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НЕЙРОХИМИЯ
т. 9, № 2, 1990

УДК 578.858

ВЛИЯНИЕ ЛИШЕНИЯ ПАРАДОКСАЛЬНОЙ ФАЗЫ СНА 
НА СПЕЦИФИЧЕСКОЕ СВЯЗЫВАНИЕ [’Н]МОРФИНА И 
[3Н] НАЛОКСОНА С СИНА!ГП 1ЧЕСКИМИ МЕМБРАНАМ’!

ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС 
ТАРАНОВА Н. П.. МАЛИКОВ У. М. 

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

Исследовали кинетические характеристики связывания [3Н]морфипа и [։Н] на 
.таксона с опиатными рецепторами синаптических мембран из мозга крыс в нор
ме и после 24-часового лишения парадоксальной фазы спа. Установлено, что эти 
рецепторы имеют одни тип центров связывания с высоким сродством к опиатам. По
казано, что лишение парадоксальной фазы сна ие изменяет числа мест связывания 
pH] морфина и сродства рецепторов к морфину и налоксону. Однако концентра
ция центров связывания [։Н]налоксона при этом заметно снижается. Предполага
ется, что это является следствием структурно-функциональной перестройки синап
тических мембран при депривации парадоксальной фазы сна.

Для исследования биологической роли и функции сна, который 
является жизненно необходимым периодически развивающимся функ
циональным состоянием, весьма эффективен метод полного лишения 
сна или избирательного лишения различных его фаз [1]. Этими ме
тодами достигаются эффекты искусственного продления бодрствова
ния с нарастанием всех тех явлений, которые и вызывают необхо
димость сна. Показано, что избирательное лишение парадоксальной 
фазы сна (ПФС) вызывает ряд биохимических изменений в синапти
ческих мембранах—изменение их проницаемости к Са . повышение 
степени гидрофобности за счет снижения активности ПОЛ и повыше
ние количества свободных ЭИ-групп [2, 3]. Эти биохимические сдви
ги не могут не отразиться на функции синаптических мембран, в част 
пости их рецепторного аппарата. Так. полное лишение сна вызывает 
снижение сродства к лиганду ннзкоаффннных центров связывания се
ротониновых рецепторов головного мозга крыс [4]. а при избира
тельном лишении ПФС у них отмечено уменьшение общей концен-1 
трации р-адренорецепторов коры и дофаминовых рецепторов стриа
тума и повышение их сродства к лигандам [5, 6]. Поскольку в физио
логических процессах возникновения и поддержания состояния сна 
предполагается участие и опиоидов [7], нашей задачей было иссле
дование характеристик связывания агониста ц-рецепторов pH]мор
фина и антагониста опиатных рецепторов—pH] налоксона с синап
тическими мембранами ствола головного мозга крыс при лишении 
их ПФС.
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Методы исследования

Опыты выполнены па крысах-самцах линии i • <> ՛ массой те
ла 200—-220 1՝. Избирательное лишение 11ФС в течение 24 ч вызывали 
по методу Жувэ, помещая животных на площадки размером 5x5 см, 
окруженные водой. Контрольную группу составляли животные, нахо
дившиеся в клетках в состоянии относительного физиологического 
покоя. Крыс декапитировали, на холоде быстро извлекали головной 
мозг, выделяли стволовую часть и готовили 10%-ный гомогенат в 
0,32 М сахарозе (па 0,05 М трис-НС! буфере, pH 7,4) в гомогениза
торе тефлон-стекло. Синаптические мембраны получали методом диф
ференциального центрифугирования в градиенте плотности сахаро
зы [8]. Осадок синаптических мембран суспендировали в инкуба
ционном буфере следующего состава: 0,005 М HEPES, 5 мМ MgCh, 
pH 7,4 (для связывания [3Н] морфина) или 0,05 М трис-НС1, 120 мМ 
NaCl, 5 мМ KCI, 1 мМ MgClo, 0,5 мМ ИаНгРОз, pH 7,4 (для связыва
ния [3Н]налоксона). Содержание белков в суспензии синаптических 
мембран определяли по модифицированному методу Lowry [9]. Спе
цифическое связывание [3Н]морфина и [3Н]налоксона с синаптиче
скими мембранами ствола головного мозга исследовали методом 
равновесного рецепторного связывания Г!<>] инкубируя при 37° сус
пензию синаптических мембран с pH]морфином (в диапазоне кон-И 
центраций от 0,18 до 6,92 нМ/л) или с [3Н]налоксоном (в диапазоне 
концентраций от 0,1 до 12,8 нМ/л). Инкубацию проводили в парал
лельных пробах также в присутствии немеченого морфина и налок
сона соответственно в конечной концентрации 10 ” М/л для оценки 
величины неспецифического связывания лигандов. Удаление несвя- 
завшегося лиганда проводили методом вакуумной фильтрации через, 
стекловолокнистые фильтры QF/F («Whatman», Англия). Радиоак
тивность проб измеряли на счетчике «ISOCAP-ЗОО», используя ди
окса н-ксилольную сцинтилляционную жидкость. При расчетах была 
использована динамическая модель кинетики связывания лиганда с 
мембраной, содержащей один центр связывания [11]. Стационар
ные значения такой модели позволяют вычислить характеристики 
центров (Kd и Bmnx). Для оценки этих параметров исп<’льз‘.-.л- 
ли метод перебора. В качестве оценок выбирали их значения, обес
печивающие наибольшую близость теоретических значений к экспери
ментальным. Кинетические характеристики центров связывания опре
деляли на ЭВМ-3040. Полученные результаты статистически обраба
тывали по Стьюденту-Фишеру.

Результаты исследования

В предварительных опытах были определены оптимальные ус
ловия для исследования специфического связывания [3Н]морфипа и 
[3Н]налоксона с синаптическими мембранами. Количество белка в 
пробе было подобрано по результатам анализа кривой связывания 
лиганда в зависимости от концентрации белка в пробе (рис. 1, б) п 
соответствовало участку прямолинейной зависимости. В дальнейших 
опытах использовали 150 мкг белка в пробе с [3Н]морфином и 100 
мкг белка в пробе с [3Н]налоксоном. Время инкубации было подо
брано по установлению равновесия в реакционной среде и составля
ло 20 мин (рис. 1. а). Исследование связывания различных <тщен • 
раций меченого лиганда в этих условиях синаптическими мембрана
ми контрольных животных показало что связывание как [3Н]мор- 
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фина, так и [3Н]налоксона с синаптическими мембранами ствола 
головного мозга крыс является специфическим и насыщаемым (рис. 
2. а: 3. а). Добавление в (।՛■ инкубации нем чевы.х лигандов в 
концентрации 10 ’ М через 30 мин после меченых лигандов с пос
ледующей инкубацией в течение 20 мин уменьшало количество спе- 
ц .։ри'.ес:.и евя-.азшегося рН]морфина и pH] налоксона до уровня.

Рис. I. Специфическое связывание [эН]морфииа и [’Н]налоксона с синаптическими 
мембранами ствола головного мозга крыс (/—[’!1]морфнп. 2—[’II] налоксон): «— 
при инкубации в течение 20 мин 1,37 нМ/л [:'Н]морфнна и 0.05 иМ/л [’И] налоксона 
с рахзичными концентрациями белка синаптпчестких мембран; б—при различных 
сроках инкубации 100 мкг белка с 1,37 нМ/л [’Н] морфина и 0,05 нм/л [’Н] налоксона.

Рчс. 2 Специфическое связывание [’11] морфина (в днадазене концентраций oi 0,13 
до 6.92 нМ/л) с синаптическим и мембранами ствола головного мозга крыс (каждая 
точка- среднее из 5-6 экспериментов): а—график кинетики насыщения (/-обшее 
связывание, 2—иеспецифнческое связывание, 3—специфическое связывание); б 
специфическое связывание в координатах Скчтчарда (/—контрольных крыс, 2 

после лишения нарадокеалкпоп фазы спа)
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соответствующего неспецифическому связыванию, наблюдаемому при 
одновременном внесении меченого и немеченого лиганда. Это свиде
тельствует о том, что связывание этих лигандов с опиатными рецеп
торами синаптических мембран является обратимым.

Рис. 3. Специфическое слизывание [3Н]иалоксоиа (и диапазоне кокцеюраций от 
0,1 до 12,8 нМ.'л) с синаптическими мембранами ствола головного мозга крыс (каж
дая точка—среднее из 4 экспериментов): а—график кинетики насыщения (I—общее 
связывание, 2—песпецифическое связывание, 3—специфическое связывание), б—спе
цифическое связывание в координатах Скэтчарда (/—контрольных крыс, 2— юсле 

лишения парадоксальной фазы сил)

Результаты опытов по исследованию специфического связывания 
рН]морфина и [3Н] налоксона с синаптическими мембранами были 
проанализированы в координатах Скэтчарда (рис. 2. б; 3, б). Пря
молинейный характер графика Скэтчарда свидетельствует о гомоген
ности центров связывания синаптических мембран как для агониста, 
так и для антагониста, а также о связывании [3Н]морфина и [3Н]на
локсона лишь с одним типом центров связывания. Эта закономер
ность сохраняется у животных и после 24-часовой депривации ПФС. 
В то же время, в исследованиях, выполненных на тотальной мемб
ранной фракции мозга, часто получали криволинейный характер гра
фика Скэтчарда, указывающий на наличие двух центров связывания 
[3Н]морфина и [3Н]налоксона, что свидетельствует о гетерогенно
сти этих центров [12—15]. По-виднмому, это обусловлено присутст
вием мембран глиального происхождения, на которых могут бытъ, 
опиатные рецепторы [16]. отличающиеся по своим характеристикам 
от нейрональных и синаптических рецепторов. В пользу этого пред
положения говорит тот факт, что при исследовании кинетических ха
рактеристик опиатных рецепторов на препаратах исключительно ней
ронального происхождения (изолированные нейроны, синаптосомы, 
синаптические мембраны), как правило, получают прямолинейный 
график Скэтчарда, подтверждающий гомогенность центров связыва
ния опиатов на нейрональных мембранах и связывание этих лиган
дов лишь с одним типом рецепторов [17. 18].

Кинетические параметры связывания рН]морфипа и [3Н]налок- 
сопа представлены в таблице и указывают на высокоаффинный харак
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тер связывания как [3Н]морфина (К..=5,2±0,53 нМ), так и [3Н]на- 
локсона (К =0,98±0,08 нМ) с рецепторами синаптических мембран, 
причем сродство рецепторов к налоксону оказалось значительно вы
ше, чем к морфину. Но концентрация центров связывания агониста 
опиатных р-рецепторов [3Н]морфина и антагониста этих рецепторов 
[3Н] налоксона в синаптических мембранах оказалась примерно оди
наковой (таблица).

Лишение ПФС в течение 24 ч не вызывало заметных изменений 
ни числа мест связывания [3Н]морфина с синаптическими мембрана
ми, ни сродства рецепторов к этом}' лиганду (таблица). В то же вре
мя депривация ПФС приводила к снижению общей концентрации 
центров связывания антагониста—[3Н] налоксона, хотя сродство опи
атных рецепторов к этому лиганду при этом достоверно не изменя
лось (таблица). Поскольку было показано, что полное лишение крыс

Таблица 
Кинетические характеристики связывания [3Н]морфина и [3Н] налоксона 

с синаптическими мембранами ствола головного мозга крыс
в норме и при лишении их ПФС

Условия экспери
мента

Количество 
экспериментов

Bitiax 
(фмоль/мг белка)

Ка 
(нМ)

Контроль 5
[3П] морфин 

4,90+0.21 5.10+0.53
24 ч л н ен я 

ПФС 6 4.60+0.39 4.70+0.57

Контроль 4
[3Н] налоксон 

3.60+0.24 0.94+0.10
24 ч лишения 

ПФС 4 2.67+0,69 0,75+0.10
(-26%) 
р<0.05

(-20%) 
р>0.05

сна в течение 24 ч в цилиндрическом третбане также не вызывало 
изменений сродства к [3Н] налоксону рецепторов и в тотальной 
мембранной фракции мозга [19], можно думать, что длительные на
рушения сна способны изменить экспрессию опиатных р-рецепторов, 
но не их сродство к лиганду.

Ранее нами было высказано предположение, что в механизмах 
развития нарушении функций ЦНС при длительной депривации сна 
определенную роль играют изменения состояния опиоидной системы 
мозга, о чём свидетельствовали сдвиги в содержании Met-эикефали- 
на [20] и р-эндорфина [21]. Полученные в данной работе результа
ты подкрепляют это предположение и указывают на то, что в реак
ции опиоидной системы мозга на депривацию сна в какой-то мере 
участвует также и структурно-функциональная перестройка опиат
ных рецепторов, локализованных в синаптических мембранах.

1НЕ EFFECT OF REM-SLEEP DEPRIVATION ON BINDING 
OF FHIMORPHINE AND [3H]NALOXONE WITH SYNAPTIC 

MEMBRANES IN RAT BRAIN
TaR \nova N. P., MALIKOV U. M.

.1. P. Pavlov institute of Physiology. USSR Academy of Sciences, Leningrad

The specific binding of [3H] morphine and [3H] naloxone with sy
naptic membranes of the ral brain has been studied in the norm and after 
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REM-sieep deprivation. According to results obtained the opiate receptors 
of the synaptic membranes have only one high-affinity binding site for 
PHJmorphine and PH] naloxone. After 24-hour REM-sleep deprivation 
the number of [3H] morphine binding sites and its affinity as well as the 
affinity of the [3H] naloxone binding sites were not altered. At the same 
time the number of [3H] naloxone binding sites was shown to increase. 
These effects appear to originate by structural-functional reorganization 
of synaptic membranes during REM-sleep deprivation.
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СВОЙСТВА МЕСТ СПЕЦИФИЧЕСКОГО СВЯЗЫВАНИЯ 
ЭТИЛОВОГО ЭФИРА р-КАРБОЛИН-З-КАРБОЛОВОЙ кислоты, 

ОТЛИЧНЫХ ОТ БЕНЗОДИАЗЕПИНОВЫХ РЕЦЕПТОРОВ
В МОЗГУ крысы

•МЕЛИКСЕТЯН М. Б., КОРНЕЕВ А. Я.. СЕРЕДЕНИН С. Б.

“Институт физиологии им. Л. А. Орбели АН Армении, Ерева::

НИИ фармакологии АМН СССР, Москва

Радиорецспторпым методом выявлено специфическое связывание [։Н] этило
вого эфира р-карболин-3-карболовой кислоты ((3Н]рССЕ) в присутствии 20 мкМ 
AgNOj (CuSO<) и 10 мкМ диазепама в мозгу крысы. Небензодиазепииовое связыва
ние [3Н]рССЕ возрастает при наличии в среде аскорбиновой кислоты и хлорид 
ионов, при pH 7,4 и 0°. Связывание является обратимым, насыщаемым, относи
тельно мозгоспецнфичным. Концентрация небензодиазепиновых мест связывания в 
мозгу ■, =607=14 пмоль/г ткани. К =105±10 нМ, в то время как параметры свя
зывания [3Н]рССЕ с бензодиазепиновыми рецепторами имеют значения соответст
венно 81±9 пмоль/г и 3,2 ±0,4 нМ.

Согласно современным представлениям, ряд производных 0-кар- 
болин-3-карболовой кислоты, в частности ее эфиры, обладают ярко 
выраженным анксногснным действием и явл'чыся обратными агонис
тами бензодиазепиновых (БД) рецепторов.

Ранее высказывалось предположение о существовании участков 
связывания [3Н]0ССЕ, не блокируемых высокими концентрациями 
диазепама, причем в присутствии 50 мМ дитиотрентола (ДТТ) свя
зывание было ничтожно мало [1J.

Honore и соавт. [2], Braestrup и соавт. [3] наблюдали небензо- 
диазепиновое связывание pH] ДМСМ (метил б, 7 димстокси-4-этил 
В-карболин-З-карбоксилата) при обработке мембран мозга крысы 
0,1 мМ AgNO3. Методом радиационной инактивации было установле
но, что эти участки представляют собой белок с величиной М. 100 кД.

Специфическое связывание [ II] поргармапа с местами, не свя 
зывающпми бензодиазепины, было описано ранее [1].

Основываясь на приведенных выше данных, попытались выявить 
небензодиазепиновые места связывания [3Н][1ССЕ в присутствии 
20 мкМ AgNO3(CuSO4) и 10 мкМ диазепама.

Материалы и методы

Крыс декапитировали, ткань мозга быстро извлекали, гомогени
зировали в 10 объемах 50 мМ трис-НС1 буфера (pH 7,1) на гомоге
низаторе «Политроп» в течение 30 с.



Гомогенат центрифугировали в пробирках «эппендорф» на ско
рости 12000 g в течение 3 мин. Супернатант сливали, осадок ресус- 
пендировали в 10 объемах 50 мМ трис-HCI буфера и повторно цент
рифугировали. Процедуру повторяли 4 раза. Затем осадки замора
живали при —20'. Перед употреблением осадки размораживали, сус
пендировали и центрифугировали 1 раз в тех же условиях. Суспензия 
мембран, используемая в экспериментах, имела концентрацию 
15 мг/мл в пересчете на исходный вес ткани.

Из исходного препарата [3Н]рССЕ (У. А. 29 Кн/ммоль, «Amer- 
sham», Англия) готовили рабочий раствор метки в буфере, конечная 
концентрация которого находилась в пределах от 1 до 35 нМ.

Для определения величины специфического связывания [3Н]рССЕ 
с БД рецепторами пробы объемом 1 мл, каждую из которых ставили 
в трех параллелях, инкубировали с радиолигандом и тестируемыми 
соединениями в 50 мМ трис-HCI буфере pH 7,4 в течение 40 мин в 
ледяной бане и затем фильтровали под вакуумом через GF/В филь
тры (диаметр 2,4 см, «Whatman», Англия), после чего их промывали 
3 раза по 3 мл буфера в течение 10 с.

Фильтры помещали во флаконы со сцинтилляционной жидко
стью, и связанную радиоактивность просчитывали га жил.щетн. м 
сцинтилляционном счетчике.

Для определения величины иеспецпфического связывания [3Н] рССЕ 
пробы инкубировали в присутствии 10 мкМ диазепама; специ
фическое связывание определяли как разность между общим и не
специфическим связыванием и выражали в пмоль/г исходного веса 
ткани.

Для определения небензодиазепинового связывания [3Н]рССЕ 
нами был разработан следующий состав инкубационного буфера: 
N-2 гидрокснпиперазип-2-этансульфоповая кислота (1-1EPES) 20 мМ, 

,\(> ։до..().)—v() .мкД'Г диазепам—10 мкМ. аскорбиновая кп.л ia— 
0,1%. NaCI -200 мМ.

