество в 
стриатуме и гипоталамусе

7. Пептид Т (октапептид, 
богатый ТЬг; аналог вазо
активного интестинального 
пептида

Связывание с рецепторами 
14 Т-лимфоцитов

Связывание с рецепторами 
клеток мозга (астроциты)

8 Интерлейкин 1
9. Нейролейкин

Макрофаги
Продуцируется лектинстн- 
м у л и ру ем ыми Т-клетк тми. 
Модулятор функций В-кле- 
ток

Астроциты
Головной мозг, слюнные 
желгзы (фактор роста ней
ронов)

10. Компонент СЗ компле
мента

Макрофаги

|

Синтезируется трансфор
мированными клеточными 
линиями астроцитов
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тин в пикомолярных концентрациях, ингибируя пролиферацию 
Т-лимфоцитов, тормозит синтез IgA. но не IgM или IgG. Вещество Р 
в наномолярных количествах, усиливая пролиферацию Т- и В-лимфо- 
цитов, значительно стимулирует синтез IgA в селезенке и пейеровых 
бляшках. Leu- и Mel-энксфалины, а также [З-эндорфин усиливают 
пролиферацию Т-лимфоцитов под действием лектинов. у-Эндорфин 
стимулирует лизис клетками—естественными киллерами (NK-клст- 
ками) клеток-мишеней (К-562) путем ускорения превращения NK- 
клеток-предшественников в эффекторные клетки. Met-энкефалин и 
а-эндорфин также стимулируют функции NK-клеток. у-Эндорфин ин
гибирует синтез антител В-лимфоцитамн [4—7].

С другой стороны, иммунологические «медиаторы», по-видпмому, 
могут оказывать нейроэндокринные эффекты. Это прежде всего ка
сается пептидов, которые, наряду с их генерированием и высвобож
денном из ЦНС и ПНС, синтезируются также клетками иммунной 
сети. Методом радиоиммунного анализа показано, что тучные клет
ки способны генерировать набор препросоматостатинов и пептид, по
добный вазоактивному интестинальному пептиду. Макрофаги спо
собны генерировать соматостатин, пептид, родственный веществу Р, 
энкефалины и эндорфин, а лимфоциты—АКТГ, эндорфины и энке
фалины [4, 8].

Можно также отметить, что некоторые регуляторные молекулы 
иммунной системы недавно были обнаружены и в ИС. К таковым 
относится интерлейкин I. Было также показано, что интерлейкин- 
подобный фактор способен высвобождаться астроцитами [9]. По- 
видимому, в определенной мере в головном мозгу астроциты могут 
выполнять функции А-клеток, экспрессируя 1а антигены на своей 
поверхности и представляя антиген (например, основной белок мие
лина) Т-лимфоцитам, находящимся около сосудов. Эта функция аст
роцитов, основанная на их взаимодействии с клетками иммунной 
системы и связанная с иммунной стимуляцией, вероятно, лежит в ос
нове ряда заболеваний ЦНС, сопровождающихся иммунологической 
реакцией по отношению к специфическим антигенам мозга и демие
линизацией (множественный склероз, вирусный энцефалит) [9, 10].

Другой лимфокин—нейролейкин (М =59 кД) в иммунной сис
теме, действуя в раннем ответе (in vitro), приводит к образованию 
антителсинтезирующих клеток (модулирует функции В-клеток) и 
продуцируется Т-клеткамп, стимулируемыми лектинами. В то же вре
мя нейролейкин высвобождается и в головном мозгу, а также слюн
ными железами и является фактором роста нейронов, усиливая вы
живание нейронов спинного и головного мозга в культуре [11].

Антигены, и рецепторы, общие для иммунной и 
нейроэндокринной систем

Наличие общих для иммунной и нервной систем лигандов пред
полагает и присутствие на поверхности соответствующих клеток сход
ных рецепторных молекул. Действительно, на поверхности клеток 
нервной и иммунной систем были обнаружены общие рецепторы, а 
также целый ряд антигенов, функции которых, по-видимому, отлич
ны от рецепторных (табл. 2).

Для некоторых общих лигандов показана идентичность рецеп
торов на клетках иммунной и нервной систем (вазоактивный интес
тинальный пептид), тогда как в других случаях свойства рецепторов 
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различны [4]. Так, например, связывание лиганда рецептором Ьеи- 
энкефалипа на Т-лимфоцитах не ингибируется морфином и налок
соном (в отличие от клеток ЦНС). Связывание (3-эндорфина также 
не ингибируется налоксоном в иммунной системе, в отличие от кле
ток мозга. Различны, по-видимому, и рецепторы, связывающие ве
щество Р. Прямое действие на ткани (и на тучные клетки слизис
тых) вещества Р обусловлено участком, находящимся на карбок
сильном конце молекулы, тогда как связывание с Т-клетками и ба
зофилами происходит за счет Ы-конца [4].

Рецепторные функции ряда поверхностных клеточных гликопро

Таблица 2
Рецепторы и антигены, общие для иммунной и нейроэндокринной систем

Рецептор (антиген) Локализация в иммунной 
системе Локализация в НС

1. Гликопротеин Ьеи 7 Естественные киллеры и 
другие цитотоксичные клет
ки

Нейроэпителиальные клет
ки в ЦНС и ПНС

2. Н-2 и 1а-аптигены у 
мышей. Н1-А и ?։ микро- 
глобулин у человека

На поверхности макрофа
гов и лимфоцитов

На поверхности нервных 
клеток (астроциты)

3. Хро.могранины Селезенка, лимфатические 
узлы и тимус у грызунов

Секреторные белки — мар
керы нейроэндокринных 
клеток

4. ТЬу-1 гликопротеин На поверхности лимфоци
тов

На поверхности нейронов 
у грызунов

5. Рецепторы регулятор
ных олигопептидов— АКТГ 
эндорфинов, энкефалинов, 
вещества Р. вазоактивного 
интестинального пептида

Т- и В-лимфоциты, естест
венные киллеры

Нейроэндокринные клетки, 
нейроны и астроциты

6. 5-100

7. АХ рецептор

8. Основной белок мие
лина

9. ОКТ-6 и ОКТ-9

Тимоциты грызунов. Т-лим
фоциты человека 
1'- лимфоциты

Естественные киллеры

Т-лимфэциты

Глия, нейроны, перифери
ческие нервы
Нейроны

Миелин ЦНС и ПНС

Нейроэпителиальные клет
ки

10. иСНТ-1 антиген Т-лимфоциты Нейроны мозжечка (клетки 
Пуркинье)

11. УЬА-гликопротеины

12. ОХ-2 гликопротеин

Т-лимфоциты человека

Т-лимфоинты крысы

Мембраны клеток’ голов
ного мозга человека

•. л л
1 Юироны к головного мозга 
крысы

13. Т4- гликопротеин 
(ЬЗТ4 у мышей)

Поверхность Т- лимфоцитов 
в основном хелперы)

Клетки головного мозга 
(астроциты)

теинов (ОХ-2, Тйу-1), локализованных как па лимфоцитах, так и 
клетках мозга, не изучены [12]. Также не ясны функции на поверх
ности лимфоцитов и нейронов человека группы УЬА-гликопротеинов 
(очень поздно активируемых антигенов лимфоцитов) [13].
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Не является неожиданным обнаружение в лимфоцитах специфи
ческого для мозга Са ՛ --связывающего белка S-100 [14], который в 
последние несколько лет был найден в целом ряде органов и тканей 
ненейроэпителиального генеза [15]. Обнаружение антигенов гистосов
местимости (1 а-антигенов) на поверхности астроцитов согласуется с 
возможной их ролью в качестве представляющих антиген А-клеток 
[10].

Большой интерес представляют результаты по нахождению диф- 
ференцировочного антигена Т4 (L ЗТ4—у мышей), присутствующего 
обычно на поверхности субпопуляции Т-лимфоцнтов—хелперов (а 
также на некоторых Т-супрессорах и цитотоксичных клетках), в го
ловном мозгу [16]. Анализ с использованием ДНК-зондов показал, 
что у мышей м-РНК, специфическая для L ЗТ4, экспрессируется как 
Т-лимфоцитами, так и в головном мозгу [17]. Предполагают, что 
Т4-г Т-лимфоциты могут специфически взаимодействовать с ограни
ченным набором антигеннееущих клеток мишеней посредством взаи
модействия Т-4 белка с продуктами генов главного комплекса гис
тосовместимости класса II. Аналогично и на клетках мозга Т4 мо-՛ 
жет функционировать как молекула, обеспечивающая межклеточные 
взаимодействия в ЦНС [16]. Антиген Т4 специфически связывается 
с наружным гликопротеином gp 110 оболочки вируса, вызывающего 
синдром приобретенного иммунодефицита у человека (HIV). Нали
чие аналогичного Т4 рецептора на поверхности клеток мозга объяс
няет, наряду с лимфотропным, и нейротропный характер действия 
этого вируса [16, 18].

Общие принципы кодировании, молекулярной организации 
и функциональной активности некоторых рецепторов 

и антигенов на клетках нервной и иммунной систем

Совершенствование технологии молекулярного клонирования и 
секвенирования нуклеотидных последовательностей позволило рез
ко ускорить расшифровку и анализ полипептидных последовательно
стей различных белковых молекул, а вместе с этим и выявить прин
ципиально новые закономерности в их молекулярной организации и 
возможных функциях в организме. Так, к середине 80-ых годов сло
жилось представление о существовании иммуноглобулинового супер
семейства генов (табл. 3), число представителей которого расширя
ется с каждым годом [19]. Гены этого суперсемейства кодируют в 
основном семейство мембранных белков, М-концевая (и большая) 
часть полипептидной последовательности которых удерживается на 
внешней поверхности плазматической мембраны за счет трансмемб
ранного участка цепи. Карбоксильный конец цепи обращен внутрь 
клетки и часто содержит участки фосфорилирования. Возможно, с 
этим связана передача сигнала с рецептора внутрь клетки. Структу
ра М-концсвой части таких молекул обладает удивительной гомоло
гией со структурой V- и С-доменов молекул иммуноглобулинов. По
мимо мембранных представителей этого суперсемейства, имеются и 
растворимые молекулы, синтез которых направляется м-РНК, син
тезирующимися в результате альтернативного сплайсинга первично
го продукта транскрипции.

В контексте тематики настоящего обзора наибольший интерес 
представляет то. что, помимо представителей иммуноглобулинового 
суперсемейства, характерных для иммунной сети (семейство имму- 
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Таблица 3
Представители иммуноглобулинового суперсемейства генов

Представитель
X•‘рактсристика гомологич

ных V- и С- подобных 
доменов

Локализация

1. 1£-ренепгоры 
В-клеток

2 Н-цепи; 2 Ь-цепи, 11-цепь: 
1 У-домен, 3—4 С-до -снов. 
Ь-цепь: I У-домен, 1 С-до- 
мен

В-лимфоцнты

2. Рецепторы Т-клеток л. 8 и 7-цепи: по I V и по 
1 С-домену

Т-лимфоциты

3. Антигены главного ком
плекса гистосовместимости: 

класс 1
класс II

1 С-домеп; 3։-мнкроглобу- 
л 1П -12 С-домеп. а и ?-цё- 
пи: по 1 С-домену

Лимфоциты, клетки других 
органов и тканей; астро
циты

4. а- 1 В гликопротеин 5 ^«-подобных доменов Плазма крови человека

5. Поли- ^-рецептор 5 1й֊ подробных доменов Рецептор. ответственный 
за транспорт I" через мем
брану клеток слизистых 
оболочек

6. ТЗб и ТЗг I ^-подобный домен Компоненты ТЗ-рецептора 
Т-клеток

7. СО8 (Ьу1 2,3) 2 субъединицы: по 1 У-по- 
добному домену

Т-клеткн

8. СО1 (1.3 Т4) 1 У-подобный домен Т-лимфоциты (в основном 
хелперы); клетки головного 
мозга (предположительно 
астроциты)

9. 11>у-1 (Н)- гликопротеин 1 ^-подобный домен Т-лимфоциты; клетки го
ловного мозга (нейроны)

10. ОХ-2 -гликопротеин 1 V- и I С-подобный до
мены

Лимфоциты; нейроны

11. МСР-З 4 ^-подобных домена Цитоплазма нейронов

12. Ц-САМ- молекула кле
точной адгезии

5С2-подобных доменов Поверхность плазматичес
кой мембраны нейронов. В 
небольших количествах в 
глиальных клетках

13. 1Л- молекула клеточной 
адгезии

6С2-подобных доменов Поверхность плазматичес
кой мембраны нейронов

14. М АО-миелин ассоци
ирован 1ЫЙ гликопротеин

5С2-подобных доменов Олигодендроциты. Миелин 
ЦНСп ПНС

ноглобулинов-рсцепторов В-лимфоцптов, а, р и у-цепей рецепторов 
Т-клеток; антигены главного комплекса гистосовместимости классов 
I и II; вспомогательные молекулы на Т-клетках—CD8, вовлеченные 
во взаимодействие с антигенами гистосовместимости класса I; рецеп
тор поли-Ig, ответственный за транспорт некоторых классов имму
ноглобулинов через мембраны слизистых; б и е-цепи, связанные с 
молекулой ТЗ Т-клеточного рецептора и, возможно, образующие ион-
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ные каналы; белок плазмы крови человека—а 1В-гликопротеин с не
известной функцией), целый ряд членов этого суперссмейства пред
ставляет собой молекулы, общие для клеток иммунной и нервной 
систем, а также молекулы, характерные в основном только для кле
ток нервной ткани [19].
К таким общим для клеток иммунной и нервной систем относятся ре
цептор Т4, имеющий 1 У-подобный домен, Тйу-1-гликопротеин (1 
12-подобный домен) и ОХ-2-гликопротеин, имеющий 1 V- и 1 С-по- 
добный домены (табл. 3). Оказалось также, что по крайней мере 3 
представителя молекул клеточной адгезии нервной ткани относятся 
к белкам, имеющим гомологичные иммуноглобулинам домены. Об
щим для этих 3-х адгезивных молекул—1М-САМ, Ь 1 и МАО (помимо 
их участия в Са՜ -независимой межклеточной адгезии) является то, 
что с М-конца у них расположено последовательно значительное чис
ло (5—6) С-подобных доменов. Представители другого типа межкле
точной адгезии (Са՛ -зависимой)—кадгерины Е, Р и И—не принад
лежат к этому типу суперсемейства [20].

М-САМ представлена тремя основными формами—-полипептида
ми А, В и С (соответственно Мг 190, 135 и 115 кД), которые коди
руются различными РНК-мессенджерами, образующимися в резуль
тате альтернативного сплайсинга первичного РНК-транскрипта един
ственного гена [21, 22]. Из 19 экзонов этого гена первые 1 —14 ко
дируют экстраклеточную часть белка, содержащую все 5 участков, 
гомологичных С-домепам иммуноглобулинов, и общую для всех трех 
полипептидов А, В и С. Места полиаденилирования РНК находятся 
в конце экзонов 15 и 19. Сплайсинг экзона 15 к экзону 14 продуци
рует м-РНК для С-формы М-САМ, лишенной трансмембранной обла
сти и связанной с наружной поверхностью мембраны посредством ко
валентной связи через фосфатидилинозитол. Полипептид В отлича
ется от полипептида А тем. что не содержит участок, кодирующийся 
экзоном 18 [22] (рисунок). На самом деле гетерогенность М-САМ,

Рис. Схематическое изображение структуры молекулы клеточной адгезии М-САМ. 
I, II. III, IV и V—области полипептидной цепи, гомологичные С-доменам иммуно
глобулинов. Отрезками указаны границы, кодируемые соответствующими экзона
ми. Светлые участки—экстрацеллюлярный Х-концсвой фрагмент М-САМ, общий для 
всех трех видов—А, В и С. Темные участки—общие для А- и В-форм М-САМ. За
штрихованный участок (соответствует экзону 18)—характерен только для А-формы 

М-САМ. 1 —19—номера экзонов гена М-САМ цыпленка [22]

по-видимому, значительно выше, поскольку недавно обнаружены до
полнительные участки последовательности ДНК, по которым может 
наблюдаться сплайсинг. При этом общее число типов генерируемых 
молекул М-САЛА (только за счет различий в аминокислотной после
довательности) должно быть равным 8 [23]. Одной из интересных 
черт гликозилирования М-САМ является присутствие углеводного 
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эпитопа НМК-1. который впервые был охарактеризован в иммунной 
системе на МК-клетках человека. Затем оказалось, что целый ряд 
других гликоконъюгатов. включая несколько адгезивных молекул, со
держат этот эпитоп [24]. В головном мозгу М-САМ обеспечивает 
Са:+ независимую адгезию типа: нейрон-нейрон; астроцит-нейрон; 
астроцит-астроцит [25].

Другая молекула клеточной адгезии, представитель иммуногло
булинового суперсемейства—Ь1, ранее была описана как фетальный 
мембранный гликопротеин [26] и М§-САМ [27]. Эта молекула в. 
экстрацеллюлярной части (М-концевой) содержит 6 С-гомологичных 
доменов, а также, как и М-САМ и естественные киллеры, углевод
ный НИК-1 эпитоп [20]. Ы вовлечена в адгезию типа: - - --------- ----нейрон-ней
рон, а также нейрон-глия. Имеется указание на то, что эти два типа
адгезии связаны с различными участками одной и той же молекуль,

МАС—миелинассоциированный гликопротеин—ответствен за взаи
модействия типа нейрон-олигодендроцит и олигодендроцит-олигоден
дроцит и имеет в экстрацеллюлярной части 5 петлевых участков, го
мологичных С-доменам молекул иммуноглобулинов, а также углевод
ный НИК-1 -эпитоп. Две формы ЛААС продуцируются за счет альтер
нативного сплайсинга РНК [29, 30].

Если подытожить имеющиеся данные по функциональной роли 
мембранных белков—представителей иммуноглобулинового суперсе
мейства (кроме тех случаев, когда эти функции неизвестны), локали
зованных на поверхности клеток иммунной и нервной систем, то мож
но сказать, что это всегда функции специфического связывания (ре
цепции). В случае антигенных рецепторов (иммуноглобулинов на по
верхности В-лнмфоцитов и рецепторов Т-клеток)—это гетсрофиличе- 
ское связывание антигена (распознавание не своего), тогда как меж
клеточная адгезия (М-САМ, Ы) осуществляется по типу гемофили
ческого связывания (распознавание своего). М-САМ, находящаяся на 
поверхности одной клетки нейрона, связывается с молекулой М-САМ, 
локализованной на поверхности другой клетки или ее отростка. При 
этом константа гемофилического связывания может достигать вели
чины порядка 106—10« М [31]. Константа гетерофилического связы
вания в случае взаимодействия молекулы иммуноглобулина с гап
теном достигает величин порядка 108—106 М [32]. Гетерофилическос 
взаимодействие происходит за счет взаимодействия У-доменов лег
кой и тяжелой цепей рецепторного (и секретируемого) иммуноглобу
лина теми участками, которые формируют триптофановую петлю, в 
результате чего образуется антигенсвязывающий карман. Основание 
этого кармана образовано слившейся парой триптофановых 0-петель 
У-димера, а три гипервариабельных участка каждого У-домена фор
мируют его стенки. Это и есть структурная основа гетерофилического 
связывания [33]. Диверсификация такого типа связывания в преде
лах иммунной сети достигается перестройками геномов В- и Т-клеток 
в эмбриональном развитии, в результате которых предшественники 
В- и Т-клеток получают уникальные комбинации исходных генетиче
ских участков, кодирующих У-области.

Как показывают расчеты Ohno [33], между С-подобными доме
нами возможно гемофилическое взаимодействие за счет остатков 
Thr, Ser и Leu двух участков 0-слоев С-доменов, находящихся на 
противоположной инвариантному триптофану стороне домена. Имен
но такая структура характерна для ряда С-гомологичных доменов мо
лекулы клеточной адгезии нервной ткани N-CAM.
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Если гетерофилический тип взаимодействий в иммунной сети ле
жит в основе формирования потенциально практически неограничен
ного набора специфических реакций в виде специфических антител при 
гуморальной, либо специфических эффекторных Т-лимфоцитов при 
клеточной формах иммунного ответа, то возникает вопрос, каким 
образом гемофилическое взаимодействие (за счет С-подобных доме
нов молекул клеточной адгезии) между клетками нервной ткани соз
дает уникальный и чрезвычайно сложный набор связей в сети нерв
ных элементов, позволяющий осуществлять громадное разнообразие 
адекватных поведенческих реакций. Оказалось, что число таких «сиг
нальных» адгезивных молекул в Ц( 1С. включая и представителей, не 
относящихся к иммуноглобулиновому суперсемейству (К'-кадгерин), 
относительно невелико. Эффекты альтернативного сплайсинга, а так
же вариации и особенности углеводной части этих гликопротеинов 
несколько увеличивают их разнообразие. Кроме того, адгезивность 
клеток сильно (и не линейно) зависит от концентрации этих молекул 
на клеточной поверхности. При увеличении концентрации М-САМ на 
поверхности трансфицированных клеток в 2 раза адгезивность воз
растает в несколько десятков раз [34]. Однако все равно разнооб
разие клеточных меток за счет молекул адгезии не может сравнить
ся с разнообразием клонов лимфоцитов за счет специфических ре
цепторов антигенов.

Очевидно, что феноменологическое сходство нервной и им
мунной систем, как систем приобретения индивидуального опыта, 
обеспечивающих адекватное реагирование организма на широкий 
спектр воздействий (даже если эти воздействия уникальны и никог
да ранее в эволюции не встречались) достигается в нервной и им
мунной сети различными путями. Эти различия связаны, по-видимо- 
му, с тем, что основными непосредственно действующими элемента
ми в иммунной сети являются «маркированные» клетки и секретируе
мые ими «маркеры» (молекулы иммуноглобулинов), относительно 
свободно перемещающиеся и доступные практически в любой жид
костной части организма. Поэтому здесь в онтогенезе реализуется 
максимально предетерминированный принцип маркирования: один 
клеточный клон—один строго специфический тип рецептора. В нерв
ной сети (взрослого организма) клеточные элементы, образующие 
сеть (нейроны), остаются в основном неподвижными. Решающее 
значение приобретает характер связей между элементами за счет от
ростков нейронов, обеспечивающий регуляцию проведения возбуж
дения. Поскольку синаптогерез в эмбриональный и ранний постэм
бриональный периоды, а также вероятная реорганизация синаптиче
ских связей во взрослом организме—процессы, протекающие локаль
но, то здесь возможно использование многократно практически од-՝ 
иого и того же относительно однообразного набора адгезивных моле
кул, локально генерирующих различные варианты клеточных взаимо
связей в пределах различных участков нервной сети [35].

Таким образом, несмотря на сходство молекулярных принципов 
организации (наличие гомологичных [^-подобных доменов), предста
вители иммуноглобулинового супсрсемейства, присущие клеткам толь
ко иммунной и только нервной сети, функционально не аналогичны. 
Функции же других представителей этого суперсемейства (Тпу-1 и 
ОХ-2-гликопротеипов), общих для нервной и иммунной систем, ос
таются на сегодняшний день нс изученными. ОХ-2-гликопротепи (так 
же как и СВ4, относительно функций которого предполагается уча
стие в распознавании Т-лимфоцитами молекул главного комплекса 
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гистосовместимости класса II) содержит 1 \/-подобный домен. Одна
ко, несмотря на такую гомологию, соответствующий генный участок 
(так же, как и в случае с СР4) никаких перестроек в онтогенезе не 
претерпевает [19]. Это означает, что за счет таких общих, экспрес
сирующихся клетками иммунной и нервной систем, молекул имму
ноглобулинового суперсемейства на клетках нервной сети не может 
реализоваться принцип множественных предетерминированных взаи
модействий, в той или иной форме аналогичный взаимодействию раз
нообразных антител со специфическими антигенами. Какая форма 
взаимодействий может реализоваться за счет этих молекул—не из
вестно. При этом невольно напрашивается аналогия с лигандами и 
рецепторами общими для клеток обеих систем. Можно предположить, 
что понимание по крайней мере некоторых сторон взаимодействий 
между нервной и иммунной системами будет лежать на пути изуче
ния функций молекул—представителей иммуноглобулинового супер- 
семейства, экспрессирующихся клетками обеих систем.

MOLECULAR BASIS FOR INTERACTION BETWEEN NERVoUS AND 
IMMUNE SISTEMS

BEREZIN V. A.

Dnepropetrovsk State University

The properties of peptides, polypeptide l(gands> gn cepiors common to immune and neuroendocrine systems Ire reviewed 

Similar molecular organization and functional activity of antigens pre
sented to tlie ce I and recepto.s belonging to the immunoglobulin su
perfamily is analysed It is proposed that the understanding of ce.taln 
interactions between the nervous and Immune system will' be throtmh 
studies of the immunoglobulin superfamily members expressed on the 
cells both systems.
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РЛДИОЛИГАНДНЫИ АНАЛИЗ И ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ 
ГЕТЕРОГЕННОСТЬ 5-НТ,-РЕЦЕПТОРОВ

КОРНЕЕВ А. Я.

НИН фармакологии АМН СССР, Москва

В обзоре рассматривается проблема гетерогенности рецепторов серотонина. 
Приводятся данные, касающиеся радиолигандного анализа, физиологических эффек
тов, эффекторных механизмов и фармакологических свойств 5-НТ,л, о-НТ։в, 5-1Г1 |с 
и 5-НГ։д- рецепторов.

Материал, посвященный сравнительному изучению 5-НТ2 и 5-НТз-рецепторов 
опубликован ранее («Нейрохимия», т. 8, № -I, 1989 г).

Гиперполярпзугощие серотониновые рецепторы—5-НТ|-рецепторы 
включают как минимум 4 подтипа, которые различаются по фарма
кологическому профилю, эффекторному механизму, региональному 
распределению (по последним двум параметрам подтипы 1В и 1D 
дублируют друг друга, будучи представленными у различных видов 
животных) и, видимо, соответствуют различным мембранным белкам 
(табл. 1, 2). Общим .признаком 5-НТ,-рецепторов является высокая 
(порядка нмоль) аффинность к серотонину (5-НТ), что позволяет ис
пользовать его как радиолнганд.

5-НТ, а-рспепторы
5-НТ1л-рецепторы филогенетически относительно стабильны, они 

обнаружены у всех исследованных видов млекопитающих [1]. Рецеп-՛ 
торы со сходными свойствами присутствуют у Aplisia [2]. Вместе 
с тем, выявлены значительные межвидовые различия в региональном 
распределении 5-HT-ia-рецепторов по отделам мозга [3]. Так, в гип
покампе крысы наибольшая их плотность наблюдается в зубчатой 
извилине, тогда как в гиппокампе человека в Regio Superior и в 
Subiculum [1]. В коре мозга крысы концентрация 5-НТ| -рецепто
ров выше в глубоких слоях, а в коре мозга человека—в наружных.