Неспецифическое связывание (3Н]рССЕ с небензодиазепиновы
ми местами связывания определяли в присутствии 10 мкМ рССЕ. 
Все процедуры, связанные с ипкубацн. и проб, были те же, что и 
в случае определения связывания [3Н]рССЕ с БД рецепторами.

Для оценки аффинности [3Н] рССЕ к иебензодиазепиновым мес
там связывания методом LOGIT-LOG преобразования определяли ве
личину 50%-пого ингибирования свя ывания JCso > К комплекса 
рецептор-лиганд и максимальную концентрацию мест связывания 
определяли из графика Скэтчарда.

Результаты и обсуждение
В первых сериях экспериментов обнаружено резкое возрастание 

как общего, так и неспецифического связывания [3Н]рССЕ в присут
ствии 20 мкМ AgNO3 в условиях, адаптированных к выявлению спе
цифического связывания [3Н]рССЕ с БД рецепторами. При этом ус
тановлено, что неспецифическое связывание [3Н] рССЕ в присутствии 
10 мкМ диазепама на 50% превышает неспецифическое связывание' 
в присутствии рССЕ, что позволило предположить наличие мест свя
зывания [3Н] рССЕ, не блокируемых высокими концентрациями диа
зепама. Следовательно, наличие в среде инкубации 10 мкМ диазепа
ма, полностью исключающего возможность связывания с БД рецеп
торами. позволяет наблюдать «псбеизодиазеинповое» связывание 
PHJPCCE, то есть связывание с местами, отличными от БД рецепто
ров.
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Была изучена зависимость небензодиазепинового связывания от 
присутствия в среде ионов различных металлов. к в кон
центрации 0,1 мМ не оказывали влияния на связывание (3Н]рССЕ. 
Ионы меди обладали стимулирующим действием, однако, в отличие 
от ионов серебра, эффект наблюдался только в присутствии 0,1%-ной 
аскорбиновой кислоты. При концентрации ионов серебра (меди) 
1 мкМ небензодиазепиновое связывание практически отсутствовало. 
Начиная с концентрации 20 мкМ, величина небензодиазепинового свя
зывания в присутствии ионов серебра достигает максимума и при даль
нейшем увеличении концентрации ионов не изменяется (рис. 1, а). 
Увеличение же концентрации ионов меди свыше 20 мкМ влечет за 
собой возрастание величины неспсцифического связывания и некото
рое уменьшение специфического связывания (рис. 1, б).

Рис. 1. Влияние иоиов серебра (а) и •ели 16) па иеСеаао:.։::: пиоаое на
зывание этилового эфира р-карболпн-З-кзлболовой кислоты в мозгу крысы. 
По оси абсцисс—концентрация I- [Ле+/Сн։+ (мкМ. / -спе:щф :чс?кое в.ыы- 

ванне. 2—неспецифнческое. связывание. Концентрация ралнолигапда
2 нМ («) к 1 нМ [б)

Влияние состава инкубационной среды на специфическое небен- 
зодиазепиповое связывание [3Н]рССЕ продемонстрировано на рис. 
2, а. б. Можно видеть, что наличие в среде инкубации 200 мМ К'ас! 
стимулировало Ай՜'. Си2 ) -зависимое связывание [:1Н]₽ССЕ.

Как видно из табл. 1, небензодиазепиновое связывание [3Н]рССЕ 
в присутствии 50 мМ ДТТ-агента, разрушающего дисульфидные свя
зи в белках, практически не наблюдается, что позволяет предполо
жить, что небеизодиазопиповые места связывания имеют белковую 
природу.

Изучена также зависимость нсбензодназепинового связывания 
[3Н] рССЕ от температуры и pH среды инкубации (рис. 3,^0, б). Мож
но видеть, что при повышении температуры от 0 до 37° специфике- 



ское связывание уменьшается почти в 5 раз. Оптимум связывания на- 
атг«ТпД вблизи значения РН 7,5, причем при снижении pH наблюда
ется резкое падение величины связывания.

Рис. 2. Влияние состава среды инкубации на величину специфического свя
зывания этилового эфира Ркарболин-Зкарболовой кислоты с небеизодназе- 
ниновыми местами связывания в мозгу крысы в присутствии конов меди (а) 
и серебра (б). По осн абсцисс: в присутствии компонента (•)•)■ •> отсут
ствие компонента (—). По оси ординат величина специфического связыва

ния. пмоль/г. Концентрация раднолнганда 3 пМ
Р..с. .4. Зависимость специфического связывания этилового эфира 0-карболнн- 
3-карболовой х: .՛: >ты с небензодпазеп: новыми местами связывания от тем
пературы и pH среды инкубации. Но о՝и абсцисс—температура (а) и вели
чина pH (б). По осн ординат—величина специфического связывания, нмоль/г.

Концентрация раднолнганда 6 иМ (и) и 3.6 нМ (б)

Влияние днтиотрситола (ДТТ) на небензодназепнновое 
связывание этилового эфира р-карболин-З карболовой кислоты (|.։Н]РССЕ)

Таблица 1

Активи ующнй 
ион

. не .ир.( *< ско ՛ Спялившие, ՛■ о ь г
% контрол I

I, он Г1 ОЛ . | ДТТ(50 м.У.)

Серебро 10.2+1.9 1.4+0.2 13

.Ме ;ь 22-+2.Э 1.9+0.3 8

Примечание. Здесь и в табл. 2 связывание определяли в присутствии 200 .мМ К'аС1. 
10 мкМ диазепама, 0.1%-ной аскорбиновой кислоты. Концентрация раднолнганда 
2.5 нМ.

Для оценки специфичности эффекта Ак+(Си2+) в отношении ли
ганда мы исследовали влияние этих ионов на связывание [3Н]флу
нитразепама <[3Н]Е^) и [3Н] 8 гидроксн-2-дипропнлоаминоптерн- 
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иа([3Н]ДРАТ) с серотониновыми рецепторами типа IA по методам, 
описанным ранее [5, 6]. Установлено, что ионы серебра (меди) в 
концентрации 20 мкМ не ока i.ir.aioi ш действия на связывание 
। 11|1'՝/ с i> (. рецептора :;:i и даж нмгк:>.|,кУ ингибируй,- ,т ыванис 
[3Н]ДРАТ с серотониновыми рецепторами типа IA.

Для оценки аффинности [3Н]рССЕ к небензодиазепиновым мес
там связывания в присутствии ) определяли величины 50%-
ного ингибирования связывания тремя различными производными 
Р-карболин-З-карболовой кислоты. Как видно из табл. 2, значения

Эффект производных р-карболнн-3-карболовой кислоты (рССЕ) на 
иебензодиазепнновое связывание этилового эфира 
р-карболпн-3-карболовой кислоты ([’HJpCCEJ*

Таблица 2

1С5П нМ
Лига кд в присутст-в«И 

Ag* (20 мкл.)
В Прису сгвни 

Си’- (20 мк.М)

FG-7142

?.ССЕ

98.0+6.2

22.0+2.2

46.0+5.3

31+4.1

?ССМ

Рис 4 График Скэтчарда для небензэдилзспннового связывания этилового 
эфира р-карболип-3-карболоной кислоты <• мембранами .мозга крысы. По оси 
абсцисс—специфическое связывание (ЭВ), нмоль;։ ткани. По оси ординат 
отношение специфического связывания (ЭВ), пмэль/г к концентрации свободно

го лиганда Е (нМ)
Рис. 5. Обратимость связывания этилового эфира р-карбо.тин-3-карболовой кис
лоты с исбеизодиазепиновымн местами связывания в мозгу крысы в присутст
вии 20 мкМ Си2’ (а) и 20 мкМ А;.' •֊ (б1. По оси абсцисс: /—общее связыва
ние. 2—неспецифическое связывание в присутствии 10 мкМ р-карболин-3-карбо- 
ловой кислоты, Я—инкубация пробы с этиловым эфиром р-карболнн-3-карболовой 
кислоты в течение 50 мин с добавлением р-карболпп-3-карболовои кислоты и 

фильтрованием через 5 мин
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50%-ного ингибирования 1Сдо для рССЕ в присутствии ионов сереб
ра и меди различаются незначительно, что дает основание предпола
гать, что эти ионы инициируют связывание [3Н]рССЕ с одними и 
теми же местами связывания. Значения К и максимальная концен
трация мест связывания для небензодиазспинового связывания, опре
деленные из графика Скэтчарда (рис. 4), оказались следующие: 
К,| = 105±10 нМ, Вт։а=607±14 пмоль/г ткани. Определенные в па
раллельных экспериментах аналогичные параметры для связывания 
[3Н]рССЕ с БД рецепторами составляют соответственно 3,3±0,4 нМ 
и 81±9 пмоль/г ткани. Таким образом, аффинность небензодиазепи
новых мест связывания к [3Н] рССЕ на порядок ниже, чем у БД ре
цепторов, а их концентрация в мозгу на порядок превышает концен
трацию БД рецепторов.

Небензодпазепиновое связывание характеризуется быстрой насы
щаемостью (равновесие в системе наступает за время порядка мину
ты) и обратимостью—.при добавлении в пробы с радиолигандом 10 мкМ 
немеченого рССЕ специфическое связывание резко падает (рис. 5).

Большой интерес представляет вопрос о характере распределе
ния небензодиазепиновых мест связывания в различных тканях. Сог
ласно полученным данным, специфическое небензодиазепнновое свя
зывание [3Н]рССЕ в концентрации 3 нМ в мозжечке составляло 
4,1 ±0,7 пмоль/г, в то время как в коре головного мозга—соответст
венно 8,9± 1,2 пмоль/г. Специфическое связывание [3Н]рССЕ в пече
ни и почках оказалось гораздо ниже, чем в коре головного мозга и 
составляло соответственно 2,1 ±0,4 и 1,3±0,1 пмоль/г, что позволя
ет говорить об относительной мозгоспецифичности эффекта.

На основании полученных результатов можно полагать, что ак
тивация ионами серебра (меди) связывания [3Н]рССЕ с небензодиа- 
зспиновыми местами связывания может иметь несколько возможных 
механизмов: во-первьГх, может происходить окислительно-восстано
вительный процесс с участием ионов серебра (меди) и лиганда, ли
бо белка, связывающего РИ] РССЕ. Во-вторых, возможно обра■•/ ва
нне комплекса ионов серебра (меди) с белком или же с самим лиган
дом. Вследствие обоих процессов происходит резкое возрастание аф
финности [3Н]рССЕ к небензодиазеппновым местам связывания. 
Приведенные данные о тканевой специфичности эффекта позволяют 
предположить, что модификации подвергается именно белок, а не ли
ганд. Вместе с тем, не исключено образование окисленной формы 
рССЕ, представляющей собой фактически иной лиганд, взаимодейст
вующий со своими специфическими местами связывания.

Таким образом, совокупность полученных данных позволяет за
ключить, что небензодиазепиновое связывание соответствует ряду 
критериев рецепторного связывания: оно относительно специфично 
для мозга, является обратимым, насыщаемым, число мест связыва
ния ограничено. При этом остается открытым вопрос об эндогенном 
лиганде этих мест связывания; возможно, что ими являются эндоген
ные р-карболины [7, 8]. Не исключено, что [3Н]РССЕ связывающий 
белок играет определенную роль в реализации фармакологических 
эффектов рССЕ.
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PROPERTIES OF SPECIFIC BINDING SITES FOR 
0-CARBO1.INE-3-CARBOXY1.IC ACID ETHYL ESTER DIFFERENT 

FROM THE DIAZEPINE RECEPTORS IN RAT BRAIN
♦MEL1XETIAN M. B„ KORNEYEV A. YA., 8EREDEN1N S. B.

*1.. A. Orbell Institute of Physiology. Academy of Sciences oi the Armenia, 
Yerevan

Institute of Pharmacology. USSR Academy of Medical Sciences, Moscow

Using the radioreceptor technique we have determined specific bin
ding of [3H]ethyl ester of p-carboline-3-carboxylic acid ([’HJCCE) in 
the presence of 20 gM AgNO3 (CuSO4) and 10 pM diazeyam in rat brain 
Non-benzodiazepine binding of [3H]CCE increase in the presence of as
corbic acid and chloride ions in the incubation medium at pH 7.4 and 0°. 
The binding is reversible, saturable and is relatively specific for the brain. 
Concentration of non-benzodiazepine binding sites in the brain is 
B„,„ = 607±14 pmol/g tissue and dissociation constant K,։ = 105±10M, 
whereas parameters of [3H] CCE binding with benzodiazepine receptors 
have the corresponding values equal to 81 ±9 pmol/g and 3.2±0.4 nM.
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УДК 612.815.1:616—092./.9+615—092:615.711.1

РЕЦЕПТОРНЫЕ СИСТЕМЫ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС 
РАЗЛИЧНОЙ ТИПОЛОГИЧЕСКОЙ ПРИНАДЛЕЖНОСТИ 

ПРИ СТРЕССЕ, ДОБРОВОЛЬНОМ ПОТРЕБЛЕНИИ ЭТАНОЛА 
И СУБХРОНИЧЕСКОМ ПРИМЕНЕНИИ МЕБИКАРА И БЕФОЛА

КИРИАКОВ Г. В., РОЖАНЕЦ В. В., РУСАКОВ Д. 1О„
КОЛОДКИНА И. Г.. КАМПОВ-ПОЛЕВОЙ А. Б.. МАПСКИП А. И., 

ЛЕЖАВА Г. Г.

НИИ фармакологии АМН СССР, Москва

Изучено влияние хронического психогенного стресса на добровольное потреб
ление этанола, а также на характеристики бензодиазепиновых рецепторов (БДР), 
Р-адренорецепторов (р-АР) и активность адеиилатниклазы (АН) головного мозга 
крыс, высокоактивных (ВА) н ннзкоактивных (ИА) в тесте неизбегаемого плава
ния. Разделение крыс в этом тесте позволяет выявить группу (ВА животные), в 
которой хронический психогенный стресс приводит к увеличению потребления ал
коголя. При этом только у этих крыс алкоголь предотвращает увеличение отно
сительного веса надпочечников, вызываемое стрессом. У обоих типов животных 
стрессирование сопровождается десенситизацией изучаемых рецепторов и АЦ. По-, 
требление этанола предотвращает развитие субчувствнтельности р-АР. но не умень
шение активности изопротеренолчувствнтельной АЦ у ВА животных, в то время 
как у НА крыс эффект алкоголя наблюдается в отношении лишь базальной актив
ности АЦ. Можно предположить, что характер влияния стресса на потребление 
этанола у ВА животных определяется чувствительностью их адренергической сис
темы к воздействию алкоголя.

Субхроннческое введение мебикара приводит к уменьшению потребления эта-, 
иола в группе лишь ВР крыс, а бефола—только в группе НА животных. Анализ, 
изменений концентраций р-АР после применения данных препаратов подтверждает 
роль адренергической системы в механизмах алкогольной мотивации ВА, но не НА 
крые.

Участие БДР и р-АР рецепторов в формировании реакции на/ 
стресс доказано многочисленными исследованиями [1—5]. Известно 
кроме того, что на фоне стресса возможно также и увеличение доб
ровольного потребления крысами раствора этанола, связанное, как 
считают, с его транквилизирующими свойствами [6], которые, в 
свою очередь, опосредуются ГАМК-бензодиазепиновым рецепторным 
комплексом [7]. Показано, что такое влияние стресс оказывает не 
на всех животных гетерогенной популяции [8]. Возникают следую
щие вопросы: какими типологическими особенностями эксперимен
тальных животных может определяться способность стресса индуци
ровать у них алкогольную мотивацию, и не связаны ли различные 
эффекты стресса на добровольное потребление этанола с неоднознач- 
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пыми реакциями на алкоголь и стресс БДР, .р-АР и соответствующей 
АЦ у этих типов животных.

Целью настоящей работы явилось изучение действия хроническо
го психогенного стресса на потребление этанола у животных с раз
личными типами поведенческого реагирования с последующим ис
следованием характеристик БДР, р-АР и изопротереползависимой 
аденилатциклазы головного мозга этих же животных. Все указанные 
показатели исследовали также при субхропйческом применении транк
вилизатора мебикара и атипичного антидепрессанта бефола (препа
ратов. используемых в клинике алкоголизма) у животных с алко
гольной мотивацией, сформированной на фоне стресса.

Материалы и методы

Опыты проводили на беспородных крысах-самцах массой 200— 
250 г.

Поведенческое типирование животных проводили в условиях не- 
избегаемого плавания по методике, предложенной нами ранее [9]. 
Для эксперимента отбирали ВА животных, у которых время иммоби
лизации в тестовых условиях составило менее 120 с за 600 с наблю
дения и НА крыс, у которых общее время иммобилизации превыша
ло 300 с.

Отбор НА и ВА крыс проводили по результатам двойного тес
тирования с интервалом в 24 ч. Затем животных обоих типов под
вергали хроническому психогенному стрессу, стохастически подкреп
ляя ударами тока световые сигналы [10]. Крыс содержали в инди
видуальных клетках при избытке пищи и свободном доступе к воде 
и 15%-ному раствору этанола. Потребляющими этанол считали жи
вотных, в поилках которых уменьшение раствора спирта было боль
ше 2 мл в сутки (самопроизвольная потеря жидкости в поилке в на
ших условиях составляла до 2 мл в сутки). Стрессирование прекра
щали на 15-й день, и с 16-го дня 2 разя в день в течение 10 суток 
потребляющим этанол животным обоих типов вводили внутрибрю
шинно физиологический раствор (I мл), мебикар (100 мг/кг) или 
бефол (I мг/кг). Крыс контрольной группы декапитировали через 
24 ч после последнего тестирования: группы нс потребляющих и по
требляющих этанол крыс—через 24 ч после последнего стресс-воз- 
Действия; животных, получавших физиологический раствор, мебикар 
и бефол—через 24 ч после последнего введения препаратов. Выра
женность стрссс-реакпип оценивали по относительной массе надпо
чечников (мг/кг массы животного). Во всех группах обоих типов жи
вотных изучали состояние БДР. [1-АР и сопряженной с ними АЦ чи
стой фракции синаптических мембран головного мозга.

Чистую фракцию синаптических мембран выделяли центрифуги
рованием в градиенте сахарозы [И], объединяя попарно мозги крыс 
одной группы (каждая группа состояла из 8 крыс). В каждом полу
ченном мембранном препарате изучали специфическое связывание 
[3Н1диазепама [12]. РН]дигидроалпрснолола [13]. а также опре
деляли скорость образования а-[32Р] сАМР из а-[32Р] АТР [14]. Па
раметры рецепторного связывания—величину К комплекса рецеп
тор-лиганд и концентрацию рецепторов (В 1 определяли в коор- 
лияатах Скэтчарда для каждого мембранного препарата, а затем ус
редняли по группам. Изопротеренолчувствительную активность АН 
подсчитывали как разность скорости накопления а-[32Р] сА.'ЛР в
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присутствии 10՜° М изопротеренола 
активность) для каждого препарата 
редняли по группам. Достоверность 
ванием {-критерия Стьюдента.