Данные по региональному распределению 5-НТ,л -рецепторов в 
мозгу крысы представлены в табл. 1- Наибольшая концентрация от
мечена в гиппокампе, латеральных ядрах перегородки, ядрах шва, 
энторинальной коре. В мозжечке 5-Н I՝ia -рецепторы не обнаружены 
[4].

Используя фотоаффинный лиганд о-11 Г|Л -рецепторов—п-азидо- 
РАРР, Shih й соавт. показали, что величина М полипептида, на ко
тором находятся места связывания, соответствует 55 кД [4].

Радиолигандный анализ. К числу соединении, обладающих высо
кой аффинностью и селективностью к 5-НТ, а-рецепторам, принадле
жат 8-гндрокси-2(дн-п-пропиламино)  тетралин (ОРЛТ),1-[2-(4-аминофс_



нил) этил]-4-(3-трифторметилфенил) пиперазин ( Р А Р), ипсапирон(ТУХО 
7821), буспирон, гепирои. флезииоксан, епирокеа грин, \Vy-47846 
1400-008, \ll.D-73005EF. М1_О-72832. ВАУ R1531. СС^-1866ОА [4—

Региональное представительство серотонинергической 
системы в мозгу крысы

Таблица /

Со тержание— Рецепторное связывание***
Ядро* | 5-НТ |5-ОИУК 5-НТ 1 'А 1

Обонятельный бугорок м 48 80 53 27 31
Перегородка л 85 Ы 51 43
Вазальные ганглии:

прилежащее ядро д 100 100 38 <. 2 37
бледный шар л ЮЛ 0 100
хвостатое ядро Д. м. В» 32 < 2 31

Миндалина л 75 55 8 48
Гиппокамп: М. л 45 65

зубчатая извилина 100 100 16
поле СА-1 54 19

Гипоталамус М, л 100 100
вентромедиальные ядр« 79 29 55
медиальные маммилярные ядра 53 7 47

I аламус м, д 66 100
центромедиальные ядра 50 9 42

Скорлупа м, д 44 13 33
Кора

фронтальная м, л 68 34 40 10 32
фронточариетлльная м. л 55 46 12 35
знторинальнзя м. д

Мрзжсчек «5» »в 8 8 10 < 4 < 4
Срсчннй мозг: м, л 76 100

дорзальное ядро шва 69 47 30
метальное ядро швз 34 20 17
Черно? вещество: д
ретикулярная часть 81 22 62
компактная част. 24 0 24

Мост: ядро лицевого нерпа 40 47 23 13 12
Продолговатый мозг

ядро спинномозгового
пучка тройничного нерва 32 20 16

Примечание. * Ядро, посылающее серотонинергические аксоны в данный от
дел мозга. М—медиальное ядро шва, Д—дорзальное ядро шва. ** Концентрации 
серотонина (5-НТ) и 5-оксииндолуксусной кислоты (5-ОИУК) выражены в % от 
их содержания в гипоталамусе крысы, равного соответственно 15 пмоль на мг тка
ни (5-НТ) и 3.4 пмоль/мг ткани. Величина специфического связывания [3Н]5- 
НТ и концентрация различных популяций 5-НТ-рецептороп выражены в % от мак

симальной величины для каждого рецептора.

Наиболее широко для изучения 5-НТ)л -рецепторов используют 
[3Н]ОРАТ. При помощи этого лиганда в гиппокампе и коре мозца 
человека выявлен один класс мест связывания с ВХ=13С и 107 
фмоль/мг белка и К =0,87 и 0,70 нМ соответственно [3]. В коре 
мозга крысы В для [3Н]ОРАТ составляет 132 фмоль/мг белка и 
К,1=1,2 нМ [11]. а в гиппокампе В ах=405 фмоль/мг белка и Ка — 
0,98 нМ [5]. Фармакологический профиль данных мест связывания 
соответствует 5-НТ,л рецепторам. Вместе с тем, в полосатом теле 
мозга крысы выявлено два класса .мест связывания [3Н]ОРАГ, один 
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из которых, как заключают авторы на основании ингибиторного ана
лиза. принадлежит нейрональному транспортеру 5-НТ [12]. Однако 
данные для полосатого тела мозга были получены при использовании 
инкубационной среды, не содержащей аскорбиновой кислоты, что мо-

Подтипы Б-НТ,-рецепторов
Таблица 2

ПОДТИП 5-НТ։л 5-НТ.в 5-НТ,с 5-НТ,д

Селективный 
лиганд

D PAI- 
PAPP 
BMY-7378 
MOL 72832 
ипсапирон 
буспнрон

CGS—12066В

Радполиганд PHJ5-IIT 
[’HJDPAT 
pHJPAPP 
PH |WB—4101 
[։Н]нпс»пнрон

PHJ5-HT 
р»1]нолоцнано- 

пиндолол

[3Н)5-НТ
[311|мсзулсргин
(>”1]йодоЛСД

[3Н|5-НТ
[31 |]рауво.п,- 

ецнн

Агонист 5-карбокслм

MDL 72832
Rn—24. 969 
DPAT, PAPP 
буспирои

нлотрнптамин

CGS—12066В
Rd-24. 969
TFMPP

5-карбоксами- 
дотриптамин

Ин—24. 269

Антагонист BMY—7378 
пропранолол 
пиндолол 
метерголин 
спиропсрнлол

мстпотепин 
пропранолол 
пиндолол 
метерголин 
(-) 21—009

мезулергин 
миансерин

Отдел мозга с 
высоким со
держанием

гиппокамп 
ядра шва 
латеральные ядра 
перегородки

бледный шар 
хвостатое ядро 
черное 
вещество 
скорлупа

сосудистые 
сплетения 
желудочков

бледный шар 
хвостатое ядро 
черное 
»ещество 
скорлупа

Эффект внутри 
клетки

с АМР CAMP фосфатидил
инозитол

с АМР

жет привести к выявлению артефактных мест связывания. Кроме 
5-НТ|л -рецепторов, 1ЭРАТ с аффинностью порядка сотен нМ взаимо
действует с а-2-адренорецепторами. по отношению к которым являет
ся антагонистом [13] (табл. 3). Лигандами о-Н1|Л рецепторов явля
ются некоторые 3-метилпроизводныс ВРАТ, а также его структурный 
аналог, соединение 14'00-008. Структурно близкий к ВРАТ 5-метнл-З- 
(ди-п-пропиламино)хромай(МВРАС) н_ ряд других производных дип- 
ропилампнохромана обладают высокой аффинностью и селективно
стью к 5-НТ1л-рецепторам [5]. [3Н]МОРАС выявляет в гиппокампе 
крысы один класс мест связывания с В, ,ч=409 фмоль/мг белка и 
К,. = 1,04 нМ, идентичный по фармакологическим критериям 5-НТ|Л- 
рецепторам. Можно отметить, что величина В в данном случае 
идентична полученной при помощи [3Н]ОРАТ.

Представитель группы производных пиримндинил-пиперазина, 
высокоаффинных к 5-НТ1Л-рецепторам, [3Н]ипсапирон выявляет в гип



покампе теленка два класса мест связывания с В_ =200 и 540 
фмоль/мг белка н К =1,1 и 52,0 нМ соответственно (14, 15]. Высо
коаффинные места соответствуют 5-НТ, -рецепторам, в то время как 
низкоаффинные, вероятно, а-1-адренорецепторам, также имеющим от
носительно высокое сродство к этому лиганду [9] (табл. 3). В мик
ромолевых концентрациях [3Н]ипсапирон способен связываться так
же с а-2-адренорецепторами [9, 16].

Таблица 3 
Аффинность 5-НТ, селективных лигандов к различным тинам

моноам ивовых рецепторов (1Сзд. мкМ)

Рецептор ы

Лиганды Серотониновые Адреналиновые Дофаминовые Гис*
1А 1В 2 а - 1 а—2 1?—1 DI D2 | Н1

BMY—7378 
ПРАТ 
mDPAC 
Ипсапнрон 
Буспнрон 
TFMPP 
CGS-12066В

0.002 
0.010 
0.003
0.010 
0.020
0.03
0.8K

9.6
2.0 
0.29 
>8
>10 
0.1 
0.05

0.26 
5-20

>70
> з
2.1
0.15

>6

0,19 
>6

0.50 
1.4

>6

>10 
0.4

2.2 
>7
0.2
>1

>ю 
>10

>10

> 2 
> 1

VV
 V 

V 
С
Л О

» Сл 
Ю

С
О 

—
 сч 

со со —
 о

 
оЛ 

ЛоАЛ

Ь95

Ио юднанопнндолол 
НИ—1101

0.08
0.004

0.002
0,001

Примечание. *—Гнстоампновые рецепторы. Данные взяты из работ [5, 9, 1G. 
22. 29, 92].

Сходный по структуре с ипсапироном [3И]РЛРР (LY 165—163) 
выявляет в гиппокампе, коре и полосатом теле мозга крысы один 
класс мест связывания с В ,г.„ соответственно 400, 160, 52 фмоль/мг 
белка [4]. Величина К,, во всех отделах соответствовала 1,6 нМ. В 
мозжечке мест связывания [3Н]РАРР нс выявлено, РЛРР и такие 
его аналоги, как п-азидо-РАРР (РАРР с замещением нитрофенила 
на азидофенил. являющийся фотоаффииной меткой 5-НТ, л-рецеп- 
торов), и 1 - (2-метоксифенил) пиперазин (2-МРР) проявляют 100- 
кратную селективность к 5-НТ,л-рецепторам по сравнению с другим 
подтипом—5-НТ|в-рецепторами [17]. В мпкромолевых концентраци
ях РАРР и 2-МРР взаимодействуют с 5-ИТ2 и дофаминовыми D2-pe- 
цепторами.

Другой представитель этого класса соединений—буспнрон также 
обладает достаточно высокой аффинностью и селективностью к 5- 
HTia -рецепторам. Вместе с тем, как видчю из табл. 3, он способен 
взаимодействовать также с дофаминовыми О2-рецепторами, 5-НТ2- 
рецепторами и а-1-адренорецепторами в концентрации порядка 100— 
1000 нМ [9, 16. 18—-20]. Сходный с буспироном по фармакологиче
ской активности структурный аналог гепирон (Mj 138—05) не про
являет сродства к дофаминовым D2-рецепторам и обладает значи
тельно меныпим сродством к 5-НТ2-рецепторам.

Высокую аффинность к 5-НТ, \-рецепторам проявляют такие ан
тагонисты «-адренорецепторов, как WB-4101 (табл. 3), йохимбин, ко- 
ринантин. урапидил [21—23]. Аффинность йохимбина и коринанти- 
на к 5-НТ|л -рецепторам (ICso для специфического связывания [3Н] 
DPAT) составляет 120 и 280 нМ. тогда как к а-1-адренорецепторам 
соответственно 410 и 330 нМ [22]. В условиях полной блокады а-1- 
адреиореценторов (900 нМ празозина) [3Н] WB-4101 выявляет в ко-
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ре мозга крысы [21] и человека [22] места специфического связыва
нии с К,| соответственно 3.8 и 3.1 нМ. по фармакологическим крите
риям идентичные 5-НТ| л рецепторам. Таким образом, многие эффек
ты йохимбина, корипантина и \VB-4IOI могут быть опосредованы че
рез 5-ИТ1 л-рецепторы, а не а-1-адренорецепторы. Высокую аф
финность к 5-НТ|л-рецепторам (1С5о=3,9 нМ) проявляет спнроксат- 
рин—соединение, близкое по структуре к \VB-4101.

Аффинность серотонинергических лигандов к 5-ПТ, -рецепторам (1С։п, иМ)
Таблица 4

Л и г а и л

К о р а Г и п и о к а м п

Г>РЛТ 
[53]

------------р а д и ) л и г а П д------------------
1)1’ АТ 
(53)

ОРАТ 
(93|

1)1>ЛГ 
(3)

ЭРАТ 
(8)

Ипса- 
пнрон 

(8|

1РЛРР 
1(14):

5-карбокса.мию-
0.2
1.9

триптамин 
ВРАТ 1.7 2.5 2-о 1-7 0.4 ~ 6

■^1
5-НТ
5-мстоксн-лиметил- 

триптамин
R л 24 969

2.9

5.1

3.1

7,2

5.2

10.7

5.1

8.1

2.7

4.9
5.1

4,3

Ипсапирон 
Буспирон 
(- )21-009 7.4 11.2 11.2 12.3

10,0
2-1,0

2.2
14.0

98
23

Иоаоцнапо-пиндолол
Метергин
Метерголин

4.1

7,7
5.5
7.9

23.4 
15.8
79.4

6.2
13.5

4.4
6.8 70.0 20

( ) Пиндолол 
Иплоренат 
У.етитеиин

19.0

72.4 151 85
6.9

(—) Пропаиолол 
Спироперидол

115
66

215
83 407 295 210

200
23 38

ТТМРР
Мианссрин

33

275 588 
1200 
1400
3100

400
190
323Мезулергпи 

Пирёппирои 
Кетансерпн 
Квипазив

1500 18001900
1900
3300

3300 3800
4500

1200 16 0

об аффинности соединений крядаданныеВ табл. 4 приведены психотропных аген- 
. Обращает на себя

5-НТ,А-рецепторам. Сродство к этим 
гов подробно рассмотрено в ряде ра .. ,
внимание высокое сродство к 5-Н Г,-.-рецепторам ряда а-1-адренерги
ческих (см. выше) и р-адрснергичсских агентов (пиндолол, пропра
нолол, йодоцианоппндолол). Высокую аффинность проявляет также 
спироперидол, считавшийся селективным по отношению к Д2-дофа- 
мииовым и 5-НТ2-рсцепторам. Характерно что во всех случаях спи
роперидол является антагонистом [27]. В напомолевых концентра
циях взаимодействует с 5-НТ,л-рецепторами лизурид, считавшийся ан
тагонистом для дофаминовых и адренорецепторов [28]. Высокоселек
тивным антагонистом 5-НТ, л-рецепторов является, вероятно, соеди
нение ВМУ 7378. близкое по структуре к буспнрону [29]. Как мож
но видеть из данных , представленных в табл. 4. 1С50 спироперидола 
для специфического связывания [3Н]РАРР, рН]ппсапирона в гип-
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покампе значительно ниже, чем для [3П]ВРАТг Одним из возмож
ных объяснение этих результатов является предположение о гетеро
генности 5-Н1 !Л рецепторов. При этом в гиппокампе быка ВРАТ вы
являет все 5-НТ|д-рецепторы, а ннеанирон только субпопуляцию. вы
сокоаффинную к спироперидолу.