и в его отсутствие (базальная 
в отдельности,"а затем также ус- 
различий оценивали с использо-

Результаты и обсуждение

Результаты проведенной работы показали, что 15-дневный стресс 
вызывал увеличение доли потребляющих этанол ВА крыс (45% без 
стресса и 58% на фоне стресса, р—-0,05. точный метод Фишера) и 
практически не менял этого показателя у НА животных (79% без 
стресса и 73% на фоне стресса). Стресс-реакция была выражена 
(р^0,05) у не потребляющих этанол животных обоих типов (отно
сительная масса надпочечников в мг/кг: контроль—84+4 у ВА и 
78±9 у НА животных; крысы, не потребляющие этанол—100+9 у 
ВА и 107+3 у НА животных). Для потребляющих алкоголь живот
ных стресс-реакция была выражена лишь у НА крыс (относительная 
масса надпочечников у ВА животных 90+4 мг/кг, а у НА—127+10 
мг/кг, р=֊70,05). Эффект препаратов на потребление этанола стресси
рованными крысами зависел от их типологической принадлежности: 
мебикар активен у ВА, а бефол—у НА животных (табл. 1).

Влияние введения психотропных препаратов на количество 
потребляющих этанол животных разной типологической принадлежности

Таблица /

Высокоакт ггныс Ннзкоакт вные

Физиологический раствор 0,94+0.06 0.87+0 Д.9

Мебикар 0.59+0.101-3. • 0. ’8+0.08

Бе! ол 0.94+0.06 О.52±0.Ю։.։.'

Примечание. Приведены значения М±т доли потребляющих этанол животных 
после 10-диевиого введения (2 раза в день) физиологического раствора (I мл), ме- 
бикара (100 мг/кг) или бефола (I мг/кг) крысам, потреблявшим алкоголь на фойе 
стресса. I, 2, 3—достоверные отличия соответственно от групп: физиологический 
раствор, мебикар и бефол животных одного типа, ‘—отличия от соответствующей 
группы иного типа животных. Здесь и в табл. 2—4—р^0,05 по (-критерию Стью
дента.

В исходном состоянии у ВА и НА крыс не выявлено различий 
в количестве БДР, в то время как аффинность рецепторов к диазе
паму у ВА животных была существенно выше (табл. 2). Хронический, 
психогенный стресс приводил к уменьшению плотности рецепторов 
у не потребляющих этанол животных обоих типов, нивелируя исход-, 
ные отличия в их аффинности. В противоположность этому, у потреб
ляющих при стрессе алкоголь животных обоих типов не обнаружено 
уменьшения концентрации БДР. а их аффинность у ВА крыс ока
залась уменьшенной. Введение физиологического раствора не влия-, 
ло на параметры связывания [3Н]диазепама с синаптическими мемб
ранами потребляющих этанол животных. Мебикар вызывал умень
шение К,։ БДР у обоих типов крыс, в то время как влияние на эти 
рецепторы бефола обнаружено лишь для НА животных.
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Как видно из табл. 3, сродство к днгидроалпренололу 0-АР у 
интактных ВЛ крыс было больше, чем у НА животных при одинаков 
вой плотности у них этих рецепторов. Во всех группах стрессирован
ных животных, за исключением потребляющих этанол ВЛ крыс, наб
людалась редукция количества £-АР, которая у НА животных сон 
ровождалась увеличением их сродства к днгидроалпренололу. 10-

Таблиц'а 2
Влияние стресса, потребления этанола и вселения психотропных препаратов 

на характеристики бензодиазепиновых рецепторов мозга крыс 
разной типологической принадлежности

Высокоактивные Низкоактивные

К։!(нМ)
ЛЬ.чол ь \

Bmexl х ]
\ хп белка/

Kd("M)
/ср МОЛЬ \

В(пзх( -умг белка /

Контроль
Не потребляющие

0.59+0.10 1291 + 126 1.18+0.09* 1544+165

этанол 
Потребляющие

0,52+0.05 869+16» 0,41+0,01’ 875+143’

этанол
Физиологичен кин

1.69+0.14’» 1407+58» 1,21+0,09».* 1591±165»

раствор 1 .45+0,15’» 1432+60’ 1.34+0.13» 1684+96»
•Мебакар 1.19+1,12'.։.3 1401+688’ 0,84+0.10։.։+՛ 1791+163’
Бефол 1,94+0,32՛.։. 1669+242» 0,82+0.12՛ Д-з.։* 1338+56։.4.s

Примечание. Здесь и в табл. 3: 1—5—достоверные отличия соответственно от 
групп: контроль, не потребляющие этанол, потребляющие этанол, физиологический 
раствор, мебнкар животных одного типа; •—достоверные отличия от показателей 
соответствующей группы иного типа.

Таблица 3
Влияние стресса, потребления этанола и введения психотропных препаратов 

на характеристики Р адренергнческих рецепторов мозга крыс 
разной типологической принадлежности

Высокоактивные Низкоаюипные

Ка(нМ)
/фмоль \

В.аах^мг белка/ Ка(н.М) В max
/фмоль \ 
мг белка

Контроль
Не потребляющие 

этанол
По ребляющие 

этанол
Физиологический 

раствор
Мебнкар
Бе<» о л

0,53+0,06

0.42+0.03

0.66+0,06»

0.56+0.09
0.98+0. II1-2՛1
О.ЗЗ+О.ОЗ'.з՛5

220+27

113+6’

234+19’

181 + 17» 
342+391.2.3.' 
166+33»

0.87+0.12*

0.24+0.02'-*

0.34+0.061.»

0.41+0.081
0,42+0.14' *
0.43+0.10'

271+22

97+18'

130:1.22' *

146+16'
241 +47АЗ.Ч 
176+14՛։

дневное введение физиологического раствора не меняло состояния 
р-ЛР как у ВЛ. так и у НА крыс. Лечение мебикаром. но не бефолом. 
вызывало увеличение концентрации этих рецепторов у обоих типов 
животных'. Препараты оказывали противоположное влияние и на аф
финность рецепторов ВА крыс.
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Данные по изучению базальной и изопротеренолчувствительной 
активности ЛИ не показали исходных отличий этого фермента у крыс 
разной типологической принадлежности (табл. -1). У крыс обоих ти
пов, подвергнутых хроническому стрсссированию, но не потребля
ющих при стрессе алкоголь, снижалась базальная активность АЦ. 
У ВА животных, потребляющих при стрессе этанол, падала и актив» 
ность изопротеренолстимулируемой АЦ. У НА крыс как базальная.

Влияние стресса, потребления этанола и введения психотропных препаратов 
на активность изопротеренолчувствительной аденилатциклазы мозга крыс

разной типологической принадлежности

Таблица 4

Высокоактивные Низко* ктивиые
Базальная 
активность

Изопротеренол* 
чупегвительн’я 

активность
Базальная 
активное։ь

Изопро ерено - 
чувствительная 

активное »•

Контроль
Нг потребляющие

109121 14+3 82+30 15+5

этгнол
Потребляющие

60+8՝ 21+6 35+7» 11+2

этанол
ФИЗИОЛОГИ 41 ский

61+6' 7+1 95+ 23’ 13+4

раствор 129+1'Д.з 6+1 ‘-2 27+3'3 27+42.3.»
Мебикар 1О։±29’Л> 36+123.4 149+123Д4 28+5'4.3
Бефсл 28+3'-.з.5 21+2'.3.4 82+2Н.5.» 20+7

Примечание. Данные приведены в нмоль сАМР/мг белка/мин; 1—5—досто
верные ши есогщ :н ни;,, от групп: к.игр н>, не потребляющие >;зиол. потреб
ляющие этанол, физиологический раствор, мебикар животных одного типа; •—отли
чия от соответствующей группы иного типа животных.

так и нзопротеренолзависимая активность АЦ при потреблении 
алкоголя на фойе стресса не отличалась от контрольной. Через 
10 дней в группах крыс, получавших физиологический раствор, наб
людалось значительное уменьшение базальной активности АЦ, соп« 
ровождающееся у НА крыс увеличением чувствительности к изопро
теренолу. Мебикар восстанавливал базальную активность у обоих ти
пов животных, а у ВА крыс нормализовал и стимуляцию АЦ изопро
теренолом. Бефол, в свою очередь, увеличивал активность лишь со
пряженной с р-АР АЦ у ВА животных, не восстанавливая у них ба
зальной активности. В противоположность этому у НА крыс лечение 
этим препаратом коррегнровало как базальный, так и чувствительч 
ный к изопротеренолу уровень активности АЦ.

Ранее рядом исследователей [15, 16] также отмечались схожие 
изменения базальной активности АЦ при стрессе и введении различ
ных психотропных препаратов. На наш взгляд, одной из причин наб
людаемых отличий базальной активности АЦ в разных группах мо
жет являться различное содержание в соответствующих мембранных 
препаратах эндогенных стимуляторов этого фермента (норадренали
на, дофамина и др.). Присутствием разных концентраций норадре-. 
лалина в используемых мембранных препаратах могут объясняться 
и полученные отличия кажущейся аффинности р-АР к антагонисту 
(дигидроалпренололу). которые могут возникать и за счет измене
ний текучести мембран в разных группах. Микровязкостыо мембран 
может модулироваться и сопряжение АЦ с р-АР [17]. Изменения 
изопротеренолчувствительной активности АЦ, как видно из наших 
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данных (табл. 3, 4), не всегда сопровождаются соответствующими 
изменениями плотности 0-АР. Это свидетельствует о разном сопряже
нии рецептора с изученной эффекторной системой в разных группах.

Результаты проведенного исследования показали, что у не пот
ребляющих этанол при стрессе животных обоих типов развивается 
десенситизация изученных рецепторов и АЦ (табл. 2—4). Различные 
виды стресса, как известно, могут приводить к уменьшению концен
трации БДР [1—3]. Неоднократно описана и субчувствительиость 
0-АР и сопряженной с ними АЦ головного мозга в ответ на усиле» 
нне секреции катехоламинов при стрессовых воздействиях [4, 5]. 
Сообщалось также о десенситнзацин БДР, 0-АР и АЦ у ВА и НА 
животных, не находившихся в контакте с алкоголем и подвергнутых 
такому же психогенному стрессу, как и в настоящей работе [10]. 
Принимая все это во внимание, можно сделать вывод, что отличия, 
выявленные в нейрохимических характеристиках головного мозга 
животных, потребляющих и нс потребляющих этанол при стрессе, 
отражают не те индивидуальные особенности, которые предопреде
ляют отношение к алкоголю, а само влияние эта ; лз на эти парамет
ры.

Таким образом, полученные данные позволяют сделать заклю
чение о выраженности антистрессового действия алкоголя у ВА жи
вотных, так как потребление ими этанола в период стресса предот
вращало и увеличение массы надпочечников, и уменьшение количе
ства БДР и 0-АР. По-видимому, именно этим можно объяснить уве
личение доли ВА крыс, потребляющих этанол при хроническом стрес- 
сировании. Возможно, что чувствительность к антистрессовым эффек
там алкоголя ВА животных связана с выявленной исходно большей 
аффинностью БДР их головного мозга при одинаковой плотности 
этих рецепторов у обоих типов крыс (ранее мы показали, что анк
сиолитические эффекты малых доз этанола реализуются с участием 
ГАМК-бензодиазспннового рецепторного комплекса [7]). Большую 
чувствительность бензодиазепиновой системы к этанолу у ВА живот
ных отражает также и уменьшение кажущейся аффинности их БДР 
при потреблении алкоголя. Этот эффект может являться проявлени
ем увеличенной продукции эндогенных лигандов БДР под влиянием 
этанола у ВА крыс. Можно предположить, что с исходной гипочувст- 
вительностью БДР у НА животных связана и практическая неэффек
тивность у них мебикара, действие которого также опосредуется 
ГАМК-бензодиазепиновым рецепторным комплексом [18]. В основе, 
различной эффективности препаратов может лежать и неодинако
вое влияние их на изученные нейрохимические системы. Так, меби- 
кар, но не бефол, частично нормализовал аффинность БДР у ВА жи
вотных. то есть животных, у которых^ именно он подавлял потребле
ние этанола. В то же время, активный у НА животных препарат бе
фол уменьшал у них, но не у ВА крыс, концентрацию БДР. Разно
направленное влияние бефол и мебикар оказывали также на коли
чество 0-АР и их сродство к днгидроалпренололу у ВА крыс. Способ
ность препаратов коррсгировать базальную активность АЦ полно
стью совпадает с их воздействием на потребление этанола разными 
типами животных.

Следует особо подчеркнуть, что потребление этанола предотвра
щает развитие субчувствительности 0-АР, но не уменьшение актив
ности изопротеренол чувствительной АЦ у ВА животных, в то время 
как у НА крыс эффект алкоголя наблюдается в отношении лишь 
базальной активности АЦ. Можно предположить, что характер влия
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ния стресса на потребление этанола у ВА животных связан с тем, 
что в отличие от НА крыс, их адренергическая система чувствитель
на к действию алкоголя. В свою очередь, субхроническое введение 
мебикара та։$жс лишь у ВА животных приводит к достоверному уве
личению концентрации 0-ЛР выше контрольного уровня. Обращает 
на себя внимание тот факт, что и этанол, и мсбикар. подавляющий 
его потребление у животных этого типа, действуют в этом отношении 
однонаправленно.

Таким образом, анализ действия стресса, этанола и использован
ных препаратов па концентрацию р-АР позволяет предположить, что 
алкогольная мотивация у ВА животных связана с чувствительностью 
адренергической системы головного мозга к этанолу и эффективно
му в данных условиях мебикару. В случае НА животных прямой 
связи между алкогольной мотивацией и состоянием адренергической 
системы не наблюдается.

BRAIN RECEPTOR SYSTEMS IN RATS WITH DIFFERENT 
TYPOLOGICAL TAXONOMY DURING STRESS: 

VOLUNTARY ETHYL ALCOHOL CONSUMPTION AND 
SUBCHRONIC TREATMENT WITH BEFOL AND MEBICAR

KIRIAKOV 0. V. ROZHANETS V. V, RUSAKUV D. YU., KOLODKINA N. G., 
KAMPOV-POLEVOI A. B„ MAISKY A. I.. LEZHAVA G G.

Institute of Pharmacology, USSR Academy of Medical Sciences, Moscow

The effect of the psychogenic stress on the voluntary ethanol con
sumption, brain benzodiazepine receptors (BDR), beta-adrenoreceptors 
(P֊AR) and the activity of coupled adenylate cyclase (AC) were studied 
in rats, with high activity (HA) and low activity (LA) in the forced swim
ming test. The division of rats iti this test made it possible to identify a 
group of animals in wihch the chronic psychogenic stress led to increased 
alcohol consumption. Ethyl alcohol intake prevented (he stress-induced 
increase in the relative weight of adrenal plands only in HA rats. Stresss 
resulted in desensitization of the studied receptors and AC in both types 
of animals. Ethanol intake prevented the development of subsensitivity 
of p-AR. but did not affect the decreased activity of the isoproterenol- 
sensitive AC in the HA animals, while in the LA rats the alcohol consump
tion affected only basal AC activity. We propose that the effect of the 
stress on ethanol consumption in the HA animals is determined by the 
sensitivity of their adrenergic system to the influence of alcohol intake.

Subchronic administration of Mebicar decreased ethanol consump
tion only in the HA group of rats and of Befol—only in the LA group. 
Analysis of changes in concentrations of 0-AR after the administration of 
these drugs confirms the role of the adrenergic system in the mechanisms 
of alcohol motivation in HA and not in LA rats.
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Н^ЙРОХИГЧИЛ
т. 9, № 2, 1990

УДК 616.85—02:616.831 —008.9—085.214—092.9

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКАЯ КОРРЕКЦИЯ НЕЙРОХИМИЧЕСКИХ 
ИЗМЕНЕНИИ В СТРУКТУРАХ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС

ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ НЕВРОЗЕ
НЕРУШ П. А.

Днепропетровский государственный медицинский институт

Изучено влияние диазепама (0.5 мг/кг. внутрибрюшинно) на содержание ме
диаторных аминокислот (аспартата. ГАМК, глицина, глутамата и таурина) и сво
бодных жирных кислот (миристиновой, пеитадекановой, пальмитиновой, стеариновой, 
олеиновой, линолевой и арахидоновой) в значительно различающихся филогенети
чески отделах гиппокампо-ретикуло-неокортикальной системы мозга я полосатом те
ле при невротическом состоянии у крыс. Установлено, что экспериментальный нев
роз у животных вызывал повышение уровня глутамата в гиппокампе и полосатом 
теле, а также ГАМК в коре головного мозга, гиппокампе и полосатом теле. Это 
сопровождалось увеличением количества ненасыщенных жирных кислот (арахидо
новой и линолевой) в коре головного мозга. Уровень линолевой кислоты увеличи
вался также и в подкорковых образованиях головного мозга.

Диазепам снижал содержание ГАМК в ряде структур мозга, отмечалось сни
жение глутамата, что коррелировало и с показателями жирнокнслотного состава.

Согласно гипотезе, в патогенезе неврозов важная роль отводит
ся церебральной гипоксии [1].

Нарушение мозгового кровообращения по современным представ
лениям сопровождается избыточным накоплением нейромедиаторных 
возбуждающих аминокислот—глутамата и аспартата [2] и развити
ем гиперфункции медиаторной системы возбуждающих аминокислот. 
В настоящее время существенно возрос интерес к роли возбуждаю
щих аминокислот в патогенезе неврологических и психических забо
леваний [2—7].

Исследованиями " показано, что образование перекисей
и свободных гидроксильных радикалов сопровождалось высвобожде
нием возбуждающих аминокислот из срезов гиппокампа, проинкуби
рованных с [3Н] Д-аспартатом, что вызывало гибель нейронов при 
аноксии и ишемии [8].

Установлено также, что активация Ц-метил-Ц-аспартатчувстви- 
тельных глутаматных рецепторов стимулирует выделение арахидоно
вой кислоты в первичной культуре гранулярных клето -■•՛, жечка [9]. 
Причем глутамат и аспартат были более эффективны по сравнению с 
Ц-метил-Ц-аспартатом, каинатом и квисквалатом.