Физиологические эффекты. Ионофоретическая аппликация 5-НТ 
способна ингибировать импульсную активность нейронов гиппокам
па [30] и ядер шва [11. 31]. Хотя при исследованиях на срезах гип
покампа показано, что 5-НТ способен как увеличивать, так и умень
шать амплитуду популяционного спайка, только ингибирующий эф
фект опосредован через 5-[ ГГц-рецепторы [24]. Методом внутрикле
точных отведений установлено, что 5-НТ и его агонисты—ЛСД. 5- 
метокси-Н.Н-днметил1 ринтамип и лизурпд вызывают гиперполяриза- 
пню 5-Н1 нейронов ядер шва [31, 32], и латеральных ядер перего
родки [33], связанную с увеличением К-т проводимости.

Селективные к 5-НТ-|д-реценторам лиганды, ВРАТ [35], нпса- 
пирон [11, 36. 37]. буспирон [31. 38, 39]и гепирои [31] дозозависи
мым образом ингибируют активность 5-НТ нейронов ядер шва кры
сы. Таким образом, рассматриваемые соединения ведут себя как аго
нисты 5-НТ. Тот факт, что пропранолол способен блокировать влия
ние ВРАТ и ипсапирона на активность 5-НТ нейронов ядер шва [37] 
подтверждает это заключение. Вместе с тем. основные метаболиты 
буспирона 1.2-пиримидинпл-пиперазин и 5-гидрокси-буспнроп не 
оказывают ингибирующего действия [39]. Предполагают, что в яд
рах шва 5-НТ|д-рецспторы. опосредующие ингибиторный эффект ло
кализованы на 5-НТ нейронах, то есть являются ауторецепторами 
[40].

На срезах гиппокампа крысы ВРАТ, ипсапирои и буспирон до
зозависимым образом вызывают снижение амплитуды популяцион
ного спайка [36, 41]. то есть ведут себя как агонисты 5-НТ. Ипсапи- 
рон способен также снижать частоту разрядов нейронов гиппокампа 
[42]. Вместе с тем. ряд данных указывает на то, что в гиппокампе 
ЭРАТ, ипсапирои и буспирон не являются полными (пли чистыми) 
агонистами '5-НТ։д-рецепторов. Так. при регистрации на срезах гип
покампа методом внутриклеточных отведений ВРАТ вызывает зна
чительно меньшее увеличение мембранной проводимости, чем 5-НТ 
[43]. ВРАТ (0,1 мкМ) ингибирует увеличение мембранной проводи
мости и гиперполяризацию нейронов под действием 5-НТ (30 мкМ). 
Учитывая, что данный эффект наблюдается при достаточно низкой 
концентрации ВРАТ, авторы предполагают, что он является скорее 
антагонистом, чем агонистом 5-НТ։д-рсцепторов [43]. Сходные ре
зультаты получены при внутриклеточном отведении на срезах гип
покампа в случае буспирона и гепирона [40]. Буспирон вызывает 
значительно более слабый гиперполярнзующий эффект, чем 5-НТ, и 
пои совместном введении ингибирует гиперполярнзующий эффект 
5-НТ.

По-видимому, наиболее сильно отличается от 5-НТ по величине 
собственной активности в гиппокампе крысы ипсапирои, который спо-' 
собеп ингибировать даже гпперполярнзующее действие ВРАТ [44, 
45]. Так, при аппликации с низкой скоростью ипсапирои блокирует 
подавление нейрональной активности, вызванной ВРАТ. При аппли
кации с более высокой скоростью он способен сам вызывать подав
ление нейрональной активности, однако в значительно меньшей сте
пени, чем ВРАТ. Таким образом, в отличие от ядер шва, в гиппо
кампе крысы ВРАТ, буспирон и ипсапирои являются, по-видимому, 
не полными, а частичными агонистами 5-НТ|л-рецепторов, причем 
наименее активным является ипсапирои [31]. 
130



- I-!֊ ',и ,|;։У|,С|,НП влияния 5-НТ; л -селективных агентов на обмен 
о-ill пока мио. ч։о системное введение DPAT снижает скорость об
мена 5-НТ [46] и содержание б-гидроксинндолсксусной кислоты [18] 
в мо и у. DPAT уменьшает скорость освобождения 5-НТ в коре [47, 
48], в ядрах шва [4/, 49], перегородке, среднем мозгу, гипоталаму- 
<е [47]. супрахназмальном ядре [44]. но не влияет на скорость осво- 
оождения 5-HI в гиппокампе [47]—отделе е наибольшей концентра
цией 5-HTjа-рецепторов. Интересно отметить, что ипсаппрон подав
ляет указанный эффект DPAT в супрахназмальном ядре, что под- 
зверждает рассмотренные выше данные о (’го минимальной собствен՜ 
ной активности [44]. a-2-Лптагонпст—ндазоксан ингибирует влияние 
DPAT на обмен 5-НТ в супрахназмальном ядре, в то время как 5- 

НТ2-аитаговист—ритаиеерпп не активен. 5-НТ։л-селективиый агент, 
буспирон, в отличие от DPAT, дозозависимым образом снижает ско
рость обмена 5-1 IT в гиппокампе [50]. Предполагают, что влияние 
DPAT и буспиропа на обмен 5-НТ может быть связано с ингибиро
ванием активности 5-НТ-нейроиов ядер шва. Эффективным блока
тором обмена 5-НТ в мозгу является также пиндолсл, антагонист 
5-НТ1 -рецепторов и []-адрспорецспторов [51—53]. По данным инги
биторного анализа, его эффект опосредован через 5-НТ|д-рецепторы.

Эффекторный механизм. Специфическое связывание селективных, 
к 5-НТ| л -рецепторам [3H]DPAT и [3Н] РАРР с мембранами гиппо
кампа крысы снижается в присутствии GTP. GTP также понижает 
аффинность буспиропа, ипсапироиа, Ru 24 969, 5-метокситриптамнна 
и N.N-днмстплтриптамина к местам специфического связывания [3Н] 
DPAT в коре мозга крысы [54]. На основании этих наблюдений мож
но заключить, что 5-НТ։д-рецепторы сопряжены с GTP-связывающим 
белком (G-белком). Наиболее вероятным эффекторным механизмом, 
которым 5-НТ|Л-рецепторы управляют при участии G-белка являет
ся система аденилатциклазы.

5-НТ способен влиять на синтез сАМР в мозгу, действуя через 
различные типы 5-ПТ рецепторов, как предполагают, на различные 
классы аденплатциклаз [7, 55—58]. Так, ,по данным Slienker и соавт. 
[58], 5-НТ способен активировать адепнлатциклазу гиппокампа мор
ской свинки через два типа рецепторов: высокоаффинный (ECso = ‘։3 
нМ) и низкоаффинпый (ECso=410 пМ). При этом агонистами для) 
высокоаффинного типа рецепторов являются 5-карбоксамндотрипта- 
мин (ЕС50=6 нМ), DPAT (ECS0=29 нМ), 5-НТ, буфотенин, буспн- 
рон (ECso=13O нМ) и гспироп. По данным других авторов, два пос
ледних агента ведут себя как частичные агонисты [59]. Спиропери- 
дол является антагонистом высокоаффинных 5-НТ-рецепторов. кетан- 
ссрин и соединение MLD72222 нс активны. Рассмотренные данные 
позволяют заключить, что высокоаффинныс 5-Н I-рецепторы, стиму
лирующие адепнлатциклазу в гиппокампе морской свинки, являются 
5-НТ,А-рсцепторами [58].

В то же время па адепнлатциклазу, сопряженную с иизкоаффин- 
ными 5-НТ-рецепторами DPAT и буспирон нс влияли. В гиппокампе 
крысы DPAT и РАРР также стимулируют активность аденилатцик
лазы с ЕС-,» порядка 30 нМ, при этом ECso для 5-НТ составляет 100 
нМ [58, 60]. Вместе с тем. величина максимальной стимуляции для 
DPAT и РАРР была в два раза меньше, чем для 5-НТ. то есть оба 
агента вели себя как частичные агонисты. Тот факт, что DPAT. 
РАРР. буспирон и гепнрон являются частичными агонистами 5-НТ 
по влиянию на активность аденилатциклазы. может быть связан с 
тем, что они влияют только па одну из нескольких 5-Н ["-чувствитель
ных аденплатциклаз в гиппокампе, а именно, па сопряженную с о-
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НТ|л-рецепторами. Вместе с тем, приведенные результаты согласуют
ся с предположением о том. что перечисленные агенты являются ча
стичными агонистами 5 1 ГГ։ д рецепторов, что следует также из рас
смотренных выше данных но их электрофи зоологической активности.

Наряду со стимулирующим действием на активность аденилат- 
циклазы, для 5-НТ։ л-рецепторов продемонстрирован также ингиби
рующий эффект на индуцированную активность этого фермента. Так, 
5-НТ, Ru-24.969 (селективный к 5-НТ|-рецспторам), DPAT (селек-՛. 
тивный к 5-НТ,д-рецепторам) ингибируют накопление сАМР, инду
цированное вазоактивным кишечным пептидом (VIP) в нейрональ
ных культурах полосатого тела и коры мозга мыши [61]. Аналогич
ным образом, 5-НТ, 5-карбоксамидотрнптамин, DPAT, буспирон и 
нпсаппроп в наномолевых концентрациях ингибируют форсколиистн- 
мулировапную адеиилатциклазу в гиппокампе морской свинки [29. 
G2, 63]. При этом эффект 5-НТ, 5-карбоксамидотрипта.мина и DPAT. 
дозозависимым образом блокировали селективный антагонист 5-НТ։д- 
рецепторов, BMY-7378. а также спиропсридол. Для восьми исследо
ванных соединений IC50 стимулированной форсколииом адснилатцик- 
лазы хорошо коррелирует с их сродством к 5-НТ։л-рецепторам [29]. 
В гиппокампе крысы 5-НТ, DPAT и буспирон ингибируют активность 
стимулированной форсколииом аденилатциклазы. причем максималь
ный эффект DPAT и буспирона равен 70% и 50% от максимально
го эффекта 5-НТ. Таким образом, и в данном случае DPAT и бус
пирон ведут себя как частичные агонисты.

Необходимо отметить, что такие агенты, как 5-метокситрипта- 
мин, Ru-24 969 и метерголин оказывают выраженный ингибирующий 
эффект на активность индуцированной аденилатциклазы в гиппокам
пе морской свинки, но лишены активности в гиппокампе крысы [63]. 
Эти наблюдения еще раз подчеркивают межвидовые различия в свой
ствах 5-НТ|-рецепторов.

Гстерогенность. Рассмотренные в предыдущих разделах данные 
позволяют предположить, что 5-НТ|д-рсцспторы не являются гомо
генной популяцией рецепторов, а включают два или более подклас
са. В пользу существования функциональной, а возможно и струк
турной гетерогенности, свидетельствуют следующие данные. Влияние 
на активность аденилатциклазы: одна группа рецепторов опосреду
ет стимулирующий, другая—ингибирующий эффект. Фармакологи
ческие критерии: a) DPAT, буспирон, ипсапирои являются частич
ными агонистами для одной группы рецепторов и полными—для дру
гой (на 5-НТ нейронах в ядрах шва): б) метерголин, 5-метокситрипта- 
мин, Ru-2-l 969 являются для 5-НТ, .г рецепторов гиппокампа морской, 
свинки агонистами, а для 5-НТ, -рецепторов гиппокампа крысы не 
проявляют активности: в) одна группа рецепторов обладает высокой 
аффинностью к спироперидолу (ICso=20hM), другая—низкий (1Сг,о= 
200 нМ).

По-видимому, не все рассмотренные данные отражают реальные 
признаки подклассов 5-HT|.\-рецепторов, однако в целом они доста
точно убедительно свидетельствуют в пользу существования тако
вых. Отмстим, что перечисленные различия могут быть связаны с 
присутствием модулирующего агента, посттрансляционной модифика
цией молекулы рецептора, с сопряжением рецептора с различными 
типами G-бслков и т. д.