Поэтому представляло интерес изучить изменение количества 
нейромедиаторных аминокислот и свободных жирных кислот в раз
личных структурах головного мозга в условиях невротического сос
тояния крыс на фоне фармакологической коррекции.
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Материалы и методы

Опыты проведены на 62 крысах-самках линии массод
170—190 г. Для формирования невротического состояния применя
ли модель нейрогенного стресса «конфликт афферентных возбуж
дений», основанную на возникновении у животного состояния неоп
ределенности, тревоги и страха при вероятностном подкреплении зву
ковых и световых стимулов неизбегаемым электрическим раздраже
нием пороговой величины [10]. С этой целью применяли сконструи
рованную нами электродную клетку с программирующим устройством.

Содержание нейромедиаторных аминокислот (аспартата, ГЛМК, 
глицина, глутамата, таурина) в коре головного мозга, гиппокампе, 
полосатом теле и среднем мозгу определяли с помощью автоматиче
ского анализатора Т-339 по методике, описанной нами ранее [11].

Количественное определение свободных жирных кислот в этих же 
образованиях измеряли газохроматографическим методом с помо
щью хроматографа ' Schlmadzu» (Япония) по методу Burchfield. Storre 
I ։ -1

Действие диазепама (0,5 мг/кг, внутрибрюшинно) изучали на фо
не сформированного невроза через 40 мин после введения препара
та. Результаты исследований։ обработаны статистически [12].

Результаты и обсуждение

Было установлено, что состояние невроза характеризовалось раз
витием дисбаланса медиаторных аминокислот в изучаемых нами моз
говых образованиях (табл. 1). Это проявлялось повышением концен
трации ГАМК в коре головного мозга, гиппокампе и полосатом теле 
соответственно на 56, 29 и 27% (р<0,01, 0,05 и 0,001).

Влияние диазепама (0,5 мг/кг) на содержание нейромедиаторных 
аминокислот в структурах ЦНС при неврозе (моль/100 г-10 )

Таблица 1
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кислота

М 5.53 2.55** 1.06* 3.54 9.27 4 80 1.5 ** 1.05 3.19 8,95
КГМ III 0.23 0.33 0.04 0.10 0.60 0-29 0.՛ 9 0.12 0.15 0.30

96 -10 +56 20 +7 - 5 - i3 -39 -1 - 10 — 4

М 5.41 2.78* 1,42 2.75 10.66* 4.83 1.73** 1.02* 2.68 7,+2**
R 0.32 0.0+ 0,13 0.66 0.J9 0.13 0-0.3 0.14 0.4

% ֊ 1 ֊29 + 17 + 2 • 28 11 -38 -23 —3 -27

М 6.21 2 .22** 0.77 1.86 9.36* 5.54 2.09 0.87 2,45** С ,69**
ПТ ш 0.34 0.10 0,04 0.08 0.40 0.34 0.27 0 0+ 0-14 0.41։

я> +|2 +■27 11 +•» +25 11 —6 + 14 +32 —29

М 1.78** 1 .92 3,2։ 2,54 6.36 2.06 1,79 3.43 2.86 5.97
СМ m 0.07 0,17 0.20 0,09 0,18 0.11 0,18 Uri 5 0.16 0,15

% ֊25 -+- з -13 — 8 -0,5 +16 —7 -9 + 13 —6

Примечание. Процент изменений приведен по отношению к контролю, для нев
роза—по отношению к интактной группе, для и'прозадиазепам—по отношению к 
неврозу. Здесь и в табл. 2, 3 *р<0,05, ♦*р<0,01, ***р<0,001. КГМ—кора голов

ного мозга, Г—гиппокамп, ПТ—полосатое тело, СМ—средний мозг.
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Таблица 2 
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В подкорковых структурах головного мозга—гиппокампе и поло
сатом теле—установлено повышение количества глутаминовой кис
лоты на 28 и 25% (р<0,05). Содержание глицина в коре головного 
мозга снижалось на 20% (р<0,05). В среднем мозгу отмечалось сни
жение таурина на 25% (р<0,01).

Изменение количественных показателей тормозных и возбуждаю
щих нейромедиаторных аминокислот при неврозе сопровождалось на
рушением и жнрнокислотного спектра липидов в этих же структурах 
(табл. 2). Наблюдения этой серии показали, что состояние невроза 
сопровождалось разнонаправленным изменением жирных кислот в 
различных образованиях головного мозга. Причем в коре головного 
мозга отмечали резкое нарастание количества арахидоновой (+120%, 
р<0,01) и линолевой (+100%, р<0,05) кислот.

В подкорковых образованиях конечного мозга (гиппокампе, по
лосатом теле, а также в среднем мозгу) содержание арахидоновой 
кислоты снижалось от 28 до 56 в зависимости от структуры. Изме
нения линолевой кислоты в структурах мозга были однонаправлен
ными и характеризовались ее повышением, причем в большей степе
ни в коре головного мозга ( + 100%, р<0,05) и гиппокампе (+162%, 
р<0,01). Менее выраженными, но статистически значимыми они бы
ли в полосатом теле (+50%, р<0,05) и среднем мозге (+64%, 
Р<0,05).

В среднем мозгу, в отличие от других отделов, наиболее значите
льным было снижение миристиновой, пентадекансвсй и стеариновой 
кислот.

Применение диазепама (табл. .1) вызывало снижение ГАМК в 
коре головного мозга на 39 и в гиппокампе на 38% (р<0,01). Как 
видно из табл. 1, под влиянием диазепама снижалось и содержание 
глицина в гиппокампе на 23% (р<0,05).

Не менее важным представляется снижение количества глутами
новой кислоты в гиппокампе на 27% (р<0,01), полосатом теле на 
^9% (р<0,001), а также повышение аспартата в полосатом теле.

Результаты, характеризующие действие диазепама на содержа
ние свободных жирных кислот в головном мозгу при неврозе (табл. 
3), свидетельствуют о том, что препарат в той или иной степени из-

Таблица 3
Влияние диазепама (0,5 мг/кг) на содержание свободных жирных кислот 

в различных отделах головного мозга при неврозе (цМ/г ткани)
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187



Менял их содержание. Установлено, что диазепамов этих условиях вы
зывал существенные изменения в содержании свободных жирных кис
лот. При этом в коре головного мозга по сравнению с чистым невро
зом снижалось содержание арахидоновой кислоты при одновремен
ном ее повышении в среднем мозгу. Известно, что арахидоновая кис
лота принимает активное участие в метаболических процессах в го
ловном мозгу, является субстратом в биосинтезе простагландинов. 
Арахидоновая кислота входит в состав большинства фосфолипидов 
мозга, преимущественно диацилглицеролфосфоинозитидов [4].

В коре головного мозга имело место также снижение олеиновой 
и линолевой кислот. Сравнительный анализ жирнокислотного соста
ва в изучаемых мозговых образованиях показал, что диазепам на 
фоне невроза в гиппокампе вызывал противоположные изменения со 
стороны олеиновой и линолевой кислот, и практически не изменялось 
содержание арахидоновой кислоты по сравнению с группой чистого 
невроза. В полосатом теле, в отличие от других структур, диазепам 
приближал жирнокислотный спектр липидной фракции к показате
лям интактных животных. В среднем мозгу, кроме арахидоновой кис
лоты, выраженные изменения отмечались и со стороны пеитадекано- 
вой.

Устойчивая патология высшей нервной деятельности у крыс вы
зывала нарушения системы медиаторных аминокислот и жирнокис
лотного состава гиппокампо-ретикуло-неокортикальной системы моз
га и полосатого тела. Развитие экспериментального невроза вызыва
ет снижение скорости локального мозгового кровотока [1] и таким 
образом способствует гипоксии отдельных участков мозга и, в пер
вую очередь, коры головного мозга, которая более чувствительна к 
ишемии. В связи с этим нарушение высшей нервной деятельности при 
неврозе, как нами установлено, сопровождается количественными раз
личиями в метаболизме филогенетически значительно различающих; 
ся отделов мозга.

Выявлено, что невротическое состояние у крыс сопровождалось 
увеличением содержания глутамата в гиппокампе и полосатом теле 
и ГАМК—в коре головного мозга, гиппокампе и полосатом теле. Это 
может свидетельствовать о повышении в этих условиях функцио
нальной активности данных нейромедиаторных систем.

Известно, что в условиях ишемии мозга имеет .место активация 
ММДА-рецепторпого Са2 -ионофорного комплекса, которая развива
ет нейродеструктивные изменения нейронального аппарата в ЦИС. что 
сопровождается повышением внутриклеточной концентрации Са2 
[15. 16].

О количественных особенностях метаболизма изучаемых мозго
вых систем свидетельствуют также изменения показателей ненасы
щенных жирных кислот. Можно предположить о существовании оп
ределенной зависимости изменений в системе возбуждающих амино
кислот и обмене липидов, наблюдаемых в условиях невротического 
состояния.

Диазепам при неврозе вызывал снижение уровня ГАМК в ряде 
структур мозга, отмечалось также снижение глутамата, что коррели
ровало с показателями жирных кислот.
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pharmacological correction of neurochemical 
CHANGES IN RAT CEREBRAL STRUCTURES IN 

EXPERIMENTAL NEUROSIS
NERUSH P. A

Medical Institute, Dnepropetrovsk

The influence of diazepam (0,5 mg/kg, i. p.) on the contents of me
diator amino acids (aspartate, GABA, glycine, glutamate and taurine) 
and free fatty acids (murystic, pentadecanoic, palmitic, stearic, olein, li
noleic and arachidonic) in considerably varying phylogenetically sections 
of hippocampo-reticulo-neocortex brain system and striate body in rats 
with neurotic condition was studied.

It was revealed that experimental neurosis in animals was accom
panied by increased level of glutamate-ergic system in hippocamp and 
striate body and GABA-ergic in cortex, hippocamp and striate body. It 
was accompanied by increasing of unsaturated fatty acids (arachidonic 
and linoleic) in cerbral cortex. The level of linoleic acid was also increas
ed in subcortex.

Diazepam decreased the content of GABA (excluding striate body) 
and glutamate below the initial level in intact animals that correlated 
with indications of fa'tyacid composition.
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УДК 577.112:577.152 
О СВЯЗЫВАНИИ КАЛЬМОДУЛИНА с

КОРОНАРОСУЖИВАЮЩИМИ ПЕПТИДАМИ ГИПОТАЛАМУСА
БАРХУДАРЯИ Н. Л., ‘ХОРВАТ Л.. ГАЛОЯН А. А.. *ОВАЛИ Ю.

Институт биохимии им. Г. X. Буиятяна АП Армении, Ереван 
‘Институт энзимологии ВАН. Будапешт

Используя метод фермеитзависимсго иммуиосорбеитного анализа (ELISA) бы
ло обнаружено, что коропароеуживаюшпе пептиды гипоталамуса ингибируют об
разование им.муиокомплекса кальмолулин-антитело путем связывания с кальмоду- 
лпном. причем по сравнению с известным антагонистом кальмодулина—трифторпе- 
рачииом, исследуемые ненропептиды ингибируют образование иммупокомплёкса в 
концентрации, меньшей на три порядка. Показано, что и присутствии иейропептидое 
изменяется чувствительность кальмодулина к трифторперазину. Обсуждается вопроа 
аллостерической регуляции кальмодулина коронаросуживаюти.ми пептидами гипо
таламуса.

О влиянии кардиоактивиых соединений гипоталамуса на актив
ность Са2 *՜-кальМодулинзависимых ферментов было сообщено Гало- 
яном и соавт. впервые в 1976 г Было показано, что коронарорас- 
ширяюший нейрогормон «С» [I] и его множественные формы [2] 
являются ингибиторами ФДЭ циклических нуклеотидов. Впоследст
вии из карлиоактивиой фракции гипоталамуса были выделены термо- 
стабильные пептидные факторы, вызывающие активацию кальмоду
линчувствительной ФДЭ без участия Са2+ и кальмодулина [3]. На 
основании полученных данных А. А. Галоян выдвинул концепцию о 
существовании в мозгу Са2'-независимой пептидной системы акти
вации Са2 -кальмодулинзависимых ферментов |4—5].

Как сообщалось ранее [61. были выделены из гипоталамуса круп- 
ног.։ рогатого скота 5 коронаросуживающих пептидных факторов 
(ПФ ) с М от 3 до 7 кД. Было обнаружено, что и эти нейропеп
тиды оказывают регуляторное воздействие на активность ряда Са24՝- 
кальмодулинзависимых ферментов [7—8]. Было высказано предпо
ложение о тем. что в молекулярном механизме этого воздействия 
кальмодулин играет важную роль [8]. Для выяснения этого вопроса 
представлялось целесообразным исследовать взаимоотношение каль
модулина с ПФ, и влияние Ся2+ на этот процесс.

Как известно кальмодулин этот эволюционно консервативный 
белок—оказался универсальным акцептором Са2+, он участвует в 
большинстве регулируемых кальцием процессов в эукариотических 
клетках. Присоединение Са2 , приводящее к аллостерической акти
вации кальмодулина, ведет к тому, что ранее свободный кальмодулин 
связывается в клетке с различными белками-мишенями и играет роль 
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медиатора по многих ферментативных реакциях и системах мембран
ного транспорта, активируемых Са2 [10—14].

Показано, что кальмодулин способен Са2 -зависимым способом 
связывать некоторые биологически активные пептиды (АКТГ, р-эн- 
дорфин, вещество Р и др.) [15—16]. Пептиды в зависимости от их 
химической структуры связываются с кальмодулином преимуществен
но через гидрофобные или ионные взаимодействия [17—18]. С каль
модулином связываются различные низкомолекулярные органические 
соединения, в их числе—лекарственные препараты, связывание ко-, 
торых с кальмодулином препятствует его взаимодействию с различ
ными кальмодулинзависимыми ферментами [19—20] или модифици
рует это взаимодействие [21].

В настоящей работе сообщается об исследовании влияния коро- 
наросуживаюших нейропептидов гипоталамуса на образование имму
нокомплекса кальмодулин-антитело с помощью метода ферментзави- 
еимого иммуносорбентного анализа [22], который позволил устано
вить, что коронаросужнвающие нейропептиды гипоталамуса связы
ваются с молекулой кальмодулина. Изучено влияние Са2 на этот 
процесс. Исследовано одновременное воздействие нейропептидсв гино- 
таламуса и трифторпсразина—известного антагониста кальмодулина 
на процесс образования иммунокомплекса кальмодулин-антитело.

Материалы и методы

Кальмодулин очищали из бычьего мозга до гомогенного состоя
ния, используя аффинную хроматографию на трифторперазин-сефа- 
розе-4В по методу Charbonneau и соавт. [23]. Кролики были имму
низированы 1-фтор-2,4-динитробензоатным производным бычьего 
кальмодулина по методу Wallace и соавт. [24]. Иммуноглобулино
вую фракцию получали из антисыворотки, используя хроматографию 
на QAE-Сефадсксе А-50 по методу Tijssen и соавг. [25]. Моноспе- 
пнфические антитела против бычьего кальмодулина были получены 
с помощью аффинной хроматографии на кальмодулин-сефарозе-4В< 
Иммуноглобулиновая фракция была проведена несколько раз через 
колонку с кальмодулин-сефарозой, затем колонку тщательно про
мывали 0.05 Ч трис-солевым буфером. pH 8,0. Антитела элюирова
ли с колонки 0.2 М глицин-HCI буфером, pH 2.7 и сразу же нейтра
лизовали 0,2 М трис-HCI буфером,pH 8,0. Затем антитела были диа
лизованы против Na-бикарбопатного буфера, pH 9,6 и хранили при 
4Э в присутствии 0,2% NaNs- ,

В эксперименте по определению образования иммунокомплекса 
кальмодулин-антитело был использован метод непрямого ELISA с 
некоторыми модификациями по методу \ an Eklik и соавт. [2>1. Для 
иммобилизации кальмодулина на платах в лунки плат вносили по 
100 мкл смеси раствора кальмодулина в 0,05 .4 На-бикарбонат։юм 
буфере, pH 9,6 (концентрация раствора 2.5 мкг/мл) и платы инкуби
ровали 18 ч при 4°. Затем после 3-кратного промывания фосфатно- 
солевым буфером [ФСБ], содержащим 0.05%-ный твнн-20 (ФСЬ-1) 
в лунки плат вносили по 100 мкл смеси, содержащей пептидные фак
торы и антитела в концентрации 7,5 мкг/мл. Раствор смеси, приго 
товленный на основе ФСБ-Т. содержал также 0.1%-ную желатину. 
Платы инкубировали 2 ч при комнатной температуре. Затем, п°сле 
3-кратного промывания плат ФСБ-Т в лунки плат вносили по 100 
мкл раствора анти-IgG. конъюгированного с пероксидазой хрена в
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разведении 1:1000 и платы инкубировали 2 ч при_комнатной темпе
ратуре. Затем, после 3-кратного промывания плат ФСБ-Т в лунки 
плат вносили по 200 мкл смеси, содержащей П^Ог и о-фенилен- 
диамин (смесь содержала 17 мг о-феиилендиамина и 10 мкл И2О2, 
объем смеси 25 мл). Платы инкубировали 1 ч в темноте при ком
натной температуре. Затем после фиксации содержимого лунок до
бавление.՝.: 50 мкл 2H H2SO4 наблюдали поглощение при 492 нм. Ак
тивность связанного с твердой фазой фермента прямо пропорцио
нальна концентрации антител в исследуемом образце.

В работе использованы следующие реактивы: CNBr-активиро- 
вапная сефароза-4В, QAE-сефадекс А-50 («Pharmacia», Швеция), 
ЭГТА («Sigma», США), трифторперазип («Chinoin Pharmaceutical 
Со.», Венгрия).

Результаты и обсуждение

Было изучено влияние ПФ. 5 на образование иммунокомплексд 
кальмодулин-антитело. Эксперименты показали, что ПФ։-4 (рис. )1 
з значительной степени (до 90% и более) ингибировали связыва
ние антител с кальмодулином, а ПФ5 лишь в очень незначительной

Рис. 1. Влияние пептидных факторов гипоталамуса (НФ) и трпфторпе- 
рззина (ТФП) на образование иммунокомплекса кальмодулин-антитело. 
Был использован метод непрямого ELISA с применением кроличьих ан
тител против бычьего кальмодулина. Кальмодулин иммобилизовали на 
платах в концентрации 2,5 мкг/мл. Антитела вносили в лунки плат в 
концентрации 7.5 мкг/мл. 1 ПФ,; 2—ПФ3; 3—ПФ2; 4—ПФ»; 5—П<!>•,. 
6—ТФП. По оси абсцисс—концентрация ПФ в мкМ; по оси ординат 

поглощение при А։и нм

192



степени подавлял образование иммунокомплекса. Концентрации, при 
которых ПФ։_ е вызывали 50%-нос ингибирование образования им
мунокомплекса (Ко), равны 2,5; 4,6; 15,8 и 31,6 нМ для ПФЬ ПФ2, 
ПФ3 и ПФ4 соответственно. При сравнении эффекта нейропептидов с 
эффектом классического антагониста кальмодулина—трифторперази
на (ТФП) видно (рис. 1).что ПФ։_Ч являются значительно более 
эффективными ингибиторами образования иммунокомплекса, чем ТФП 
[14]; они ингибируют образование иммунокомплекса в концентрации, 
на три порядка меньшей, чем ТФП. Причем необходимо отмстить, что 
наблюдается определенная корреляция между ингибиторным эффек
том ПФ и их величиной Мг. Так. ПФ, с Мг 3 кД является наиболее 
эффективным ингибитором, в то же время ПФ5 с Мг 7 кД—наименее 
эффективен.

Были выдвинуты следующие альтернативные объяснения ингиби
торного эффекта нейропептидов на образование иммунокомплекса: 
1) пептиды связываются с молекулой кальмодулина и препятствуют 
его связыванию с антителами; 2) ПФ։ .5 являются фрагментами мо
лекулы кальмодулина и, связываясь с антителами против бычьего 
кальмодулина, делают их недоступными для кальмодулина. Для вы
яснения механизма ингибирования образования нммунокомплекса 
под влиянием ПФ был проведен эксперимент, в котором вместо каль
модулина на платах были иммобилизованы антитела против бычь
его кальмодулина. Использовали 2 концентрации антител—5 мкг/мл 
и >0 мкг/мл. Как видно из таблицы, эксперименты с использованием 
разных концентраций ПФ2 и ПФ« совпадают с контрольными, не со
держащими ПФ. В то же время использование в этих экспериментах 
кальмодулина (таблица) показало ингибирование связывания анти-

Влияние нейропептидов и кальмодулина на взаимодействие 
антител против бычьего кальмодулина с анти-1£С, 

конъюгированного с пероксидазой хрена

Таблица

Акали ируемые вещества 
в мкМ

Конц, антител 
МКГ/МЛ

Разведение 
анти-^О Д4И нм

5 1 ■2000 _
5 1 : 1С00 —
5 1: 500 —

10 1 :1000 0.150
10 1: 500 0,2.10

Кальмодулин. 0,51 10 1: 500 0,165
0,207 10 1։ 500 0,230

Пф։. 0,006 10 1: 500 0,230
Пф<. 0,207 10 1 : 500 0,230
11ф«, 0.006 10 1 > 500 0,225

тел с анти-1йО. Эти
положение о том, что

данные позволили отклонить выдвинутое пред- 
ПФ։ . возможно, являются фрагментами моле- 
Полученные результаты позволили заключить.кУлы кальмодулина. .

что ингибирование образования иммунокомплекса кальмодулг 
титело под воздействием короиаросуживающих пептидов гипотала 
мУса происходит в результате их связывания с кальмодулином.

Было исследовано влияние Са2+ на связывание ненропептидов 
с кальмодулином. Следует отметить, что для образования иммуно
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комплекса кальмодулин-антитсло более благоприятными условиями 
являются те, когда кальмодулин иммобилизован на платах в присут
ствии Са2+, то есть процесс—Са24 -зависимый.

Нами были проведены две серии экспериментов. В одном случае 
кальмодулин был иммобилизован на платах в присутствии 1 мМ 
СаС12. Затем в инкубационную смесь, наряду с ПФ и антителами, до
бавляли 1 мМ СаС12 или 1 мМ ЭГТА (рис. 2, а). Полученные данные 
показали отсутствие каких-либо различий в ингибировании образова
ния нммунокомплекса под действием нейропептидов. В следующей 
серии экспериментов кальмодулин был иммобилизован на платах в

Рис. 2. а. Влияние . пептидных факторов гипоталамуса (ПФ) па образование имму- 
нокомплекга кальмодулин-аптитело в присутствии I мМ СяС.1» (©—ПФ։'. —ПФа) 
и 1 мМ ЭГТА'Р—ПФ2; Л—ПФ։). Кальмодулин был иммобилизован на платах в 
присутствии I мМ СаС|~. По оси ординат—% ингибирования свя։ынпп։и ։ч|тит։-з 

с кальмодудино.м: по. оси абсцисс—конпектраиин-ПФ в мкМ.
б. Влияние пептидных факторов па образование иммуьокоМП"ск<я кз.зьчо- 

лулин-антитело в присутствии 1 мМ СаС|։ ՛>—ПФн А—ПФ։) и 1 мМ ЭГТА' 
ПФ,; л—ПФ։). Кальмодулин был иммобилизован на платах в присутствии 1 мМ 
ЭГГА. И» о.н ординат—% ингибирования связывания антитез г кальмодулином:

ио оси абсцисс—концентрация ПФ и мкМ

присутствии 1 мМ ЭГТА. В инкубационную смесь также добавляли 
в одном случае 1 мМ СаС12, в другом—.1 мМ ЭГТА. В том случае, 
когда иммобилизованный кальмодулин был свободен от Са5+, наб
людалось связывание пейропептидов с кальмодулином (рис. 2, б). 
Мы не обнаружили каких-либо изменений в ингибиторной способно
сти нейропептидов, когда инкубационная среда содержала Са2 ~ или 
была свободна от них. На основании полученных данных был сде
лан вывод: хотя сродство нейропепттов гипоталамуса к кальмоду
лину несколько выше, когда он иммобилизован на платах в присут
ствии Са2+, они достаточно хорошо связываются с кальмодулином и 
в отсутствие ионов кальция.

Полученные данные позволили по-новому осветить Са2՜1՜-неза
висимое регуляторное влияние ПФ, ., на активность киназы легких 
цепей миозина (КЛЦМ)— Са’т кальмодулинзависимого фермента, 
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ответственного за фосфорилирование легких цепей миозина [27—28]. 
Нами было обнаружено, что Г1Ф в концентрации 0,05 мкМ вызы
вают Са2 -независимую активацию фермента от 30 до 100% по срав
нению с контролем, содержащим 1 мМ ЭГТА и не содержащим ПФ 
[8—9]. Стимулирующее действие ПФ . на активность КЛЦМ име
ло место только при наличии в инкубационной среде кальмодулина 
Данные, полученные с помощью метода ELISA о связывании ПФ с 
кальмодулином, позволили заключить, что коронаросуживающие пеп
тидные факторы гипоталамуса осуществляют свое воздействие на ак
тивность КЛЦМ путем связывания с молекулой кальмодулина и об
разования комплекса кальмодулин-пептидный фактор, который, свя
зываясь с каталитической субъединицей фермента, вызывает его ак
тивацию. Полученные результаты дают основание предположить, что 
коронаросуживающие нейропептиды гипоталамуса можно причислить 
к числу Са2 -независимых регуляторов в клетке, которые и в усло
виях ՛՛՛ ■тио могут принимать участие в регуляции активности КЛЦМ 
и, возможно, других Са2 -кальмодулинзависимых ферментов при низ
ком внутриклеточном уровне содержания Са2 В этом случае коро
наросуживающие нейропептиды, по-видимому, могут принимать уча-

|
------ZS 3^2 125 500 0,0008 0,005 0,0/2 0.05'՝ 7

Рис. 3. а. Влияние пептидных факторов (ПФ) гипоталамуса (в концен
трации, равной 1։о) на образование иммунокомплекса кальмодулин- 
антитело в присутствии различных концентраций трифторперазина. 
1—ПФь 2—ПФ։; 4—ПФ։; 5—ПФ։. По оси ординат—% связывания ан
тител с кальмодулином; по осн абсцисс—концентрация трифторпера

зина в мкМ
б. Влияние пептидных факторов гипоталамуса .на образование 

иммунокомплекса кальмодулинантитело в присутствии постоянной кон
центрации трнфторперазина. равной 3.9 мкМ. 1—ПФ,; 2—ПФ։; 3—ПФ։; 
4—ПФ<. По оси ординат—% связывания антител с кальмодулином; по 

оси абсцисс—концентрация ПФ в мкМ
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стие (как и Са2 + ՛ в аллостерической регуляция кальмодулина, при
водя его структуру в зависимости от концентрации ПФ (как и в слу
чае Са2՜’՜’ в различные активные конформационные состояния.

Интересные данные были получены при изучении совместного 
эффекта нейропептидов гипоталамуса и ТФП па образование имму
нокомплекса. В одном случае (рис. 3, а) исследовалось влияние ПФ 
(в концентрации Iso) в сочетании с разными концентрациями ТФП, 
а в другом (рис. 3, б)—влияние разных концентраций ПФ в присут
ствии постоянной концентрации ТФП, равной 3,9, которая вызывает 
увеличение образования им.мунокомплекса до 100% и более [14]. По
лученные данные показали, что ПФ . подавляют активирующий 
эффект ТФП и только ПФ5 повторяет эффект ТФП (рис. 3, а). Как 
видно из рис. 3, б, ПФ,_ ; полностью подавляют активирующий эф
фект ТФП и только при очень низких концентрациях ПФ, . когда 
ингибирующий эффект этих нейропептидов не проявлялся или был 
выражен очень слабо (около 16%), мы наблюдали активируюшш' 
эффект ТФП. Очевидно, что ПФ конкурируют с ТФП за центр св 
зывания с кальмодулином. Как видно из того же рис. 3, б, одновре
менное связывание ПФ, и ТФП с кальмодулином препятствует как 
проявлению активирующего эффекта ТФП (даже при очень низких 
концентрациях ПФ), так и ингибирующего эффекта нейропептидов, 
что. очевидно, также связано с конформационными изменениями в 
структуре кальмодулина.

Таким образом, на основании полученных данных можно выдви
нуть следующую гипотезу: связывание ПФ с кальмодулином вызыва
ет конформационные изменения в его антигенном участке, располо
женном в С-концевом домене кальмодулина (последовательность ами
нокислот 137—143) [29—30], в результате чего теряется чувствитель
ность кальмодулина к антителам, приводящая к ингибированию об
разования им.мунокомплекса кальмодулин-антитело. Конформацион
ные изменения, происходящие в молекуле кальмодулина в результа
те его связывания с нейропептидами гипоталамуса, изменяют также 
чувствительность кальмодулина к ТФП.

Дальнейшие исследования будут направлены на изучение влия
ния комплекса кальмодулин-пептидный фактор гипоталамуса на ак
тивность ряда С. • ■‘••кальмодулинзависимых ферментов.

ABOUT CALMODULIN-BINDING CORONAROCONSTRICTORY
II 1 POTH A LAM IC PEPTIDES

Barkhudaryan N. A.. *Horvalh L.. Galoyan A. A., *Gvadl J.

O. Ch. Bunatjan Institute of Biochemistry, Acapcmy of Science of the 
Armenia, Yerevan

•Institute ol Enzymology. B. R. C. Hungarian Academy of Sciences, Budapest

Using the technique of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
we found that coronaryconstrictory hypothalamic neuropeptides inhibit 
the formation of calmodulin—antibody immune complex by binding with 
calmodulin. As compared with trifluoroperazine, a classic calmodulin 
antagonist, these neuropeptides inhibit the formation of the immune 
complex when added at three orders of magnitude lower concentration. 
It has been demonstrated that the sensitivity of calmodulin to trifluorope
razine changes in the presence of neuropeptides. The problem of alloste
ric regulation of calmodulin by coronaroconstrictory hypothalamic pepti
des is discussed.
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ВЛИЯНИЕ АНТАГОНИСТА КАЛЬМОДУЛИНА ХУ-7 НА 
РЕГУЛЯЦИЮ АКТИВНОСТИ

КАЛЬМОДУЛИНЧУВСТВИТЕЛЬНОИ ФДЭ ИЗ МОЗГА БЫКА 
С-МОДУЛИНОМ

АБРАМЯН Г. Э., -БОБРУСКИН И. Д., ГУРВИЦ Б. Я., ГАЛОЯН А. А.

Институт биохимии им. Г. X. Буп :т>::.а АН Армении, Ереван

•МГУ им. М. В. Ломоносова, Москва

В присутствии ЭГТА антагонист кальмодулина ХУ-7 ингибирует базальную ак
тивность Са1 -кальмодулинзавиенмой ФДЭ из мозга быка на 50% и не влияет па 
сродство субстрата к ферменту. Инактивация ФДЭ происходит по механизму не
полного неконкурентного ингибирования с К —25 мкМ. Действие XV-7 приводит 
к подавлению активности ФДЭ, стимулированной под действием С-модулина 1, н 
сопровождается 10-кратным увеличением значения константы активации ФДЭ 
С-моду.тином. равной в других условиях ~2-10 М. Однако величина эффективной 
констаты диссоциации стремится к предельному значению при избыточных концен
трациях ингибитора, что свидетельствует об аллостерическом механизме ингибиро
вания активности комплекса (ФДЭ-С-модулии I) с К ХУ-7 —50 мкМ. Результа
ты настоящей работы указывают на неконкурентный ио отношению к сАМР н 
С-модулину 1 характер связывания ХУ-7 с ФДЭ.

Регуляция активности многих кальмодулинчувствительных (КМ) 
систем, в том числе и ФДЭ циклических нуклеотидов [1], лимитиро
вана внутриклеточным уровнем содержания целой кальция [2|. пред
полагается, что при уменьшении концентрации Са2* ниже 10 М /я 
•глад в действие вступают К-М-подобные, но Са2 независимые биоло
гические структуры, способные заменять многие функции, выполня
емые КМ [3]. К настоящему времени известны многие системы, ре
гулирующие активность ФДЭ Са2 -независимым путем. К их числу 
относятся жирные кислоты и фосфолипиды [4], некоторые проста
гландины и гормоны, ферменты [5, 6].

Среди них особое место отводится выделенной ранее из соста
ва карднотропного нейрогормона С группе коронаросуживающих сое
динений под общим названием С-модулины [7], отражающим их ос
новное свойство—способность Са2 независимой, аллостерической ре
гуляции Са2 -КМ-чувствительнон ФДЭ сАМР : >р֊>е.л,р у|.>цц,| х к . 
биологической активностью. Изучение характера действия С-модулинов 
11а активность ФДЭ привело к выводу об их возможном участии в ре
гуляции активности уровня содержания сАМР внутри клетки [8]. 
Однако эффект Са2' -независимой стимуляции гидролиза сАМР дан
ными соединениями мало изучен, что затрудняет срогую интерпре
тацию результатов исследований.
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Отсутствие высокоэффективных методов оценки избирательно
сти С-модулинов к ФДЭ представляет собой актуальную проблему, 
в связи с чем в настоящей работе предпринята попытка изучения 

действия антагониста КМ—W-7 на активность комплекса ФДЭ • С-мо- 
дулин 1 (СМ,) с целью идентифицировать избирательность ФДЭ 
к Са2 -независимым модуляторам.

Материалы и методы

В работе были использованы следующие коммерческие препа
раты: сАМР, ЭГТА („Calbfochem”, США), [’Н[ сАМР („Amersham”, 
Англия), трис-азид-Na („Serva”, ФРГ), трифторуксусная кислота (ТФУ), 
ацетонитрил („Fluka”, Швейцария), р-меркаптоэтанол (,Merck”, ФРГ), 
хроматографические сорбенты фенилсефароза („Pharmacia”, Швеция), 
ДЭАЭ TSK Toypearl 650 М („Toyo soda”, Япония), анионообменная 
смола Dowex 1X2(50—100 меш, „Serva”, ФРГ).

Уровень радиоактивности проб определяли с помощью жидкост
ного сцинтилляционного спектрометра „Intertechnique—2000” (Фран
ция) с использованием сцинтиллятора ЖС-7А („Союзреахим”, СССР).

ВЭЖХ проводили на хромотографе („Altex-Beckman”, США) с 
применением колонок С-18 Ultrasphere OSD („Altex”, США), ДЭАЭ 
TSK 3 SW (,LKB“, Швеция) и колонки для гель-фильтрации Sphe- 
rogel TSK 3000 и 2000 („Altex-Beckman”, США).

Гомогенат центрифугировали на центрифуге „Beckman”, (ротор 
JA-I4 и JA-21, „Bechman”. США).

Активность ФДЭ определяли по методу Thompson, Appleman [9], 
основанному на измерении концентрации [3Н]аденозииа в реакцион
ной среде, образующегося в результате двухстадийной реакции гидро
лиза [3HJ сАМР и [3Н] 5'-АМР с участием ФДЭ и 5'-нуклеотндазы.

Препарат ФДЭ получали по методу Бобрускина, Шайхина [10] 
в четыре .хроматографические стадии: на ионообменном сорбенте 
..ОАЭ iSK (4X1 lj, аффинном—фенил-сефароза (4X5,6 см), с Пос
ледующей ВЭЖХ на ДЭАЭ TSK-3SVv и гель-фильтрацией на колонке 
ТСК—3000 SW (7,5X600 мм). Элюцию на всех стадиях осуществляли 
буфером, содержащим 25 мМ трис-НС1, pH 7,0, 1 мМ MgCl2, 1 мМ 
ДДТ, 0,1 мМ азид натрия. В качестве дополнительных ингридиентов, 
в зависимости от метода хроматографии, использовали 0,2 М NaCl, 
0,2 М ЭГТА и 2 мМ Са2

Очистку КМ проводили по модифицированной методике Gopa- 
lakrishna, Anderson [И], предложенной ранее [10].

Дальнейшую очистку КМ проводили методом ВЭЖХ на колонке 
TSK ДЭАЭ (21,5X150 мм). Элюцию осуществляли линейным гради
ентом NaCl (150—350 мМ) в 25 мМ трис-HCl буфере, pH 7,0. Гомо-, 
генность ^препарата КМ проверяли методом электрофореза в 14%-ном 
ПААГ в присутствии 0,1%-ного ДДС-Na по методу Laemmli [12].

Препарат СМ| получали методом, предложенным ранее [7], с 
помощью ОФ-ВЭЖХ на колонке С-18 с использованием линейного 
градиента ацетонитрила в воде (0—30%) в присутствии 0,1%-ной 
ТФУ. Скорость потока—0,8 мл/мин. Выход продукта контролирова
ли по поглощению в УФ-областп 210—220 нм. Чистоту препаратов 
СМ| проверяли электрофоретическим методом в 12.5%-ном ПААГ 
и присутствии 8 М мочевины и 0,1%-ного ДДС-Na. По данным элек
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трофореза, препарат активатора был элсктрофоретически гомоген
ным.

Результаты и обсуждение

На рис. 1, а, б представлены результаты эксперимента, свиде
тельствующие об ингибировании базальной активности ФДЭ под дей
ствием антагониста КМ—М-7. Как оказалось, \У-7 в присутствии 
0,2 мМ ЭГТА не утрачивает своей способности инактивировать гид-, 
ролиз сАМР, но подавляет активность ФДЭ до определенного уров-. 
ня. Соотношение скоростей гидролиза в отсутствие ингибитора и в при
сутствии его избыточных концентраций равно — 2. Иными словами,

Рис. I. а—зависимость начальной скорости гидролиза сАМР от концентраций сое
динения \У-7; б—зависимость обратной величины начальной скорости гидролиза 
сАМР от концентраций \V-7-. по оси абсцисс—логарифм концентраций \У-7, выра
женный в мкМ; по оси ординат—скорость гидролиза сАМР (5 мкМ) в отн. ед. 