5-НТ,в- рецепторы
5-НТг:-рецепторы выявлены в мозгу грызунов и не обнаружены 

в коре мозга человека, обезьяны, свиньи, а также в гиппокампе 
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свиньи [И]. Предполагают, что в мозгу человека, обезьяны, свиньи 
данный подтип рецепторов отсутствует. В табл. 1 представлены дан
ные по региональному распределению 5-НТщ-рецепторов в мозгу 
крысы [64]. Наибольшие концентрации отмечены в бледном шаре, 
хвостатом ядре, миндалине, гипоталамусе, черном веществе, ядрах 
мозжечка, то есть в районах с высокой концентрацией 5-НТ и 5-ок- 
си индолуксусной кислоты.

Фармакологические свойства. Предположение о существовании 
подтипов 5-НТ|-рецспторов возникло в связи с обнаружением средн 
5-НТ| в-рецепторов субпопуляций, обладающих как высокой (5-НТ։л- 
рецепторы), так и низкой (5-НТ1 в-рецепторы) чувствительностью к 
спироперидолу [65]. Как можно видеть, сравнивая данные, представ
ленные в табл. 4 и 5, аффинность 5-НТ։л и 5-НТ-в-рецепторов к это
му агенту, а также к индоренату различается более чем в 100 раз 
Агонист 5-НТ-рецепторов квипазнн проявляет обратный профиль ак
тивности, в 10 раз большее сродство к подтипе 1В. Важной особен
ностью фармакологического профиля 5-НТ, в-рсцспторов является вы
сокое сродство и стереоспецифичность к некоторым антагонистам 8- 
адренорецепторов; (—) пропранололу, (—) пнндололу, соединению 
(—) 21.009, йодоцианопиндололу (1СУР). Вместе с тем, 5-НТп-ре- 
цепторы также обладают аффинностью к перечисленным агентам 
хотя и несколько меньшей (табл. 4). Например, 1СУР дискримини
рует «1А» и «1В» подтипы с селективностью в 10—20 раз, что позво
ляет использовать его для радиолнгандного анализа 5-НТ։в-рецеп- 
торов. При этом для предотвращения связывания 1СТР с 0-адрено- 
рсцепторами, к которым он имеет очень высокое сродство (К ,1=0,01 
нМ), используют нзапреналин (30 мкМ). В этих условиях ['251] 1СУР 
выявляет в полосатом теле, коре и гиппокампе՜ крысы один класс 
мест связывания с Кв=0,2 нМ и Вп,„ = 270, 180 и 140 фмоль/.мг белка 
соответственно [66, 67].

Избирательность к 5-Нт1 в-рецепторам проявляют такие произ
водные фенил-пипсразина. как I-(м-трнфторметплфенпл) пиперазин 
(ТРМРР) и 1-(м-хлорфснил) пиперазин (шСРР), для которых аф
финность к «1А» и «1В» подтипам различается в 4—5 раз, а также 
соединение 7-трифторметил-4(4-метил-1-циперазилил)-пнрроло( 1,24а) 
квиноксалин малеат (СС5 12066В), для которого различия в аффин
ности достигают 10—20 раз [16, 68, 69]. Необходимо отметить, что 
ТРМРР и шСРР обладают также достаточно высокой аффинностью 
к 5-НТ2-рсцспторам и а-2-адренорецепторам. Оба соединения явля
ются метаболитами ряда психотропных агентов, в частности, шСРР— 
один из основных метаболитов антидепрессанта тразодона.

Агонист 5-НТ-рецепторов Кп-24.969 обладает равным сродством 
к 5-НТ|Л и 5-НТ|В-рецепторам. Для фармакологической идентифика
ции 5-НТ) в-рсцспторов многие авторы используют такой критерий, 
как чувствительность к 1?и-24.969, при отсутствии влияния ВРАТ, се
лективного к 5-НТ|л-рецепторам [64 . 69 74]. При радиолигандном 
анализе места связывания, соответствующие :>-Н 1,1։-рецепторам, 
идентифицируют при помоши [ Н]5-Н1 в присутствии 10—100 нМ 
О РАТ [64]. ' _ .

Физиологические эффекты. Ют факт, что региональное распре
деление 5-НТ։ в-рецепторов в мозгу крысы хорошо коррелирует с рас
пределением 5-оксиппдолуксуспой кислоты и 5-НТ, свидетельствует 
об их возможной связи с 5-Н1 -еииантосомами. Действительно, ауто- 
рецепторы. локализованные на 5-Н I -спнаптосомах и регулирующие 
выброс серотонина, проявляют ряд признаков, характерных для 5- 
НТ|в-рецепторов. Среди таких признаков можно отметить хорошую 
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корреляцию между аффинностью ряда соединений к 5-НТ։в-рсцеп- 
торам и их действием на выброс сйнаптосомами серотонина [16, 72].

В ряде отделов мозга крысы природа 5-НТ-рецспторов, регули
рующих выброс сииаптоеомамп 5-11Т. была исследована методами 
ингибиторного анализа. Так, на срезах фронтальной коры мозга по
казано, что Ри-24.969 ингибирует индуцированный К * выброс [3Н] 
5-Н1 с эффективностью, сходной с 5-НТ [71, 73]. Максимальный эф
фект достигается при концентрациях порядка 1 мкМ. Блокаторами 
действия 5-НТ и Ри-24.969 являются метиотепин, метерголин, про
пранолол и квипазип. Отметим, что последнее соединение считают 
агонистом 5-НТ. Ритапсерпн, селективный антагонист о-НТа-рсцсп- 
торов. нс влиял на данный эффект. На синаптосомах, выделенных из 
мозжечка, где 5-Н1] л и б-НТг-рецепторы, ио-видимому, отсутствуют 
[4], Ри-24.969 был эквипотентеи с 5-НТ по ингибированию индуци
рованного К' выброса [3Н] 5-НТ [70, 74]. Метиотепин и пропрано
лол подавляли этот эффект. В то же время БРАТ, спироперидол, ци- 
нанссрин и кетанссрии были но активны. На синаптосомах гиппокам
па 5-НТ, ТГМРР, Rt.-24.969 и СОБ-12066В являются ингибиторами 
индуцированного К выброса [3Н]5-НТ [16, 75]. Метитепии и про
пранолол блокируют данный эффект. Вместе с тем, ВРАТ в кон
центрациях до 3 мкМ не влияет на индуцированный выброс и нс бло
кирует эффект агонистов. Спироперидол, метисергид и кетанссрии 
также были неактивны. На срезах гиппокампа кролика 5-НТ также 
является ингибитором индуцированного К выброса [3Н] 5-НТ [76]. 
Метитепии блокирует этот эффект. Рассмотренные данные свидетель
ствуют о том, что 5-НТ|и-рецепторы являются прссинаптическими 
ауторецепторами в мозгу крысы и, возможно, кролика. В то же вре
мя 5-НТц:-рецепторы могут был и иресинапгическнми гетерорсцеп- 
торами. Так, на препаратах спиаптосом гиппокампа крысы 5-НТ и 
Ри-24.969 ингибируют индуцированный выброс АХ, в то время как 
ВРАТ не оказывает такого действия [77]. Метитепии и пропранолол 
подавляют указанный эффект, тогда как спироперидол, метисергид 
и кетансерин не активны.

Таким образом, по отношению к эффектам 5-НТ, опосредован
ным б-НТю-реценторами и приводящим в рассмотренных выше слу
чаях к подавлению выброса медиатора, такие соединения как Ри- 
24.969, ТРМРР н СОБ-12066В являются агонистами, а метиотепин, 
метерголин, пропранолол и цианопиндолол—антагонистами.

Полученные в настоящее время данные свидетельствуют о том, 
что 5-НТ|в-реиепторы негативно сопряжены с аденилатциклазой 
[65].

5-НТ1С р-цеигор !
Изучение параметров связывания 5-НТ лигандов в сосудистом! 

сплетении желудочков мозга показало, что в этой ткани присутству
ет только один особый подтип 5-НТ-рецспторов. проявляющий высо
кую аффинность к 5-НТ и названный 5-1 Г1 |<:-рецепторами [76, 78, 
79]. У всех исследованных видон животных, а также у человека мак
симальное содержание 5-НТ|с-рецепторов в мозгу обнаружено имен
но в сосудистых сплетениях желудочков. В других отделах их содер
жание в 10—100 раз меньше [64, 80] Можно отметить значительное 
сходство в региональном распределении в мозгу 5-НТ|С-рецепторов. 
с одной стороны, и бепзодиа .спиновых рецепторов периферического 
типа с другой [80. 81]. В обоих случаях наибольшие концентрации 
выявлены в сосудистых сплетениях и следовые—в других отделах
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Таблица 5
Аффинность серотонинергических лигандов к 5-НТ։ в-рецепторам (1С10, нМ)

Л и г а н д
Р а д и о л и г а и д

1 -1111’
(53)

5 -ПТ
(16)

1С.,0 (Н.М)

1 5 —НТ
(8)

1 о |О:.и Н0П4ИД0Л0Л
( —)’֊'!—009
1?и 24. 969
5-карб ксамидотрннтамни
ТЕМРР
5-НТ
(-1-(21—009
(—) Пропранолол
Метитепин
СОЗ 12006В
(—) Пин юл ՝л
Метергин
КВИП 31Н
Кетансерин
Индоренат
Спнропсрнюл 
Ппрсппчроп 
Ипсширэн 
|)РАТ 
Мезу л ,-ргии

0.39 
0-11 
3.80 
5.1

25.0 
46,0
47.0 
50.0

78.0
250
316

1900 
3600 
4800 
6600

63000 
13000

9.0

51.0

10000

КОСО 
3000

160
960 
7.5

7100

16000

1/000 
зюоо

Таблица 6

Аффинность серотон ши

,Т и г а и л

.ргическпх лигандов к 5-НТ, --рецепторам иМ)
"ц, Су (истое сплетение । ж-лулочков мозг , । кора 
------” с в !1 нья 1 чело в с к |к р ы с а

р а д и о л и г а и д

МЕЗ 
(53|

1-.1С 
(57 
(94

ГрМ» 5-НТ 
(78)

МЕЗ 
|80|

1—лид 
(78| 153]

Метсрголин
Мезулергни 
М шнсерин 
Метитепин 
Метергин 
5-НТ
1 |::р..||Н11рО11
Кст.4|сср||11
1\ ВИН ,31111
Ри 1'4.969
Сн.1ропери юл 
(—1 Пропр пюл.>.1 
Фентоламин 
5-К»рбокс.1 мнн-д"т.>|п- 

тамии
(-(21—009
ПРАТ
Подои 1311 Н НД ЛИЛ 
(—) Пнндолол

0.5
1.6 

10-0 
27-5 
46.8 
33-1
60
98

186 
400

1150 
324 
895

616 
52.10 
7200 

20000 
.4000

0.0т 
9.5
9.1
5,5

81.0
59
98

575
407
708

1580 
1230

3600 
2000
7600

8300

4,0
12.6
3.1

43.7
19.6
12.6
158

158 
20000

20000
5100

0,7
4,2
6,3
1,3

166
52

186

510
8300

4200
52000
10000

1.9

30,0

28,0

741
1240

7700

1.0
2,1
7,9 
1,7

15.8
15,1
76,0
23.0
910

1700
1400
1120

17800 
11000 
>3000 
■15000

Примечание. *—мезулергни, ՛—йодоЛСД.
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мозга. Учитывая, что на нейронах периферические бензодиазепиновые 
рецепторы нс выявлены [81, 82]. представляется вероятным, что 5- 
Н11С -рецепторы также локализованы исключительно на ненейро
нальных элементах мозга. Этот вывод подтверждается данными о 
том, что в сосудистых сплетениях 5-НТ|с-рсцепторы присутствуют 
только на мсбранах эпителиальных клеток [78].

Радиолигандный анализ. Высокоаффинный лиганд 5-НТр--ре
цепторов [3Н] мезулергин выявляет в сосудистом сплетении желу
дочков мозга человека и свиньи один класс мест связывания с К 
1,7 нМ и В„ ,, = 870 и 530 фмоль/мг белка соответственно [88]. При 
этом в коре мозга человека Ка для [аН] мезулергина также равня
лась 1,7 нМ, тогда как нс превышала 9 фмоль/мг белка, то
есть была почти в 100 раз меньше, чем в сосудистом сплетении. При 
помощи другого лиганда [|251] ЛСД в сосудистом сплетении желу
дочков мозга свиньи также выявлен один класс мест связывания с 
Вто։=360 фмоль/мг ткани и Ка^О.55 нМ [83]. Места связывания 
[’Н]мезулергииа, [|251] ЛСД. а также [3Н]5-НТ в сосудистых спле
тениях мозга человека, свиньи, крысы характеризуются сходным фар
макологическим профилем (табл. 6). При этом по фармакологиче
ской специфичности 5-1 ГГ|с-рецепторы значительно отличаются от 
других подтипов 5-НТ|-рецепторов (табл. 4, 5, 6). Они обладают зна
чительно более низким сродством к таким агентам как 5-карбоксами- 
дотриптампп, Ри-24.969, (—) 21—009, пиндололу, йодоциапоииндололу. 
Вместе с тем, 5-НТ|С-рецепторы проявляют высокую аффинность к 
ряду антагонистов 5-НТ-рсцепторов: мезулергину, миансерину, ме- 
терголину. В целом, по фармакологическому профилю 5-НТц-.-рецеп- 
торы довольно близки к 5-НТ2-рсцспторам (что хорошо согласует
ся со сходством в их эффекторных механизмах), однако отличаются 
от последних по аффинности к 5-НТ. спнроперндолу, кетансерипу и 
некоторым другим лигандам.