(ОЕА); измерения выполнены в присутствии 0,2 мМ ЭГТА.

наблюдаемый эффект ингибирования, равный 50%. свидетельству
ет о неполной инактивации фермента, характеризующейся уменьше 
нием максимальной скорости гидролиза сАМР с ростом концентра
ции ингибитора. Величина К определенная по пересечению прямой 
с осью абсцисс на рис. 1. б, составляет ~25 мкМ. Представленные 
результаты оказались несколько неожиданными в рамках известных 
на сегодняшний день литературных данных относительно действия ан
тагонистов КМ [15—17].

В этой связи для уточнения характера ингибирования базальной 
активности ФДЭ под действием \У-7 был проведен эксперимент, ре
зультаты которого представлены на рис. 2, а. свидетельствующий о 
том, что эффективная константа сродства субстрата к ФДЭ, равная 
—100 мкМ, не претерпевает изменений при увеличении концентра
ции 5¥-7 более чем на порядок. Следовательно, ингибирование являет
ся неконкурентным и неполным. В данном случае эффект инактива
ции под действием \М-7 можно объяснить образованием комплекса 
•ФДЭ-Ш-7).

На следующем этапе работы нами была проверена возможность 
влияния Ш-7 на активность комплекса (ФДЭ-С-модулин).

На рис. 2, б представлены результаты, согласно которым в при
сутствии избыточных концентраций СМ| антагонист КМ не влияет 
на сродство сАМР к ФДЭ.
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На рис. 3 представлен график зависимости начальной скорости 
гидролиза сАМР в присутствии различных концентраций \У-7 от кон
центраций СМ1 в координатах Лайнунвера-Берка. Линейность про- 
••екасмой реакции свидетельствует об отсутствии кооперативности.

Рис. 2. Зависимость начальной скорости гидролиза сАМР в присутствии ХУ-7 (а) 
и С-модулина 1+ХУ-7 (6) от концентрации субстрата в координатах Лайнунвера- 
Берка. По осн абсцисс—концентрация сАМР, выраженная в мкМ; по осн орди
нат—У. А. ФДЭ, выраженная в ОБА (V!). Измерения выполнены в присутствия 
0,2 мМ ЭГТА и 100 нг/мл С-модулина 1 при фиксированных концентрациях ХУ-7, 

равных (в мкМ): /—(50). 2—(5). 3—(0)

Рис. 3. Зависимость начальной скорости гидролиза сАМР от концентрвг.ий С-моду
лина I в присутствии ХУ-7 в координатах Ланнуивера-Берка. Измерении выполнены 
в присутствии 0,2 мМ ЭГТА и различных концентрациях ХУ-7, равных (в мкМ): 

/—(0), 2—(Ю), 3—(25), -/—(50), 5—(100)
Рис. I. Зависимость эффективной константы активации ФДЭ С-модулина 1 < т кон 
центраций ХУ-7. По оси абсцисс—концентрация ингибитора, выраженная в мкМ, 
по оси ординат—значения эффективной константы активации ФДЭ под действи

ем С-модулина 1 в нг/мл
Рис. 5. Зависимость начальной скорости гидролиза сАМР от концентраций ХУ-7 в 
присутствии С-модулина 1. Измерения выполнены в присутствии 0.2 мМ ЭГТА и 

100 нг/мл С-модулина 1

201



Эффективная константа сродства СМ| к ФДЭ увеличивается с 
ростом концентрации ингибитора и, как следствие,՜՜ максимальная.՛ 
скорость гидролиза сАМР не претерпевает существенных изменений. 
В данном случае представленный на рис. 3 эффект действия W-7 сле
довало бы отнести к случаю классического конкурентного ингибиро
вания. Однако данные на рис. 4, отражающие зависимость эффек
тивной константы активации ФДЭ под действием СМ| от концеигра
ции W-7, указывают на неполное конкурентное ингибирование, по
скольку в области высоких концентраций значение эффективной конс
танты ассоциации выходит на постоянный уровень, предельная вели
чина которой составляет 2-10 М. В отсутствие W-7 значение конс
танты ассоциации (К ) равно 2-10 М, а степень инактивации комп
лекса (ФДЭ-CMi) составляет -~10. Следовательно, имеет место ин
гибирование, протекающее по механизму неполного конкурентного 
ингибирования. Построение графика зависимости скорости гидроли
за сАМР от концентрации W-7 дает возможность определить К — 
500 мкМ. Однако при соотношении величин К К, равном 10, Ki 
равно ~50 мкМ.

Таким образом, нами установлено, что взаимодействие W-7 с 
комплексом (ФДЭ-СМ,) носит неконкурентный характер, поскольку 
величина Ki активности комплекса под действием W-7 больше по 
сравнению с тем же значением в случае инактивации базальной ак
тивности фермента. Кроме того, 10-кратное увеличение Ка- СМХ под 
действием Л -7 вызвано аллостерическим воздействием последнего, так 
как в отсутствие активатора наблюдаемый процесс инактивации со
провождается только изменением константы скорости гидролиза в 
сторону уменьшения.

Следовательно, конкуренция антагониста КМ за центр связыва
ния на . ФДЭ невозможна, поскольку ингибирование активности ком
плекса (ФДЭ-CMi) неполное. Исключена также конкуренция за ка
талитический центр, так как величина К остается неизменной как в 
присутствии, так и в отсутствие СМ։. Иначе говоря, можно предпо
ложить о наличии аллостерического участка связывания W-7 на мо
лекуле ФДЭ. Взаимодействие антагониста КМ с ФДЭ на этом участ
ке приводит к ингибированию способности фермента образовать ак
тивный комплекс с СМь а в случае отсутствия последнего образова
ние комплекса (ФДЭ-\У-7) приводит к изменению скорости гидроли
за сАМР.

Факт существования W-7 связывающего участка является неожи
данным. но отнюдь не исключительным. Известно, например, что фе- 
нотиазины способны связываться с молекулой ФДЭ, ингибируя не 
только стимуляцию активности (ФДЭ-КМ), но и базальную актив
ность фермента [13]. Авторами показано, что гидрофобные участки 
на молекуле КМ, по которым происходит связывание антагонистов, 
отличаются по структуре от гидрофобных участков на молекуле ФДЭ, 
ответственных за связывание КМ.

THE EFFECT OF W-7, A CALMODULIN ANTAGONIST, ON THE 
REGULATION OF ACTIVITY OF СМ-SENSITIVE PDE FROM 

BOVINE BRAIN BY C-MODULIN I
ABRAMYAN G. E., 'BOBRUSKiN I. D., GURVITS B. Ya., GALOYAN A. A.

G. Ch. Bunatyan Institute of Biochemistry, Academy of Sciences of ihe 
Armenta, Yerevan

"Lomonosov Moscow State University
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W-7, a calmodulin antagonist, inhibits basal activity of Ca’’, CM- 
dependent PDE from bovine brain by 50% in the presence of EGTA, ho
wever, it does not affect the affinity of the substrate to the enzyme. Inac
tivation of PDE occurs by the incomplete non-competitive mechanism 
with Ki equal to about 25 uM. W-7 inhibits PDE stimulated by C-modu- 
lin I (CM-I) and leads to a 10-increase in the activation constant of the 
enzyme by C-modulin which under these conditions equals 2X10՜” M. 
However, the value of K., achieve the limiting value at excessive inhibi
tor concentrations providing evidence for allosteric mechanism of the 
inhibition of the PDE-CM-1 complex with K,՛ equal to about 50 pM for 
W-7. Our results point out that W-7 binds to PDE non-compelitively with 
respect to cAMP and CM-1.
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ИЗУЧЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ И СОСТАВА ЦЕРЕБРОЗИДОВ 
И СУЛЬФОЦЕРЕБРОЗИДОВ В ОПУХОЛЯХ 

ГОЛОВНОГО МОЗГА ЧЕЛОВЕКА
ЛЕВИТИНА М В., ВАСИЛЬЕВ А. Л

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

Определено содержание и состав цереброзидов и сульфоцереброзидов в опу
холях головного мозга человека пяти типов (глиобластом, астроцитом, медулло
бластом, неврином и менингиом), а также в белом и сером веществе головного 
мозга человека в норме. В исследованных опухолях отмечается исключительно низ
кое содержание обоих гликолипидов по сравнению с белым и серым веществом го-) 
ловиого мозга. Существенно отличается также состав цереброзидов в этих опухо
лях. Так, в них обнаружено высокое содержание глюкоцереброзидов, а также по
вышение доли насыщенных нормальных жирных кислот в цереброзидах и сульфо
цереброзидах глиобластом по сравнению с нормой. Полученные результаты обсуж
даются в связи с предполагаемой ролью нарушений обмена гликолипидов в зло
качественной трансформации тканей и с перспективами развития данного направ
ления исследований.

Цереброзиды (Ц) и сульфоцереброзипы (СЦ) являются важней
шими компонентами мембран клеток нервной ткани. Они способны 
модулировать активность ферментов, процессы рецепции, обладают 
антигенной активностью [1—8].

Изучение Ц и СЦ в опухолях головного мозга млекопитающих 
и человека началось с 70-х годов [8—10]. Однако имеющиеся дан
ные о содержании и структуре этих гликолипидов немногочисленны, 
неполны и противоречивы. Детальное биохимическое изучение этих 
гликолипидов в опухолях головного мозга представляет не только 
теоретический интерес, по имеет большое практическое значение для 
решения вопросов, связанных с диагностикой и лечением рака.

В настоящей работе сообщаются данные о содержании Ц и их 
сульфоэфиров и об их составе в пяти типах опухолей головного моз
га человека. Выявленные количественные и качественные изменения 
этих гликолипидов в трансформированных клетках но сравнению с 
нормальными клетками головного мозга обсуждаются в связи с воз
можной ролью этих гликолипидов в определении свойств трансфор
мированных клеток.
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Лйатсриалы и методы

Материалом для исследований служили опухоли головного моз- 
ta человека, полученные во время нейрохирургических операций в 
Ленинградском нейрохирургическом институте им. А. Л. Поленова 
Был изучен 21 образец пяти типов опухолей—глиобластомы, астро
цитомы, медуллобластомы, невриномы и менингиомы [11՜]. Опухоли 
очищали от кровеносных сосудов, промывали 0,9%-ным NaCl и при
готовляли гомогенную кашицу Из нее брали пробы для определе
ния сухой массы, белка и экстракции суммарных липидов. Из суммар
ных липидов выделяли Ц и СИ с помощью одномерной ТСХ на си
ликагеле КСК в нейтральной системе растворит лей хлороформ-мета- 
нол-вода (70:30:5). Пятна проявляли в парах йода. Количество Ц оп
ределяли по гексозе реакцией с орцнном-концентрированная HsSO^ 
при длине волны 505 и 420 нм; а количество СЦ определяли реакци
ей с азуром-А по методикам, описанным нами ранее [12]. Суммарные 
11 разделяли на галакто- и глюкоцеребро иды с помощью одномер
ной ТСХ на силикагеле с боратом Na в системе растворителей хло- 
роформ-метанол-вода-концентрированный аммиак (280:70:6:1) по ме
тоду Kean [13]. Жирные кислоты анализировали в виде метиловых 
эфиров на ГЖХ. используя неполярную фазу SE-30 и программиро
вание температуры от 170 до 235°, 23/мнн. Метиловые эфиры гидрок
сикислот анализировали в виде силильных производных.

Результаты и обсуждение

Содержание Ц и СЦ в разных опухолях представлено в табл. 1. 
для сравнения приведены данные по содержанию этих гликолипидов 
в белом и сером веществе головного мозга человека. Проводилось 
также сравнение полученных результатов с данными других авторов 
по содержанию и составу этих липидов в нейронах и астроцитах моз
га крысы [14]. олигодендроцитах мозга быка [15] и аксолемме моз
га крысы [16]. Изученные опухоли отличаются по локализации, гис
тогенезу и степени злокачественности [11]. Глиобластома, астроцито
ма и медуллобластома относятся к группе внутримозговых опухолей 
нейроэпителиального происхождения. Астроиитома является разно
видностью глиомы и считается зрелой полузлокачественной опухо
лью. Из них наиболее злокачественными являются глиобластома и ме
дуллобластома, они характеризуются незрелостью, недифференциро- 
ванностыо клеток. Невринома и менингиома относятся к внемозго- 
вым опухолям: первая имеет нейроэпителиальное происхождение и 
возникает из клеток неврилеммы (шванновской оболочки) нервных 
стволов: вторая имеет мезодермальное происхождение и является 
опухолью твердой оболочки мозга. Обп опухоли в большинстве слу
чаев являются доброкачественными пли полузлокачественными.

Содержание Ц и СЦ неодинаково в различных опухолях, поэто
му рассмотрим каждую из них отдельно. Средн внутримозговых опу
холей сравнительно высокое сод^рж'нис обоих г шко ’иппдов в 
мг/г сухой массы, так и в % от общего содержания липидов найдено 
в глиобластоме: Ц составляют 3.16. а СЦ—4,85 мг/г сухой массы; су
щественно более низкое в астроцитоме—около 1.24 и 1.27 мг/г су
хой массы соответственно; в медуллобластоме: II—1.36 и СЦ—1.34 
мг/г сухой массы (табл. 1).
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Таблица I
Содержание цереброзидов и сульфоцереброзндов в опухолях головного мозга человека

Ви 1 опухоли или ткани 
мозга

Единицы измерения

Цереброзиды
Суль ՝ о- 

церебг.оз 1- 
ды

Ц:СЦ
Сумма

с нормаль
ными 

кислотами
с гидрокси- 
кислотами

1 алаг.то- 
церебро- 

<иш
Глю:;оцере- 

брозилы

Глноблктома (п--3)* мг/г сухой массы 3.16±о>44
0.63+0.09

1.44+0,44 1.72+0.06 0.51 2,65 4.85+1,60
% ОТ общих ЛИПИД'В 0.29+0.09 0.34+0,02 0,10 0.53 0.97+0,32 1:1.5

Аероцнтома (п=5) мг г сухой массы 1.24+0.36 0,71+0,20 0,53+0,15 0.28+0,12 О.Эб+о.24 1.27
% от общих ЛИПИДОВ 0.26+0.08 0,15+0,06 0,11+0,03 0.06+0.03 0.20+0-05 0.25 1 : 1

Медуллобластома (п—3) мг/г сухой массы 1.36+0,17 0.94 0,42 0.27 1.19 1,34
% от общих ЛИПИДОВ 0.27+0.03 0.19 0.06 0.05 0.21 0.27 1:1

Невринома (1=5) мг г сухой массы 1.16+0.37 0.88+0.22 0.58+0,15 0,35+0.09 1.11+0.28 0.83
% ог общих липидов 0,33+0.08 0.20+0.05 0.13+0.03 0.08+0.02 0 ,.5+0.07 0,16 1.8: 1

Менингиома (п=51 мг/г сухой массы 1.17+0,31 0.58+0.32 0.58+0.11 0.58 0.58 0,58+0,16
% от общих липидов 0.24+0.06 0.12+0.06 0.12+0,01 0.12 0.12 0,12+0.03 2:1

Серое вещество мг/г сухой массы 17,50 7.28 10.19 17,10 0.40 5.00 3.5:1
% от общих липидов 3,50 1.46 2,04 3.40 0,10 1.00

Белое вещество мг г сухой массы 145,00 38.26 106,85 141,70 3 35 45.00 3:1
% ог общих липидов 38,60 10.16 28,45 37.70 0.90 11.00

Примечание. • Достоверность данных, подвергнутых статистической обработке, '
определена на уровне значимости р=0,05; п—количество опухолей каждого типа.



Изучен состав Ц и СИ этих опухолей. В глиобластоме содержит
ся немного больше фракции Ц с гидроксикислотамн, а в астроцито
ме. напротив, несколько больше фракции И с нормальными кислота
ми. Для И медуллобластомы, одной и:; наиболее злокачественных опу
холей среди всех исследованных, отмечено еще более .рачительное 
преобладание фракции с нормальными кислотами (относительное со
держание этих Ц более чем в 2 раза выше, чем фракции Ц с гид- 
роксикислотами).

Ц этих опухолей были разделены также по углеводному компо
ненту. В результате показано, что во всех 3-х типах внутримозговых 
опухолей, содержащих глюкозу, преобладает фракция Ц. Глюкоце
реброзидов обнаружено в 3,5—5 раз больше, чем галактоцереброзн- 
дов. причем в глиобластоме—наиболее злокачественной и распрос
траненной опухоли головного мозга—отмечена наиболее выраженное 
преобладание глюкоцереброзидов. По этому показателю 1.1 опухг.тей 
мозга резко отличаются от Ц серого и белого вещества мозга чело 
века в норме, в которых значительно преобладает галактоза.

По жирнокислотному компоненту были разделены только глико- 
сфинголипиды глиобластомы. Из Ц и СЦ глиобластомы выделены на
сыщенные и моноеновые жирные кислоты от 10 до 27 С атомов (табл. 
2). В целом Ц и СЦ глиобластомы содержат в основном насыщенные

Состав жирных кислот цереброзидов и сульфоцереброзидов глиобластом
человека (в % от суммы нормальных кислот и от суммы гндроксикислот)

Таблица 2

Жирные 
кислоты

Не реброз иды Сулзфоцереброзиды

нормальные 
кислоты

гидрокси- 
кислоты

нормальные 
кислоты

гидрокси
кислоты

16:0 24.5 1.4 24.0 8.0
17:0 1,7 СЛ. I .8 сл.
18 :0 12,8 2.0 12.1 2.0
18= 1 0,8 (сл. 1 .8 сл.
20:0 2.5 1.4 2.1 6.0
20: 1 1,2 1.8 1 -8 сл.
21:0 0.8 СЛ. « л. 4.0
22:0 4.9 9.6 4.6 12.0
22: 1 сл. СЛ. СЛ. 4.0
23:0 5,4 16.9 4.6 8-0
23=1 сл. СЛ. СЛ 2.0
2-1:0 15.6 45.3 13,6 8.0
24:1 6,6 4.8 7,1 16.0
25:0 6-6 10.1 6-1 6.0
25=1 1.6 1 .7 I .8 2.0
26:0 1.6 4.8 2.5 4.0
26: 1 11.1 2.0 >0.0 18.0
27:0 1.5 СЛ. 2.9 СЛ.
27: 1 1 .8 сл. 3.2 сл.

насыщенны ՝ 76.9 91.5 74.3 58.0

длинноне- 
почечныс* 46.4 68.7 47-2 54-0

Примечание. * Жирные кислоты с С2= по С2?. сл.—следовые количества (ме
нее 0,5%).

нормальные жирные кислоты (более 70% всех нормальных кислот). 
Что касается гндроксикислот, то в Ц они в основном насыщенные 
(92% от суммы гндроксикислот), а в СЦ—значительно менее насыщен- 
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ные (58% от суммы гидроксикислот). Обращает на себя внимание 
довольно низкое относительное содержание нервоновой кислоты 
(24:1) в обоих липидах опухоли (7%).

Ц и их сульфоэфиры обнаружены и в исследованных внемозго- 
вых опухолях (невриноме и менингиоме). В невриноме содержание 
Ц и СЦ немного больше, чем в менингиоме (табл. 1). В отличие от 
внутримозговых опухолей, в невриноме и менингиоме отмечено су
щественное преобладание Ц над СЦ—в 2 раза.

Ц невриномы и менингиомы содержат галактозу и глюкозу, при
чем в первой глюкозы в 3 раза больше, чем галактозы, а во второй 
оба с.хара содержатся' в одинаковых ли. и В менки номе
Сидсрж ч՛: < фр, кции Ц с нормальными жч։..-,м1| кислотами и фрак
ции Ц с гидроксикислотами примерно одинаково, тогда как среди Ц 
невриномы примерно в 1,5 раза больше Ц с нормальными кислотами.

Исследованные опухоли существенно отличаются по содержанию 
и состав}' Ц и СЦ от белого и серого вещества головного мозга че
ловека в норме (табл. 1, 2). В общих чертах эти различия сводятся 
к следующему:

а) содержание обоих гликолипидов намного ниже в опухолях։ 
головного мозга, чем в сером веществе мозга. Так. например, в глио
бластоме в 5 раз меньше Ц по сравнению с серым веществом и бо
лее чем в 45 раз по сравнению с белым веществом мозга. Содержа
ние СЦ в этой опухоли по сравнению с белым веществом в 10 раз 
меньше. В астроцитоме концентрация обоих гликолипидов ниже поч
ти в 14 и 3.5 раза соответственно по сравнению с серым веществом 
(табл. 1).

б) для опухолей головного мозга характерно иное, чем в нормаль
ной ткани мозга соотношение между Ц и их сульфоэфирами. Как из
вестно, в головном мозгу в норме содержание Ц в несколько раз 
превышает содержание СЦ (9]. тогда как в глиобластоме содержа
ние СЦ более высокое, чем их предшественников, а в медуллобласто
ме и астроцитоме содержание обоих гликолипидов близкое. Анало
гично повышенная доля СЦ по отношению к Ц обнаружена в линии 
клеток глиом мыши, индуцированных химическими веществами [9]. 
Интересно отметить, что. несмотря на преобладание Ц над СЦ в ме
нингиомах и невриномах, соотношение Ц/СЦ в этих внемозговых 
опухолях существенно меньше, чем в норме (табл. 1).

в) особенностью исследованных опухолей кроме менингиом яв
ляется более высокое содержание глюкоцереброзидов по сравнению 
с галактоцереброзидами (в менингиоме уровень этих Ц одинаков, 
табл. 1). В норме в головном мозгу взрослых млекопитающих и че
ловека Ц содержат в основном галактозу и очень мало глюкозы [17]. 
Как в сером, так и в белом веществе преобладают галактоцеребро
зиды над глюкоцереброзидами более чем в несколько сот раз [14]. 
Полученные нами результаты согласуются с теми немногочисленны
ми данными, которые имеются в литературе. Так, есть сообщения о 
снижении концентрации Ц и СИ в глиоме 0-25 и С-261 мыши [18] 
п в линии клеток глиомы 0-54 Мк человека [19]. Показано, что в 
глиоме мозга мыши увеличена концентрация гликоцереброзидов по 
сравнению с нормальным мозгом [18].

г)՜ состав жионых кислот Ц и СЦ глиобластомы заметно отли
чается от нормы. Так. для глиобластомы характерно относительное 
низкое содержание нервоновой кислоты в обоих липидах, в результа
те чего отношение 24:0/24:1 равно 2 по сравнению с 0,4 в нормаль
ном мозгу [20]. В литературе мы не нашли данных о составе жир- 
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пых кислот Ц и СЦ опухолей головного мозга человека. Только в 
одной работе говорится о возможном изменении состава их жирных 
кислот в липни клеток глиомы 0-54 человека на основании кос
венных показателей—.подвижности гликолипидов на ТСХ [19].

Данные по Ц и СЦ внемозговых опухолей человека (невриномы 
и менингиомы) в литературе практически отсутствуют. Эти опухоли, 
ио-видимому, имеют некоторые особенности гликолипидного соста
ва. Известно, что невринома образуется из шванновской клетки. Пред
ставляло бы интерес сравнить содержание и состав гликолипидов не
вриномы с неврилеммой. Однако таких данных в литературе мы не 
нашли, но есть сведения о гликолипидах аксолеммы. выделенной из 
мозга крысы [16]. По сравнению с приводимыми в этой работе дан
ными в невриноме содержание Ц и СЦ значительно более низкое. О 
более низком содержании Ц в невриноме по сравнению с нормой 
сообщается в одной из опубликованных работ [23].

Интересно отмстить, что выявленные в опухолях существенные 
отличия от нервной ткани в содержании и составе Ц и СЦ в значи
тельной мере лишают опухоли головного мозга специфических для 
нервной ткани особенностей состава этих гликолипидов. Это хорошо 
согласуется с современными представлениями о злокачественнной 
трансформации клеток как о процессе, связанном с их недоразвити
ем в ходе гистогенеза или дедифференцировкой [22, 23].

Представляется важным дальнейшее детальное изучение глико
липидов, прежде всего с длинной углеводной цепью, в злокачествен
ных опухолях мозга с целью выявления характерных для трансформи
рованных клеток индивидуальных гликолипидов. Такого рода иссле
дования, особенно проведенные с использованием современных имму- 
нохимичсских методов существенны для понимания роли гликолипи
дов в процессах злокачественной трансформации и клеточного узна
вания.

STUDIES OF THE LEVEL AND COMPOSITION OF 
CEREBROSIDES AND SULFOCEREBROSIDES IN HUMAN 

BRAIN TUMORS
LEVITINA M. V., VASIL EV A. A.

L M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, USSR Academy 
of S- l-nce՝, Leningrad

This paper describes measurements of the content and composition 
of cerebrosides and sulfoccrebrosides in five types of human brain tumors 
(glioblastoma, astrocytoma, medulloblastoma, neurinoma and meningio
ma) as well as in white and gray matter of the normal human brain. All 
studied tumors have an extremely low level of both glycolipid types as 
compared with normal white and gray matter. The fractional composi
tion of cerebrosides in these tumors also shows marked differences. The 
tumors contain high levels of glucocerebrosides. There is an increased 
proportion of saturated norma) fatty acids in cerebrosides and sulfocere
brosides of glioblastoma as compared with normal brain. These results 
arc discussed in connecion with the hypothetical role of altered glycolipid 
metabolism in malignant tissue transformation.
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ВЛИЯНИЕ ГИПОТАЛАМИЧЕСКИХ БЕЛОК-ГОРМОНАЛЬНЫХ 
КОМПЛЕКСОВ НА ФУКОЗИЛИРОВАНИЕ

ГЛ И К О П Р ОТЕ И Н О В Г И П И О КАМП А
УДК 577.171.55

.СААКЯН С. А.. ‘ГРЕКШ Г., СААКЯН Ф. М„ СРАПИОНЯН Р. М., 
«ЙОРК Р., ГАЛОЯН А. А., «МАТТИЕС А.

Институт экспериментальной биологии АН Армении. Ереван 
"Институт фармакологии и токсикологии. Медицинская Академия ГДР 

••Институт нейробиологин и исследований мозга, АН ГДР, Магдебург

Изучено влияние ряда карлноактивных гипоталамических соединений на фуко- 
знлироваиие гликопротеинов гиппокампа крыс. Установлено, что одна из форм ней
рогормона «К» (яКз) в значительной степени подавляла процесс фукозилирования. 
Коррелирующие данные были получены при изучении действия этого же соедине
ния на изменение активности фукокиназы.

Получены результаты, свидетельствующие о возможном участии предшествен
ника нК<—БНК (белка-носителя к.’йрогормоиа »К») в процессах обучения и за
поминания.

В течение продолжительного времени (более 25 лет) накоплен 
фактический материал, свидетельствующий о наличии в магноцел- 
люлярных ядрах гипоталамуса трех специфических белок-гормональ- 
ных комплексов [1—3]. Указанные белок-гормональные комплексы 
(БГК) идентифицированы как биохимические системы, осуществля-. 
юшис химическую регуляцию метаболизма функций головного моз
га и ряда висцеральных органов. При диссоциации БГК было уста
новлено, что высокомолекулярные соединения являются гликопроте
инами, а нековалентно связанные с ними кардиоактивные гликопепти
ды, ранее обнаруженные в том же регионе мозга, кардиотропными 
нейрогормонами, условно обозначенные «К», «С», и «Г» (4]. Иссле
дование физико-химических и структурно-функциональных свойств 
обнаруженных гликопротеинов наряду с достоверными данными ра- 
диоиммунохимпчсског՜ •'нал1՛ ՜։ 'Р1! \1 т՛՛-ржт-?ст существование
новых нейроспепифических гликопротеинов Г-3].

При изучении деградации предварительно денатурированных 
гликопротеинов протеолитическими ферментами [5, 6] обнаружены 
и идентифицированы кардноактивные триптические фрагменты, по
казано участие этих биоактивных соединений в пяле метяб-злических 
процессов: ингибиции Са2' -тока, регуляции внутриклеточного уров
ня циклических нуклеотидов, гликолизе и гликогенолизе, высвобож
дении и захвате катехоламинов.

Совокупность приведенных данных свидетельствует о том, что 
эти гликопротеины щ’Л'чо-е" •••• тпльчо ио<-н-.... мн но ч предшест
венниками некоторых биологических соединений, включая прогормо- 
нальные формы нейрогормонов «К», «С» и «Г».

Котрансляционное и/или посттрансляционное гликозилирование 
полипептидных цепей является основным результатом модификации 



макромолекулярной структуры и/или функции ферментов, рецептор
ных молекул и других функциональных белков, участвующих в раз1 
личных клеточных процессах. Среди модифицированных гликопроте
инов наиболее изученными в функциональном отношении (в особен
ности в дифференциации или развитии клетки) являются (фуко)-гли
копротеины. Впрочем, вопрос биосинтеза олигосахаридиой цепи и ме
ханизм влияния его модификаций на фукозилирование гликопротеи
на остается еще в значительной степени не выясненным [7—9]. 
Меченая L-фукоза, как оказалось, является удобной моделью пред
шественника для изучения изменений в биосинтезе (фуко)-гликопро
теинов, так как, по-видимому, не включается интенсивно в другие 
гликоконъюгаты [10]. Включение фукозы в гликопротеин является 
последним этапом, завершающим процессинг олигосахаридиой цепи. 
При этом перемещение фукозы под действием фукозилтрансферазы 
в терминальный невосстановленный остаток [II] олигосахаридиой це
пи происходит после ее активации под действием специфических фу
кокиназ [12, 13].

Исходя из участия в ряде метаболических процессов упомяну
тых выше гипоталамических белок-Гормональных комплексов, мы 
предположили о возможном моделирующем действии этих нейрогор
монов, их предшествующих и препрогормснал! вых форм на фуко .и- 
лнроваиие глиопротеинов мозга и на активность фукокиназы, что ста
ло целью настоящего исследования.

Материалы и методы
Эксперименты проводили на “-недельных крысах-самцах хинин 

Wlsfar массой 210—2-10 г. Их содержали в стандартных лабооатотч-г: 
условиях группами по 10 особей в клетке без ограничений пищи и 
воды. После декапитации из гиппокампа готовили срезы толщиной 0,5 
мм, нарезая структуру перпендикулярно к ее продольной осп. В каж
дом эксперименте инкубировали по 3 среза из одного гиппокампа в 
контрольных условиях и при наличии исследуемых веществ. После 
предварительной инкубации в течение 15 мин в 0,8 мл инкубацион
ной среде, содержащей (в мМ) NaCl—134, NaHCOs—16, СаС12—0,75; 
КН2РО<—1,24, MgSO.t—1,3, глюкозы—10, pH—7,4, исследуемые об- 
р.г’цы добавляли к инкубационной среде 1։ объеме 100 мл. Среду 
контрольных срезов доводили до общего объема 0,9 мл. Спустя 10 мин 
добавляли 2 мкК 1.-[6-3Н] фукозы (16.8 Ки.'ммоль; «New England 
Nuclear») в инкубационную среду. Конечная концентрация меченого 
предшественника составляла 10 мМ. В ходе эксперимента инкуба
ционную среду аэрировали (95% О2, 5% СО2); время включения ме
ченой фукозы составляло 1 ч. Далее проводили гомогенизацию тка
невых срезов в 0,3 мл 0.1 н. NaOH. Белки осаждали добавлением 
к 0.2 мл гомогената 0.5 мл охлажденной во льду 12%-ной ТХУ. По
лученный осадок промывали последовательно дважды 6%-ной ГХУ. 
водой, этанолом и растворяли в 0.3 мл гидрохлорида гуамина при 50°. 
Радиоактивность препаратов, растворенных в смеси диоксана, содер
жащего сцинтиллятор (6 г РРО, 0.2 РОРОР. 100 г нафталина) в со
отношении 1:1, измеряли на сцинтилляционном спектрометре. Содер
жание белка в препаратах определяли по методу Lowry и соавт. [14], 
где в качестве стандарта использовали БСЛ. Чтобы вычислить ско
рость включения (пмоль фукозы/мг белка/ч), удельная радиоактив
ность всех белков (d. р. m мг ՛) была скорректирована величиной 
радиоактивного предшественника в инкубационной среде с исполь
зованием следующего уравнения:
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D б.р.т.Хмг белок—IXr—1Г\ —— ' 1 -•
б.р.т.Хпмоль предшественник՜2 (среда) 

где iR—нерастворимый белок, р—число распадов в мин.
Активность фукокиназы (В. С. 2. 7. 1. 52) определяли путем Изме

рения перехода [’■’С] 1-фукозы в 1 [|4С] фукозу-1-фосфат, в растворимой 
фракции ткани головного мозга крыс, по методу, описанному в лите
ратуре для различных тканей [12, 15, 16]. и модифицированному нами 
применительно к ткани головного мозга [17]. Ткань головного мозга 
крысгомогеннзировали в 9 объемах 77,5 мМ TAPS буфера, pH 8,5. Го
могенат центрифугировали при 20000 g в течение 45 мин. Полученная 
надосадочная жидкость служила источником фермента. 200 мл этой 
фракции доводили до 320 мл инкубационной смеси, содержащей в 
мМ: TAPS—50; ATP—4,8; MgSO4—5,8; KF—84 и 33 pM 1-фукозы- 
1 [l4C] (57 мКи/ммоль; («Radiochemical Centre Amersham», Англия), 
разбавленный 1-фукозой до 10 м Di/ммоль). После 45 мин инкуба
ции при 37° ферментативную реакцию прекращали, смесь переноси
ли на колонку с Dowex (2x8, 200—400 меш, 30X5 мм), активирова
ли 10 мл раствора, содержащего 190 г формиата аммония и 54 г 
85% муравьиной кислоты на 1 л, pH- 7,5. После эгого колонку про
мывали 10 мл 10 мМ формиата аммония, pH 7,5 и 0,5 мл раствора,, 
содержащего 0,1 М НС1 и 0,2 М КС1, для удаления непревращенной 
[|4С]фукозы. Далее 1-[,4С] фукоза-1 -фосфат элюировали 2 мл раст
вора, содержащего 0,2 М НС1 и 0,2 М К.С1. К 1 мл полученного элюа
та прибавляли 1 мл воды и 12,5 мл диоксана, содержащего сцинтил
лятор, и измеряли в жидком сцинтилляционном спектрометре. Актив
ность фукокиназы выражали в пкмоль 1 [14С] фукоза-1-фосфат/мг бел- 
ка/ч.

Результаты и обсуждение
При исследовании влияния нейрогормона (ИКз). белков-носи

телей (ЫIC, БИК) и их ipnii t пческих фрагментов (ТфЫП ... 
ГфБНГ5) на фукозплировапне гликопротеинов гиппокампа крыс бы
ло найдено значительное уменьшение включения фукозы при инку
бировании тканевых срезов в присутствии 0,1 ц.М ТфБНГ$ и 10 иМ 
БЫК (рис. 1). Остальные соединения не оказывали заметного влия
ния на включение [3Н]фукозы в гликопротеины гиппокампальных 
срезов.

Как видно из рис. 2, БЫК, который уменьшал в значительной 
мерс фукозплировапне гиппокампальных гликопротеинов, вызывает 
в тех же концентрациях ярко выраженное ингибирование активности 
фукокиназы. Остальные исследуемые кардиоактнвные соединения нс 
изменяли активности фукокиназы. С учетом литературных данных 
[17, 18], свидетельствующих о многоэтапном процессе превращений 
фукозы перед включением в гликопротеины, и вышеописанных фак
тов можно допустить, что ингибирующее действие БНК на актив
ность фукокиназы и соответственно фукозилирование гиппокампаль
ных гликопротеинов происходит на 1 этапе превращения фукозы— 
образовании фукозы-1-фосфата.

Известно много работ о взаимосвязи процессов фукозилнрова- 
ния и механизмов, лежащих в основе формирования длительной па
мяти [17, 19—21, 26]. Одновременно установленные взаимосвязь и 
взаимодействие нейропептидов и «классических» нейромедиаторов в 
деятельности мозга также делают правомерным постановку вопроса; 
об их роли в интегративных процессах обучения и памяти [25, 24].
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Рис. 2. Действие кардиоактивиых 
соединений на изменение активно

сти фукокнназы

Рис. /. Действие кардиоактивиых 
соединений на включение фукозы 
в гиппокампальные срезы (л=6). 
Здесь и на рис. 2 по оси абсцисс 
—концентрация исследуемых ве
ществ. в М. БИС—белок-носитель 
нейрогормона «С», 
тический фрагмент 
нейрогормона «Гз», 
тический фрагмент

ТфБНГц—грин- 
белка-носителя 
ТфБНГ։—трип- 
белка-ноентеля

нейрогормона <Г։», и Кл—нейрогор 
мон «Кд». БИК—белок-носитель

нейрогормона «К».
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В свете ■ сказанного представляют интерес полученные нами ра
нее данные, демонстрирующие участие кардиоактивных соединений 
мозга в пресинаптической регуляции высвобождения катехоламинов. 
Изучение влияния этих соединений на нейромедиаторные соединения 
мозга может способствовать выявлению механизмов их действия на 
процессы обучения и памяти. Исследования в этом направлении бы
ли связаны с разработкой поведенческих методик [22, 23].