Эффекторный механизм. Действие агониста на 5-НТ|с-рсцспторы 
эпителиальных клеток сосудистых сплетений приводит к подавлению 
секреции спинномозговой жидкости [84].

Для изучения внутриклеточного ответа на активацию 5-НТ|с-ре- 
цепторов их экспрессию вызывали в ооцитах X порах ^леу-х путем 
инъекции полиА мРНК (5—6 кВ), кодирующей полипептид рецепто
ра, которая была выделена из папиломы сосудистых сплетений же
лудочков мозга мыши [85]. На мембранах таких ооцитов появляют
ся функционально активные 5-НТ, -рецепторы, способные вызывать 
изменения мембранного потенциала при действии 5-НТ. Вместе с тем, 
другие типы 5-НТ-рецепторов на ооцитах отсутствуют. С использо
ванием данной модели показано, что внутриклеточные эффекты 5- 
НТ|С-рецепторов опосредованы взаимодействием с О-белком и вы
ражаются в стимуляции фосфолипазы С. активации обмена фосфа
тидилинозитолов и Са2+-зависимого 01-канала [85]. На пережива
ющей ткани сосудистых сплетений 5-НТ также вызывает активацию 
обмена фосфатидилинозитолов, при этом концентрация полумакси- 
мальвой стимуляции составляет 50 нМ [86, 87]. Миапсерин, кетан- 
серии и спиропсридол ингибируют этот эффект с 1С50=12> 130 и 
6200 нМ, что хорошо совпадает с аффинностью к 5-НТ|С-рсцепторам. 
Необходимо отметить, что в коре мозга, где активацию обмена фос
фатидилинозитолов вызывают 5-НТ2-рецепторы, концентрация полу-
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максимальной стимуляции для 5-НТ в 100 раз больше, чем в сосуди
стом сплетении.

Интересно отметить, что внутрижелудочковое введение крысе 5, 
7-дигидрокситриптамина, вызывающее дегенерацию 5-НТ-нсйронов’ 
ядер шва, приводит к значительному увеличению эффекта 5-НТ в со
судистом сплетении желудочков [88]. Предполагают, что это свя
зано с индукцией или возрастанием чувствительности 5-НТ։с-рецеп- 
торов эпителиальных клеток сплетений в ответ на хронический де
фицит медиатора. Данные наблюдения свидетельствуют о том. что 
5-HTt -рецепторы находятся под непрерывным (тоническим) конт
ролем серотонинергической системы мозга. Другими словами, по
стоянная активность 5-НТ-нсйронов подавляет избыточную продук
цию спинномозговой жидкости [8-1].

5-HTjo-рецепторы
В ряде работ показано, что в мозгу приматов [3Н]5-НТ способен, 

связываться не только с 5-НТгл и 5-НТю. по как минимум еще с од
ним подтипом 5-1 П|-рецепторов [89. 90]. Так как б-НТщ-рецспторы 
в мозгу приматов не выявлены, этот подтип назван 5-НТ, -рецепто
ром. Распределение 5-1 ITio-рецепторов в мозгу человека, быка, сви
ньи аналогично распределению 5-НТг в-рецепторов в мозгу крысы 
[91]. Учитывая данные о сходном эффекторном механизме обоих 
подтипов рецепторов, считают, что 5-НТ, о -рецепторы в мозгу прима
тов являются аналогом 5-НТ । в-рецепторов мозга грызунов [65, 91].

Места связывания, соответствующие 5-НТ* -рецепторам, могут 
быть выявлены в мозгу человека и быка при помощи [3Н]5-НТ в при
сутствии 100 нМ DPAT (подавляющего связывание с 5-HTia рецеп
торами) и 100 нМ мезулергина (подавляющего связывание с 5-ИТ։л- 
рсцепторами). В данных условиях ЕшмДЛЯ [3Н] 5-Н Г в коре и хвос
татом ядре мозга человека составляет 110 и 240 фмоль/мг белка и

3_ 5 лМ [91]. 5-НТ,|>-рецепторы проявляют высокое сродство
к таким агонистам, как 5-карбоксамидотрпптамин. 5-метокситрипта- 
мпн, 5-НТ. триптамин (расположены в порядке убывания сродства). 
Вместе с тем. они обладают крайне низкой аффинностью к DPAT, 
буспиронУ, пропранололу, пиндололу.

При изучении эффекторного механизма 5-НТ։ о-рецепторов по- 
чучены данные об их ингибирующем влиянии на активность адсни- 
латциклазы [65]. Действительно, в черном веществе мозга теленка 
5-НТ ингибирует форсколниактивироваиную аденилатциклазу, тог
да как DPAT՜ лишен такого действия. Данный эффект резистентен 
к цианопиндололу, спнроперпдолу, миансерипу. Вместе с тем, метите- 
пин явчяется антагонистом, на основании чего авторы заключают, 
что действие 5-НТ опосредовано 5-НТю-рецепторами.
BRAIN SrROTONIN RECEPTORS: RADIOLIGAND ANALYSIS AND 

FUNCTIONAL HETEROGENEITY
KORNEYEV A. YA.

Institute <>f Pharmacology. USSR Academy of Medical Sciences, Moscow

This Is a short review on localization and peculiarities of brain se- 
rotoninergic neurons. Properties of brain serotonin receptors are consi
dered froln the following viewpoints: methodology of radioligand ana
lysis of serotonin receptors and their classification; radioligand analysis, 
pharmacology and effector mechanism of 5-HT, receptors: radioligand 
analysis, pharmacology and effector mechanism of 5-HI3 receptors.
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НЕИРОХИГЧИХ

Рецензии

Advances in Protein Phosphatases, Leuven University Press, v. 1—5 
(eds. US' Merlevede, J. Di Salvo).

Успехи в области фосфопротеинфосфатаз, т. 1—5.
В 1985 г. по инициативе и под редакцией проф. W. Merlevede 

(Католический Университет Лувена, Бельгия) и проф. J. Di Salvo 
(Университет Цинциннати, США) были опубликованы материалы 
I Международного симпозиума по фосфопротеинфосфатазе (ФПФазе). 
Однако нарастающее количество исследований по ферментам обмена 
фосфоиротеннов (ФП) подсказало идею превращения этих сборни
ков в продолжающееся издание. За 1985—1989 гг. было выпущено 
пять томов «Успехов в области фосфопротеинфосфатаз» (Advances 
in Protein Phosphatases, Leuven University Press, v. 1—5). В этом 
издании собран богатейший материал по структуре, функции и ре
гуляции разнообразных ФПФаз и протеинкиназ (ПКаз), вовлечен
ных в управление многими ключевыми процессами метаболизма, пре
доставленный практически всеми крупными исследователями в этой 
области.

В томе I собраны тексты пленарных докладов вышеуказанного 
симпозиума. Книга открывается историческим обзором W. Merlevede, 
в котором дается широкая панорама исследования ФП, начиная с 
работ 1906 г. Levene и Alsbcrg, обнаруживших высокое содержание 
фосфата в вителлине куриного яйца, и Cori и Green (1943), описав
ших мышечный фермент, переводящий фосфорилазу а в фосфорила
зу в (PR-энзим). После того, как обнаружилось, что фосфорилаза 
а является ФП, Wosilait и Sutherland (1956) переименовали PR-эн
зим в фосфатазу фосфорилазы. Далее анализируется значение от
крытия в 70-х годах белковых ингибиторов и множественных форм 
ФПФаз, свидетельствовавшего о возможностях внутриклеточной мо
дификации активности ФПФаз и участии их в регуляции ряда клю
чевых реакций метаболизма. Накопленный фактический материал 
позволил Cohen (1981) и другим авторам предложить в первой поло
вине 80-х годов свои системы классификации ФПФаз. Несмотря на раз
личия в обозначении мультифункниональных ФПФаз, Merlevede 
предложил объединить их в 4 основных класса: ATP, Mg2՜1-зависимая 
ФПФаз, кальцийнейрин, Mg2՜ -зависимая ФПФаза и поликатионсти- 
мулируемая ФПФаза. Автор пришел к выводу, что при использова
нии очищенных ФПФаз при исследовании регуляции метаболизма, 
передачи гормонального или нервного сигнала, мышечного сокраще
ния и пролиферации клеток в ближайшем будущем следует ожидать 
получение новой и интересной информации. Предполагается обнару
жение новых фосфатаз и регуляторных механизмов.
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В работе, представленной Е. II. Fisher и соавт. (Университет шт. 
Вашингтон, США). приведены новые данные о структуре. свойствах 
и регуляции фосфа та ։ы фосфорилазы. Иммунохимическне “тесты для 
изучения свойств этого фермента описаны в статье D. L. Bratitigaii 
и соавт. Субъединичное строение и пути регуляции ATP, Mg2 +-за
висимой ФПФззы рассматриваются в статьях американских исследо
вателей Н.—С. Li и соавт., A. A. DePaoli-Roach. J. R. Vandenheede 
и W. Merlevede (Лувенский университет, Бельгия). Хотя большин
ство энзимологических исследований проведено на низкомолекулярной 
ФПФазс с Мг 3!—35 кД, выделенной из тканей с помощью денату
рирующих агентов, В. S. Khalra счел более перспективным изучение 
нативных высокомолекулярных ФПФаз для точной характеристики 
их свойств, субъединичного состава и путей регуляции, для чего бы
ли использованы ФПФазы, связанные с гликогеновыми гранулами. 
Имеются, однако, опасения в точности идентификации таких ФПФаз, 
из которых часть может оказаться продуктами ограниченного проте
олиза холофермента (Е. Y. С. Lee и соавт.. Университет Майами, 
США). Сравнительное исследование кальцийнейрина (Са2 4 • кальмо- 
дулинзависимой ФПФазы) из различных источников проведено С. В. 
Klee и др. (Национальный институт здоровья, Бетсзд. США). От
мечено, что частичный протеолиз фермента нс снижает его активно
сти, однако делает его нечувствительным к Са2 + и кальмодулину. 
Во всех тканях кальцийнейрин представлен гетеродимером, состоящим 
из двух тканеспецифичных субъединиц.

В ряде представленных в т. I и II статей отмечена роль Са2 ՝т 
Mg2 + и переходных металлов в регуляции активности кальцийнейри
на (С. J. Pallen и соавт., Р. F. Simonelli).

Особый интерес для читателей «Нейрохимии» представляют ра
боты, посвященные особенностям ФПФаз и ПКаз мозга, их участию 
в нейроспецифнчных процессах метаболизма. A. Battistella и соавт. 
обнаружили, что допаминергический препарат апоморфин ингибиру
ет фосфорилирование белков сАМР- и Са2 + -фосфатндилсеринзависи- 
мы.ми ПКазами мозга крысы. F. Bellini и соавт. сообщают о сниже
нии активности ПКа.зы с в цитозоле мозга крыс при старении. Ак
тивность фермента восстанавливалась при регулярном внутрибрю
шинном введении 15 мг/кг фосфатидилссрина. Из мозга крыс S. D. 
Yang и Y.—L. Fong изолировали латентную ФПФазу, активируемую. 
ATP, Mg2+ и киназой F,\.

В III том включены обзорные работы наиболее признанных спе
циалистов, занимающихся ФПФазами. Особый интеосс для нейро- 
химиков представляют две статьи: S.—D. Yang, «ФПФазы мозга» и 
Е. Miyamoto и соавт. «Эндогенные субстраты для кальцийнейрина и 
его распределение в мозгу крыс». В первой из этих работ содержится 
информация о наличии в мозгу помимо кальцийнейрина еще трех 
ФПФаз: Fa/ATP, Mg2 +-зависимой фосфатазы ЕсМ и латентных вы
сокомолекулярных ФПФаз I.P-I и 1.Р-2. Установлено, что активиру
ющим фактором F.։ ФПФазы F.-. М служит ПКаза основного белка 
миелина (МВР). Приводятся также данные относительно величины 
Мг и субъединичного состава LP-1 и I.P-2- Выявлению активности 
последних способствовала процедура замораживания-оттаивания. В 
числе субстратов этих ФПФаз оказались фосфорилаза а. гистон 2А 
и МВР. Показано, что LP-2 является высокоспецнфичной для нерв
ной ткани, ингибируется DARP-32 и G-субстратом. Регуляция всех 
этих ФПФаз в мозгу представляет особый интерес, поскольку ряд 
физиологических эффектов нейротрансмиттеров реализуется путем 
модификации активности ФПФаз. участвующих в нсйооспецифнчных 
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реакциях метаболизма. Обсуждаются на основе собственных н лите
ратурных данных молекулярные подходы к объяснению патофизио
логической основы ряда нервных и психических заболеваний.

В исследованиях японских ученых Е. Miyamoto и соавт. кальций- 
нейрин рассматривается в качестве нейронального маркера. Отмеча
ется локализация кальцийнейрпна и белка МАР-2 в микротрубочках 
дендритов и рассматривается роль этой фосфатазы в регуляции функ
ции микротрубочек. Установлено, что лучшими субстратами кальцпй- 
нейрииа являются белки нервной ткана МАР-2, тау-фактор и тубу
лин, фосфорилированные Са2 ' - кальмодулиизависимой ПКазой. Ме
тод пептидных карт позволил установить участки этих белков, спе
цифично дефосфорилируемыс кальцийнейрином. По данным иммуно- 
реактивности, фермент обнаруживается в нейронах, но не в глии. В 
хвостатом ядре, гиппокампе ii черной субстанции выявлялась макси
мальная иммупореактпвность. Примечательно присутствие кальций- 
иейрниа в нервных окончаниях и постсинаптических плотностях, хотя 
авторы и не приводят доказательств прямого участия этой фосфата
зы в передаче нервного импульса.

Механизм каталитического действия кальцийнейрпна с использо
ванием низкомолекулярных модельных субстратов рассматривается в 
томе IV. в статье В. L. Martin и О. Graves «Химический механизм 
кальцийнейрпна: модель для фосфотирозпльных протсннфосфатаз».

В 1989 г. вышел в свет очередной. V том. в котором представле
ны материалы II Международной конференции по ФПФазам. состо
явшейся в Цинциннати. США. Среди исследований нейрохимическо
го профиля в этом томе привлекает внимание работа сотрудников ла
боратории Р. Greengarcl. в которой идентифицирован ингибиторный 
участок белка DARPP-32 (допамин- и сАМР-регулируемый ФП моз
га). способного подавлять активность ФПФазы-1. Белок этот фосфо
рилирован по остатку треонина —34. а его регуляторные свойства 
сохраняются во фрагменте 9—38. К. Palczewski и др. удалось выде
лить из наружных сегментов палочек глаза сходную по свойствам с 
ФПФазой-2А фосфатазу, дефосфорилируюшую фосфоопсии. который 
образуется пои быстром фосфорилировании на свету родопсина ро- 
допсинкнназой.

Регулярный выпуск томов «Advances in Protein Phosphatase» 
обеспечивает быстрый и эффективный обмен информацией и взгля
дами между биохимиками, изучающими структурные, регуляторные 
и функциональные свойства ФПФл.з и стимулирует проведение дис
куссий относительно физиологической роли этих ферментов, способ
ствуя лучшему пониманию их возможного участия в патологических 
процессах. Именно поэтому это продолжающееся издание представ
ляет несомненный интерес для специалистов в области биохимии, 
патохимии, нейрохимии и энзимологии.

ПАРСАДАНЯН Г. К.
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НЕИРПХИМИЛ

Хроника
МЕЖ ДУ И А Р О Д Н Ы И С И М ПОЗ И УМ 

«МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ ДЕЙСТВИЯ 
БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ ИА ПОВЕДЕНИЕ»

(5—7 июля 1989 г., Таллинн)

Хотя по своему официальному статусу эта встреча 63 ученых из 
9 стран мира считалась сателлитным симпозиумом XXXI Междуна
родного конгресса физиологических паук (Хельсинки, июль 1989), 
на самом деле, судя по разнообразию представленных на ней сооб
щений и широте представительства специалистов из разных госу
дарств, она имела значение вполне самостоятельного научного фору
ма. И как любая действительно плодотворная встреча ученых, тал
линнский симпозиум высветил важнейшие проблемы и пути разви
тия той отрасли современной нейробиологии, которой он был посвя
щен.

Прежде всего это касается происходящего в последние годы пе
реноса центра тяжести исследований нейрохимических основ пове
дения от медиаторов и пептидов—к молекулярной генетике. Еще не
давно работы, где нейробиолог клонировал гены, проводил их сик- 
венс, скринировал библиотеки генов, словом, внедрялся в область, 
казалось бы, далекую от нейрофизиологии, были единичным явлени
ем. Сегодня же все изменилось. На симпозиуме в Таллинне уже 4 из 
49 представленных работ были посвящены этой теме. Их выполнили 
в разных лабораториях Института нормальной физиологии им. П. К. 
Анохина АМН СССР, который вместе с Тартуским государственным 
университетом (ЭССР) был главным организатором симпозиума, в 
Медико-фармацевтическом университете г. Тойяма (Япония) и в 
Исследовательском институте при Scripps Clinic г. Ла-Йола (США).

Профессор J. Gregor Sutcliffe из США представил данные 
опытов, нацеленных на идентификацию генов.^ специфически экспрес
сирующихся в различных отделах НС. Из нейронов сетчатки мышей 
мутантов, страдающих генетически обусловленным заболеванием (де
генерация указанных клеток) были выделены клоны ДНК. ответст
венные за синтез белков, специфических для изучаемых нейронов. 
Один из выделенных генов, кодирующий белок с Мг 39 кД, у мышей- 
мутантов оказался поврежденным—обрыв на расстоянии 10 кило
байт в пределах кодирующего экзона. Этот генетический дефект пред
полагается в качестве первопричины врожденного .заболевания жи
вотных. В другом исследовании группа Сатклиффа получила из раз
ных областей мозга мышей клоны кДНК, кодирующие белки, являю
щиеся нсйроспецифическими для данных отделов мозга. Особый ин
терес американских исследователей сейчас вызывает ген «1В1075», 
принадлежащий 9-й хромосоме мыши и кодирующий белки, специ
фические для передней доли гипофиза.
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Японский ученый У. Oomura представил исследование, являю
щее пример многопрофильного, системного подхода к проблеме цент
ральной регуляции пищевого поведения, и в частности участия в нем 
биологически активного вещества—фактора роста фибробластов 
(ФРФ). Применив in s:tu гибридизацию, электрофорез, иммунно-, 
гистохимический контроль с антителами к ФРФ, а также поведенче
ские модели, авторы показали, что аитибулемическое действие ФРФ 
опосредуется через активацию глюкорсцепторных нейронов латераль
ного гипоталамуса, солитарного тракта, Zona incerta. Сходные эф
фекты были обнаружены при исследовании интерлейкина-ip и фак
тора, вызывающего некроз опухолей. Таким образом, получены новые 
данные о нейрохимических механизмах пищевого поведения.

Два доклада, посвященные молекулярно-иейробиологическим ис
следованиям, представили сотрудники НИИ нормальной физиологии, 
им. П. К. Анохина АМН СССР. В сообщении К. В. Анохина. А. Э. 
Рябинина, В. Z.einer (ГДР) приведены данные об особенностях экс
прессии в мозгу мышей так называемых «ранних» генов c-foc и c-jun. 
Как известно, этот процесс рассматривается сейчас в качестве триг
герного для функциональных перестроек генетического аппарата нерв
ных клеток в ответ на различные стимулы. Методом Nothern-blot 
гибридизации было установлено, что гены c-fos и c-jun начинают 
быстро экспрессироваться в мозгу мышей, подвергнутых судорогам 
в результате введения препарата метразола, а также обучению реак
циям пассивного избегания. Выявлен двухфазный, сходный для обо
их экспериментов характер экспрессии генов c-fos и c-jun. В сообще
нии подчеркивалось, что исследование «ранних» генов мозга откры
вает эффективные методы фармакомодуляции долговременных функ
циональных перестроек нервных клеток.

Неожиданный результат был представлен в сообщении А. К. Му
рашова и его коллег. Также применив метод Nothern blot гибриди
зации .они исследовали в мозгу и других органах крыс, подвергну
тых острому эмоциональному стрессу, характер экспрессии генов теп
лового шока (HSP-70). Их изучение, начатое в опытах с дрозофи
лами, сейчас активно продолжается на млекопитающих. Предпола
галось, что характер экспрессии HSP-70 сходен с «ранними генами» 
в том, что в обоих случаях таким образом проявляется малоспеци
фический ответ нейрона на разные стимулы—стресс, обучение, по
вреждения и т. д. Однако, как показали .4. К- Мурашов и соавт., лишь 
в семенниках, но не в мозгу, тимусе или надпочечниках крыс экспрес
сия HSP-70 достоверно увеличивалась в ответ на стресс.

В приведенных 4 сообщениях, относящихся к молекулярной ней
робиологии, которые были представлены на таллиннском симпозиу
ме, отразились главные особенности этого молодого направления в 
науке о мозге. На наш взгляд, сегодня они состоят в следующем.

1. Методы молекулярной генетики быстро внедряются в самые 
разные области нейробиологии, хотя еще в середине 80-х годов ка
залось, что «направлением главного удара» для молекулярной гене
тики еще долго останутся механизмы памяти и обучения.

2. Нейробиологи, взявшие на вооружение методы молекулярной 
генетики, в большинстве своем пытаются решить проблемы, уже се
годня имеющие практическое значение (для представленных в Тал
линне работ—это врожденные болезни ЦНС, стресс, модуляция сос
тояния голода и длительного хранения информации в нейронах).
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3. На этом направлении еще не открыты принципиально новые 
механизмы работы мозга, хотя преимуществом данного пути является 
более эффективный по сравнению с традиционными методами поиск, 
выделение и изучение биологически активных молекул ЦНС.

Подавляющее же большинство сообщений таллиннского симпо
зиума было посвящено наиболее изучаемой сейчас группе биологи
чески активных веществ—пептидам. Приступая к описанию этих ра
бот, необходимо отметить, что и в этой уже сложившейся области 
все чаще проявляется заинтересованность экспериментаторов в функ
циях генетического аппарата нервной клетки.

В частности, в докладе акад. АМН СССР К- В. Судакова было 
показано, что блокаторы процессов транскрипции и трансляции пик-» 
логексемнд, пуромицин и актиномицин Д тормозят пищевое поведе
ние накормленных кроликов, вызванное электростимуляцией (ЭС) 
латерального гипоталамуса (ГПТ), реакции избегания, вызванные 
ЭС вентромедиального ГПТ, и самостимуляцию латерального ГПТ. 
I тип поведения восстанавливался инъецированием животным пен
тагастрина, II—брадикинина, III—АКТГ ,г ]о Акад. К. В. Судаков 
высказал предположение, что процессы подкрепления ведут к синте
зу в ЦНС особой группы мозгоспецифических белков (МСБ).

В сообщении проф. В. В. Шерстнева (Москва) приведены дан
ные опытов на виноградной улитке. В качестве МСБ, связанного с 
характерным типом подкрепления, был выявлен негистоновый белок 
хроматина \Ф-33, локализованный на внутриклеточной поверхности 
ядерных мембран нейронов. Синтез указанного МСБ в нейронах 
улитки специфически связан с обучением отвергания определенных 
видов пищи.

Другие сообщения о нейропептидах относились к таким тради
ционным направлениям, как регуляция обучения и памяти, пищево
го, оборонительного, агрессивного поведения .самостимуляции, гру- 
минга, страха; возможностей компенсации функций организма, на
рушенных в результате нейротравмы, за счет нейропептидов.

Интересный пример использования иммуннологических методов 
для изучения нейропептидов был представлен в сообщении проф. 
А. В. Котова (Москва) и его сотрудников. Было показано, что имму
низация крыс и обезьян пептидами [.-эндорфином и ангиотензи
ном-11 совместно с БСА оказывала чрезвычайно длительное и выра
женное влияние на разные виды поведения животных, в том числе 
агрессивность, страх и т. д. Авторы предполагают, что их метод яв
ляется перспективным в плане разработки методов длительной моду
ляции различных видов поведения млекопитающих.

Наряду с общеизвестными пептидами, группы проопиомелано- 
кортина, Г)51Р, субстанции Р, холецистокинина и др., были также 
описаны поведенческие эффекты ранее неизвестного нейропептида 
седативного действия, выделенного из мозга быка (А. Л. Рылов и со- 
авт., Москва).

Значительное внимание на симпозиуме было посвящено молеку
лярным основам действия на поведение таких биологически актив
ных веществ, как нейромедиаторы катехол- и индоламиновой груп
пы и АХ. Вызвало интерес сообщение болгарских исследователей про
фессора Н. Николова, М. Цветковой, К- Тцахева относительно осо
бенностей обмена металлов магния, меди, цинка, натрия, кальция в 
НС крыс генетической линии 5НР—БР (врожденная гипертония), 
подвергнутых хроническому эмоциональному стрессу.

Участники семинара не прошли мимо такой важной проблемы, 
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как влияние на ЦНС и поведение этанола. 10. В. Гринченко, В. Б. 
Швырков и соавт. (Москва) представили данные о нарушениях инс
трументальных условных рефлексов у кроликов после острых введе
ний этанола. Указанные нарушения описывались в корреляции с эф
фектами данного вещества на активность отдельных нейронов у сво
бодноподвижных животных.

Из теоретических и обзорных докладов наиболее значительным 
представляется сделанный проф. .4. А. Виру (Тарту). Он дал глубо
кий анализ современных представлений об адаптивной регуляции 
функций различных классов нейрональных рецепторов к биологиче
ски активным веществам в различных условиях поведения и жизне
деятельности организма.

Итак, бесспорно, что этот симпозиум стал важным этапом на пу
ти международного сотрудничества ученых, исследующих молекуляр
ные основы действия биологически активных веществ на поведение.

РЫЛОВ А. Л.
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ИНФОРМАЦИОННО-СЕРВИСНЫЙ ЦЕНТР ФИРМЫ
«Ph aimacia LKB РпЮП» (ШВЕЦИЯ) ПРИ ИНСТИТУТЕ 

БИОХИМИИ им. А. В. ПАЛЛАДИНА 
АКАДЕМИИ НАУК УКРАИНЫ

создан для того, чтобы удовлетворить все Ваши потребности в обла
сти научных исследований, клинической диагностики и производствен
ных биотехнологических задач. Мы предлагаем самое современное 
оборудование (системы стандартной, быстро разрешающей—FPLC, 
высокоэффективной—HPLC, полупромышленной—ВЮ PILOT, про
мышленной—BIO PROCESS, хроматографий, любого типа электро
фореза и лазерного сканирования гелей, системы синтеза пептидов— 
BIO-LYNX и гена—GENE ASSEMBLERS, секвенирования ДНК— 
MACR GENE WORKSTATION, разнообразные ц-. (>-, у-счетчики ра
диоактивности, наборы клинической диагностики и системы диагно
стики—LEDFIA и EIA, наборы для молекулярной биологии и биотех
нологии, лабораторное оборудование, медицинские препараты), ко
торое эффективно используется с реактивами фирмы в широких об> 
ластях науки, медицины и технологии. Являясь одним из лидеров в 
мире по производству приборов и реагентов, фирма может позволить 
себе сравнительно низкие цены, что даст Вам большие преимущества 
при реализации заказов.

Вам выгодно приобрести оборудование у нас, так как «ЦЕНТР» 
бесплатно
— исходя из стоящих перед Вами задач, правильно определит тип 

аппаратуры и объем заявки, оформит Вам заказ-заявку и 
технико-экономическое обоснование;

— установит и введет г. эксплуатацию приобретенное оборудование;
— обеспечит быстрый и качественный гарантийный ремонт;
— обеспечит Вас необходимыми рекламными материалами, каталога

ми и ценниками, консультациями для оформления будущих за
купок;

— обеспечит Вас необходимыми реактивми или наборами в течение 
30—60 дней;

— продаст оборудование прямо со своего стенда.

ЗА ОПЛАТУ В РУБЛЯХ:

— обучит Вас правильной эксплуатации приборов в демонстрацион
ной лаборатории пли на специальных семинарах;

— выполнит часть Вашей экспериментальной работы, если Вы еще 
не приобрели соответствующие приборы фирмы;

— обеспечит послегарантийный ремонт Вашего оборудования в крат
чайший срок из фонда фирменных запчастей.
Наш «ЦЕНТР» ежеквартально проводит теоретические и прак

тические семинары, где Вы можете встретиться со специалистами 
фирмы, обсудить и заключить контракт, экспериментировать со сво- 
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ими образцами. По Вашему желанию «ЦЕНТР» может организовать 
семинар в Вашей республике, городе или учреждении. Работать с 
Вами будут ученые и дипломированные специалисты, прошедшие обу
чение в лабораториях и на заводах фирмы. Мы всегда ждем Ваших 
заявок на организацию семинаров или на участие в семинарах, орга
низованных нами в других городах.

Если Вы заинтересованы в получении подробной информации по 
какому-либо вопросу, общего каталога или специальных каталогов, 
информации о семинарах—сообщите нам название Вашей организа
ции, адрес, телефон и/или телефакс, фамилию, имя, отчество специа
листа для контакта.
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ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

1. В журнале публикуются оригинальные статьи, содержащие результаты экс
периментальных исследований по биохимии нервной системы, обзоры по важней
шим вопросам современной нейрохимии, рецензии на новые издания и актуальная 
научная хроника.

Объем рукописи (включая резюме, список литературы, иллюстрации) не дол
жен превышать 15 с„ напечатанных на машинке через 2 интервала. Объем обзо
ров нс должен превышать 25 с., кратких сообщений, рецензий и хроники—6 с., а 
писем в редакцию—3 с.

Рукопись статьи должна подписываться всеми авторами (2 экз.), сопровож
даться актом экспертизы (2 экз.) и направлением от учреждения.

2. Ко всем статьям и сообщениям прилагается па отдельном листе резюме на 
английском языке, которое должно быть озаглавлено, в нем указываются авторы 
и название учреждения, в котором выполнена работа. Резюме на русском языке 
для экспериментальных статей и обзоров должно быть напечатано на машинке че
рез 1.5 интервала и расположено в начале статьи, непосредственно под заголов
ком. Резюме для кратких сообщений следует приложить на отдельном листе.

Экспериментальные статьи, являющиеся основным публикуемым материалом в 
журнале, должны быть построены по следующему плану: резюме на русском язы
ке, краткое введение с указанием цели работы, материалы и методы, результаты 
и обсуждение, резюме на английском языке, литература. Вверху справа от наз
вания статьи указывается индекс универсальной десятичной классификации (УДК), 
под фамилиями авторов приводится полное название учреждения, в котором вы
полнена работа.

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

4. Рисунки, отчетливо выполненные тушью на плотной белой бумаге или каль
ке. представляются в конверте в двух, а фотографии—в трех экземплярах. На обо
роте каждого рисунка карандашом следует указать фамилии авторов, сокращен
ное название статьи и порядковый номер, для фотографий (на глянцевой бумаге) 
следует указать ее верх и низ. Подписи к рисункам и фотографиям представляются 
•<а отдельном листе. Замена фотоиллюстраций электрофоретических исследований 
рисованными схемами не допускается. Количество иллюстративного материала (таб
лицы и рисунки) не должно превышать в статьях 8. в кратких сообщениях—2.

5. Формулы и индексы должны быть вписаны четко черными чернилами или 
пастой, обязательно выделяя курсив (подчеркнуть волнистой линией) и различая 
прописные и строчные буквы, мало отличающиеся по своему написанию, двумя 
черточками снизу или сверху, буквы греческого алфавита подчеркиваются крас
ным карандашом.

Фамилии иностранных авторов лаются в тексте на языке оригинала.
6. Название ферментов и коферментов, символы кинетики ферментов и еди

ниц активности, написание соединений, меченных изотопами, и т. п. должны соот
ветствовать требованиям Международного биохимического союза. Разрешаются 
лишь общепринятые современные сокращения слов, различных единиц измерения, 
физических и химических величин, терминов и т. п. В приложении к правилам для 
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авторов, которое публикуется в каждом первом номере нашего журнала, приво
дится список наиболее часто употребляемых сокращенных обозначений, применяе
мых без специальной расшифровки.

Используемые авторами другие сокращенные слова при первом упоминании 
даются полностью и в скобках в сокращенном виде.

7. Список литературы составляется в порядке цитирования, его объем—до 25 
названий для статей, до 80 -для обзоров и до 15—для кратких сообщений. В тек? 
сте ссылки даются в квадратных скобках. Цитируемая литература в списке приво
дится п следующем порядке: порядковый иомер. фамилия, инициалы авторов па 
языке оригинала, название журнала, том. номер или выпуск, страницы, год изда
ния. В случае сплошной нумерации страниц тома номер выпуска не указывать. При 
цитировании книги указывается также, под чьей редакцией она издана, название 
издательства и место издания. Например:

I. Силакова Л. И., Труп։ Г. П.. Явилякова А. Вопр. мед. химии, т. 7, с.538— 
5-И, 1962.

2. Георгиев Г. /7.-—В кн.: Цитология ферментов (под ред. Л. Л. Покровского), 
г. 32—83, М., Мир. 1971.

8. Редакция имеет право сокращать и исправлять текст статьи, не изменяя ее 
основного содержания.

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

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

письму Нин бандероли уведомление о вручении, редакция, в свою очередь, сообща
ет автору о получении статьи.

12. В случае, если статья будет отклонена редакцией, возвращается второй эк
земпляр рукописи и акт экспертизы.

13. Корректуру авторам редакция не высылает.
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ПРИЛОЖЕНИЕ I

Стандартные обозначения некоторых |ривиалы1ых названий 
химических соединений

Ala* —аланин
AMP, ADP, АТР*’—аденозин-5'-моно-, 

дн- н трифосфаты
сЛМР—циклический аденозинмонофосфат
Ага*—арабиноза
Arg—аргинин
Asn—аспарагин
Asp—аспарагиновая кислота
Asx—аспарагиновая кислота или аспара

гин
CAMP, CDP, СТР—цитиднн-5'-моно-, 

ди- и трифосфаты
СоА—коэнзим А
СоАЗАс—ацетилкоэнзим А
Cys-цистеин
FAD, FADHj—фламинадениндину- 

клеотид и его поест, форма
FMN, FMNHs—фламинмононуклеотид 

и его восст. форма
Гис—фукоза
Fru—фруктоза
Gal—галактоза
С1с—глюкоза
GlcA—глюкуроновая кислота (аналогич

но другие уроповые к-ты)
GlcN—глюкозамин
GicNAc—ацетилглюкозамнн (аналогич

но другие дезоксисахара и их ацетил- 
производные)

Gin—глутамин
Glu—глутаминовая кислота
Glx—глутамин или глутаминовая кислота
Gly—глицин
GMP, GDP, GTP—гуанозин-5'-моно-, 

ди- и трифосфаты
GSH, GSSG—глутатион и его окислен

ная форма
His—гистидин
Hyl—окиелнзин
НУР—оксипрол ин
Не—изолейцин
IMP, 1DP. 1ТР—HHO3HH-5-MOHO-, ди- и 

трифосфаты

Leu— леннии
Lys—лизин
Мап—манноза
Met—метионин
NAD, NADH—никотинамиладеннп- 

дннуклеотид и его восст. форма
NADP, NADPH—пикотивамндаденин- 

динуклеотидфосфат и его восст. форма
NMN—никогинамидмопонуклсотнд
Опт—орнитин
Pile—фенилаланин

—неорганический фосфат
—неорганический пирофосфат

Pro—пролин
Rib. dRib—рибоза, 2-дезоксирнбоза
Q. QH։—убихинон, убихинол
Зег—серии
Thr—треонин
ТМР. TDP, ТТР—рибознлтимин-՜»'-моно-, 

дн- и трифосфаты
Тгр—триптофан
Туг—тирозин
UMP. UDP, UTP—уридпн-5'-моно, ди-

ii трифосфаты
Vai—валин
АКТГ—адренокортикотропный гормон
АХ—ацетилхолин
ГАМК—гамма-аминомасляная кислота
ДДСчХа—додеинлеульфат натрия
ДОФА—диокенфенилаланин
ДНК—дезоксирибонуклеиновая кислота
ДОХ-Na—дезокспхолат натрия 
РНК—рибонуклеиновая кислота 
рРНК—рибосомная РНК 
м РН К—м атрнч на я (информационная.

ядерпая) РНК
тРНК—транспортная РНК
Glu-тРНК и т. п.—амнноацилпроизвоц- 

ные РНК
ТХУ—трихлоруксуспая кислота 
трис—трис (оксиметил)-амнноме-ан 
ЭГТА—этиленгликольтетраакетат 
Э ДТА—этилепднам иитетра ацет ат

• Стандартные обозначения аминокислот и моносахаридов допустимо употреб
лять в сокращенном виде при написании структур, а также в таблицах и на ри
сунках.

»» Соответствующие дезокспрнбопуклеотилы обозначаются путем добавления 
латинской строчной буквы б перед трехбуквенным символом.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2

Список сокращений часто употребляемых слов, терминов, символов 
физических и химических величии и единиц измерения

ЛХЭ—ацстилхолииэстораза
БСА—бычий сывороточный альбумин
ВЭЖХ—высокоэффективная жидкостная 

хроматография
ГЖХ—газожидкостная хроматография
ГЭБ—гематоэнцефалический барьер
ДЭАЭ-ц—диэтиламииоэтилцеллюлоза
ИКС—инфракрасная спектроскопия
МОХ—ионообменная хроматография
I |ЭТ—изоэлектрическая точка
I |эф—изоэлектрическое фокусирование 
КМ-ц—О-карбоксиметилцеллюлоза 
МАО—моноаминоксидаза
М. Е.—международная единица
ДА—молярность
Мг —молекулярная масса (вес)

о-. п—мета-, орто-, пара- 
и—нормальный (раствор) 
НС—нервная система
П А А Г—пол на к ри ла м иди ы й гель
ПОЛ—перекисное окисление липидов
СМЖ—спинномозговая жидкость
т. кип.—температура кипения 
т.пл.—температура плавления 
ТСХ—тонкослойная хроматография
У. А.—удельная активность
УФ-спектр—ультрафиолетовый спектр
ФДЭ—фосфодиэстераза
ЦНС—центральная нервная система
ЭПР—электронный парамагнитный резо

нанс
ЭСР—электронный спиновый резонанс

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

—константа диссоциации 
константа ингибирования

Хп,—константа Михаэлиса 
Кч—субстратная константа 
пн -коэффициент Хилла 
V максимальная скорость реакции 
Кн—кюри 
мКи—милликюри 
Р—рентген 
имп/мни—импульсы за минуту 
Д—дальтон 
кД—килодальтон 
ч—час 
мин—минута 
с—секунда 
мкм—микрометр 
мл—миллилитр 
мкл—микролитр 
мг—миллиграмм 
мкг—микрограмм 
иг—нанограмм 
нм—нанометр 
нг—пикограмм 
мкатом—микроатом 
ммоль—м нлл нмоль 
мкмоль—микромоль 
нмоль—наномоль 
нмоль—пикомоль 
фмоль—фемтомоль

Примечание. Сокращения для названий ферментов, как например. ГДГ, ГДК, 
ГФ6ДГ и т. д.. не допускаются. Однако нет возражений против замены названия 
субстрата, входящего в тривиальное наименование фермента, стандартной аббре
виатурой. например: АТРаза, РНКаза. Х’АОН дегидрогеназа и т. и. Химические 
элементы следует обозначать символами, а простые неорганические соединения— 
формулами, например: МеС12. Символы ионов следует писать так: ГЛ’, РО "3.
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