Полученные результаты свидетельствуют о корреляции специфи
ческого ингибирования фукозилирования гиппокампальных гликопро-. 
теинов и потери памяти под действием БНК.

В сочетании с вышеприведенными данными результаты исследо
вания поведенческих навыков и формирования соответствующих сле
дов памяти могут служить признаком участия кардиоактивных БГК 
в механизмах их регуляции различных форм деятельности мозга.

Авторы приносят свою благодарность Ангелике Ранхел за тех
ническую помощь.

INFLUENCE OF HYPOTHALAMIC PROTEIN-HORMONE 
COMPLEXES ON HIPPOCAMPAL GLYCOPROTEIN FUCOSYLATION

SAHAKIaN S. A., *GRECKSCH G., SAHAK.1AN F. M , SRAP1ONIAN R. M., 
”JORK R., GALOYAN A. A., ••A1ATTH1ES H.

G. Ch. Bunafyan Institute of Biochemistry, Academy of Sciences of the Armeni
an SSR, Yerevan, ’Institute of Pharmacology and Toxicology, Medical Academy Mag
deburg, G DR, ••Institute of Neurobiology and Brain Research, Academy of 

Sciences of the GDR, Magdeburg, GDR

We have studied the effect of several cardioactive hypothalamic com
pounds on lucosylation of glycoproteins in rat hippocampus. We have es
tablished that one form of neurohormone К (nl<3) is a strong fucosyla- 
tion inhibitor. Similar data were obtained when the effect of this compo
und on fucosinase activity was studied. We have evidence that PCX,, pre
cursor and protein carrier of neurohormone K, may play a part in learn
ing and memory.
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НЕИРОХИГН/М

УДК 612.822.1:577.157

РАЗЛИЧИЯ В СТАБИЛЬНОСТИ аа и уу ИЗОФЕРМЕНТОВ 
ЕНОЛАЗЫ МОЗГА ПРИ ИНКУБАЦИИ

С ЦЕНТРАЛЬНЫМИ СОЛЯМИ
НАЗАРЯН К. 15., КАРАПЕТЯН Н. Г., КАЗАРЯН Б. А.

Институт экспериментальной биологии АН Армении, Ереван

Показано, что иейроспецифический изофермент енолазы уу обладает большей 
по сравнению с нейронеспецифнческой аа-фор.мой устойчивостью к инактивирую
щему действию солей одновалентных металлов в различных условиях, в том числе 
и близких к физиологическим. Установлено, что причиной инактивации ферментов 
является диссоциация димеров енолазы на мономеры.

Енолаза (2 фосфоглицерат лиаза КФ 4.2.1.11) в ЦНС млекопи* 
тающих представлена двумя гомодимерными изоферментами аа и уу, 
являющимися продуктами различных генов, уу Енолаза (нейроспе- 
цифическая енолаза) в норме локализована исключительно в нейро
нах и некоторых клетках нейроэктодермального происхождения, аа 
Енолаза (иейронеспецифическая енолаза) обнаружена в основном в 
глиальных элементах. Она сходна с енолазой печени и других орга
нов [1, 2]- Биологическая целесообразность существования в ЦНС 
иммунологически отличных двух изоферментов енолазы, один из ко
торых уникален для НС, остается невыясненной.

Изучение физико-химических и каталитических свойств енолазы 
показало, что аа и уу изоферменты имеют очень близкую молекуляр
ную массу, одинаковый субъединичный состав, но сильно различаются 
по значению ИЭТ—7,0 и 5,2 соответственно [3, 4]. Величина К для 
субстратов—2 фосфоглицерата и фосфоенолпирувата, pH и темпера
турный онтимумы катализируемой реакции существенно не отлича
ются [5]. Рядом авторов выявлена большая устойчивость уу енола
зы к инактивирующему действию солен, температуры, давления [0— 
8]. Однако по какому механизму происходит инактивация и в чем 
причина большей устойчивости уу изофермента до настоящего време
ни нс было известно. Кроме того, не ясно, имеют ли место установ
ленные эффекты . << е. . поскольку они получены в условиях, дале
ких от физиологических.

Поэтому целью настоящей работы была попытка установить воз
можный механизм инактивации <•։։ и уу изоферментов енолазы нерв
ной ткани при воздействии на них высоких концентраций солей одно
валентных металлов, а также изучить действие указанных солей на 
устойчивость изоферментов в модельных условиях, близких к фи
зиологическим.
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Материалы и методы

Для получения <■<< i: изоф. рм-птов енолазы использовали тка
ни головного мозга крупного рогатого скота. Очистку проводили по 
методике, описанной рапсе i-lj. Мо г очпщ;.:и от сосудистых оболо
чек, гомогенизировали в 0,01 М трис-фосфатном буфере (pH 7,4) с 
3 мМ MgSOi (буфер «А»), центрифугировали 60 мин при 6000 ". Из 
экстракта водорастворимых белков получали фракцию (Р-60) при на
сыщении сульфатом аммония от 40 до 60%. ИОХ проводили на ко
лонках с ДЭАЭ-ц (pH 7,4 и pH 5,3) КМ-целлюлозой (pH 6,5). Даль
нейшую очистку продоинли . ;о.м г.ль-фпльтр: пни с сефадексом 
G-150 и препаративного э.'к ктр..форе а в блок, с ПААГ. Белок опре
деляли по методу Lowry. Енолазную активность определяли спектро
фотометрическим методом при длине волны 240 нм, используя в ка
честве субстрата натриевую соль 2 фосфоглицериновой кислоты 
(«Boeringer», ФРГ).

Гель-фильтрацию проводили в колонке 1,5x80 см с сефадексом 
G-150 («Pharmacia», Швеция). Гель уравновешивали 0,01 М трнс- 
фосфатным буфером, pH ՛ Для изучения действия солей на про
цесс диссоциации изоферментов готовили подобные колонки, уравно
вешенные буферами: а) 0,01 М трис-фосфат, pH 7,4 с 1 М NaCl; 
б) 0,01 М трис-фосфат, pH 7,4 с 1 М LiCL На колонку наносили 2 мл 
пробы, содержащей 1 мг фермента и 5 мг БСА в качестве маркера; 
Элюцию проводили соответствующим буфером со скоростью 8 мл/ч. 
Измеряли объем элюции белков с колонки. БС.А выходит в опреде
ленном объеме, независимо от буфера, в то время как объем элюции 
енолазы с колонки увеличивается в присутствии солей. Проводили 
также серию подобных экспериментов с 3 мМ MgSO.|.

Дифференциальные спектры измеряли на спектрофотометре 
Specord М-40) («Carl Zeiss», ГДР). Для компенсации поглощения 
буфера в раствора соли спектры снимали в системе из четырех кювет 
(две контрольные и две—для сравнения) с длиной оптического пути 
по 10 м.м [10], Перед измерениями проверяли равенство оптических 
плотностей кювет, заполняя их попарно раствором буфера. Исследу
емые белковые растворы тщательно диализовали против буфера «А» 
и центрифугировали 30 мин при 22000 g. Концентрацию белка опрс-. 
деляли по поглощению при 280 нм, соблюдая строгое равенство кон
центраций белка в обеих кюветах (0,3 мг/мл).

Дифференциальные спектры снимали после внесения в испытуе
мую белковую кювету 0.5 мл раствора NaCl так, чтобы конечная 
концентрация соли в кювете составляла 0.5 пли 1 М. Для выравни
вания концентраций белков во вторую кювету с ферментом добавля-. 
ли 0,5 мл буфера, а для компенсации поглощения соли в контроль՝ 
ную кювету с буфером добавляли такой же объем раствора соли. И 
мерения провози in в кюветах, термостатированных при 37°. Полу
ченные таким образом дифференциальные спектры для пары димер 
-i-соль—димер сравнивали с дифференциальными спектрами моно
мер—димер для обоих изоферментов. С целью получения мономеров 
(удаления Mg2 к изоферментам енолазы добавляли ЭДТА до кон
центрации 5 мМ (при этом поддерживали значение pH 7,4). Комп
лекс Mg+ЭДТА удаляли посредством 8-днсвн.ло диализа при 4° 
с ежедневной сменой буфера (7 литров 0,01 М трис-фосфата, pH 7,4). 
Использовали пластиковую посуду и бидистиллированиую воду. В 
пробах мономеров аа и уу изоферментов енолазы определяли оста
точный Mg2 [И]- Электрофорез мономеров проводили в 7,5%-ном
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ПААГ в присутствии 1 мМ ЭДТА. Гели денситометрировали на спек
трофотометре Бресогб М-40, в белковых срезах определяли енолаз
ную активность.

Величины К аа и уу изоферментов определяли после ковалент
ного связывания с ними флуоресцентного красителя флуоресцеин 
изотиоцианата (ФИТЦ), который практически не влияет на енолаз 
ную активность. Затем определяли анизотропию флуоресценции м . 
ченых белков [12] различных концентраций в 50 мМ имидазол-НС 
pH 7,3 с 3 мМ М"С12, после чего рассчитывали величину К Усто. 
чнвость указанных изоферментов в условиях, моделирующих ф.. 
логические, определяли после их инкубирования в среде с 0,01 М 
фосфатным буфером, pH 7,0, 0,15 М КС1 при 38°. Содержание бел
ка в среде было 10 М [13—15].

Результаты и обсуждение

В предыдущей работе нами показано, что аа и уу изоферменты 
енолазы головного м.олга кру.пкло рога.ого скот ооладаю. неодина
ковой устойчивостью к инактивирующему воздействию высоких кон
центраций солей одновалентных металлов [8]. Наиболее сильные 
различия в большей устойчивости уу изофермента были выявлены 
«ри инкубации в растирал и ։.<.։ в .диапазоне концентра
ций 0,8—1,2 М. Можно предположить, что эти различия объясняют
ся неодинаковой степенью диссоциации димеров аа и уу в растворах 
с высокой ионной силой. Для проверки этого предположения в на
стоящей работе был использован метод гель-фильтрации на сефадекч 
се 6-150, уравновешенном 1 М раствором ИаС1 в 10 мМ трис-фос- 
фатном буфере, pH 7,5 при 25°. Если при этом димер енолазы днссо-, 
Цнируст на мономеры, то есть равновесие типа димерч*2 мономера 
смещается вправо, то наблюдается увеличение элюционного объема 
фермента. Другие эффекты типа конформационных изменений субъ
единиц фермента при э.с.» ежпдьк-т.л |:е....::Ч1гк-.ч»ные, так как по
казано, что мономер енолазы представляет собой плотно упакован 
ную молекулу, коюрал и. - раз, .ос;֊..» . растворе 1 М 1\’аС1, а 
если даже подобное «разрыхление» имеет место [16], то это должно 
привести к уменьшению, а нс увеличению объема элюции. Для бо
лее точного определения объема элюции в качестве «внутреннего» 
стандарта использовали расгвор ЬС ,, который как видно из рис. 
1, а, не меняет объем элюции в прнсу тд;.шп I д:аС1. ..... о
на рисунке, объем элюции аа енолазы в растворе I М №С1 увели
чивается н/ 12 мл по грал.гс коп. роле;,;. ото свидетельствует 
в пользу предположения о смещении равновесие < ат^а+а вправо. В 
то же время объем элюции уу изофермента меняется лишь на 2,5 мл, 
то есть сдвиг равновесия ууч^у+у выражен значительно слабее. В 
литературе существуют данные, указывающие на то, что димер ено
лазы стабилизируется Мд4 [17], следователь;.о, если указанный эф
фект связан с диссоциацией димерной молекулы енолазы на .мономе
ры, то добавление в среду Мд4 должно уменьшить изменение объе
ма элюции. Действительно, как видно из рис. 1, б, увеличение объема 
элюции при гель-фильтрации в колонке, содержащей кроме вышеука
занных ингредиентов 3 мМ составляет всего 5 мл для аа изо
фермента, а у уу изофермента это! :;оьем практически нс меняется.

Как показано ранее, соли 1.1 обладают наиболее сильным инак
тивирующим действием на оба изофермента енолазы, что обусловив-



Рис. I. Ге.ть-филы рация «а и ту изоферментов енолазы, а—в присутствии I М 
л.|' I. о—М Кэ С1 л ■՛ .՝<•՝’> Л1оЗО|. 1 М 1лС1. В контрольном варианте колонка 

не содержала соли. По оси абсцисс—объем элюции в мл



но, по всей видимости, особенностями его хаотропного действия [8]. 
Применение хлорида лития для проведения эксперимента, аналогич
ного вышеописанному, показало, что аа и уу изоферменты инактиви
руются в значительно большей степени, чем при воздействии ПаС! 
(рис. 1, в). Однако максимальная разница в сдвиге объема элюции 
между аа и уу изоферментами наблюдается при использовании №С!, 
Подобная картина была получена ранее при изучении действия этих 
солей на активность изоферментов енолазы. Исходя из этой серии 
экспериментов, можно с определенной вероятностью утверждать, что 
мономеры уу енолазы ассоциированы в димер более прочно, чем аа 
енолазы, а это является причиной большей устойчивости первой.

Для подтверждения предположения о том, что причиной инакти
вации енолазы является обратимая диссоциация димера, нами был 
применен метод дифференциальной спектроскопии, позволяющий не
посредственно зарегистрировать изменение равновесия мономер—ди
мер. Такая регистрация возможна только в случае наличия диффе
ренциального спектра между мономером и димером изоферментов 
енолазы. Для получения мономеров препараты аа и уу изоферментов 
подвергали длительному диализу с ЭДТА для связывания М"2 ко
торый, по литературным данным, ответствен в основном за стабили
зацию димерной структуры [17]. Полученные таким образом а и у 
мономеры в паре с соответствующим димером аа и уу дают диффе
ренциальные спектры в диапазоне длин волн 230—330 нм (рис. -2,

Рис. 2. Дифференциальные спектры изофер
ментов енолазы, а: 1—димер аа против моно
мера а, 2—димер аа против аа+0,5 М №С1: 

о՜.- I—димер уу протии мономера у. 2 -димер 
уу протии уу + 0.5 М №С1, .?—димер уу про

тии уу+1 М ЫаС1
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а, б). При этом максимумы дифференциальных спектров ап изофер
мента регистри; ог. >лн ՛. при ?-">3 и 311 нм. а минимум при 282 нм; 
для уу изофермента максимумы наблюдались при 257 и 310 н.м. а ми
нимум—при 285 нм. Дифференциальные спектры димеров изофермен
тов, регистрируемые против соответствующих димеров, инкубирован
ных в раствопе \;С1. ан?л:.гпчны . нфФ*'- нци -льнсму спектру пары 
димер-мономер. Причем это сходство имеет концентрационную зави
симость. Дифференциальный спектр па енолазы появляется при ин-* 
кубации в растворе 0,5 М NaCl. в то время как спектр уу енолазы в 
этих условиях имеет менее выраженные экстремумы, что свидетель
ствует о более сильном смете•hi'h равно:՝՛ сия димер —2 мономера в 
сторону образования мономеров зля • • * енолазы. Для уу изофер
мента заметный дифференциальный спектр появляется лишь при уве
личении концентрации NaCl до ’ М (пне. •!. б> Полученный эффект 
диссоциации димеров енолазы на мономеры, наблюдаемый через по
явление дифференциальных спектров качественно очень близок к эф
фекту изменения объемов элюции при гель-фильтрации на сефадек
се G-150. Таким образом, при помощи двух независимых методов уда
лось показать более прочную ассоциацию уу енолазы в димер по 
сравнению с аа енолазой тканей головного мозга. Об этом также 
свидетельствуют изученные нами методом анизотропии флуоресцен
ции величины К., «а и-»у изоферментов. Ферменты метили ФИТЦ 
при концентрации 20—40 мМ и разбавляли буфером, пока интенсив
ность флуоресценции образцов была определяемой. Измеряли изме
нение анизотропии флуоресценции. При разбавлении меченых фермен
тов, то есть с уменьшением концентрации белка в кювете, наблюда
лось уменьшение анизотропии флуоресценции, что свидетельствует о 
диссоциации молекул [18]. Поскольку изоферменты енолазы являют
ся димерами, то полученные данные сравнивались с теоретическими 
для равновесия типа димер ч=^2 мок-’мсра Расчеты показали, что ди
мер аа енолазы имеет значительно более низкую стабильность 
К 3-Ю*4 М в имида < т* пом буф-՛՝-* •-. ппи'-мтетвпи 3 мМ МяС1». Дпмо ’ 
уу енолазы в тех же условиях обладает высокой стабильностью и 
имеет К 3-Ю ՜' М (рис. 3). Когда эксперимент повторяли в присут
ствии 50 мМ ЭДТА, молекулы которого связывали Mg2 ՛ в среде, то 
процесс диссоциации димеров енолазы нч ՝•-■՝■•՛*м'*'՝.ы наблюдался при 
более высоких концентрациях фермента. Так, для уу енолазы К 
стала равна 10 ' М. Поскольку эти данные были получены без при
менения высоких концентраций солей, возможно, что они в некоторой 
степени отражают ситуацию in vivo. Если учесть, что физиологиче
ская концентрация енолазы в нервной клетке составляет величину по
рядка 10 М. то очевидно, что при этом аа и уу изоферменты нахо
дятся большей частью в виде димеров. Однако полученные данные 
показали, что достаточно небольшого изменения условий, чтобы за
метная часть аа изофермента перешла в неактивное мономерное со
стояние.

Чтобы выяснить, имеет ли место диссоциация изоферментов ено
лазы па неактивные мономеры в физиологических условиях, был про
делан следующий модельный эксперимент. Изоферменты енолазы в 
концентрации 10 М инкубировали в 0,01 М фосфатном буфере, pH 
7,0 с 0,15 М KCI при температуре 38°. Максимальное время инкуба
ции в этом растворе составляло 5 суток, так как время полужизни 
большинства белков НС нс превышает этого срока. Как видно из рис. •
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ТУ изофермент при таких условиях инкубации сохраняет свою пер^ 
воначальную активность, в то время как ач изофермент практиче
ски полностью инактивируется. Исходя из этого эксперимента, .мож
но предположить, что и в физиологических условиях в нейронах и в 
нейроглии уу енолаза обладает большей устойчивостью к инактива
ции, которая, вероятно, происходит по уже изученному механизму 
диссоциации па ферментативно неактивные мономеры.

Рис. .3. Записимость анизотропии флуоресценции меченых ФИТЦ изоферментов ено
лазы от концентрации фермента. /—«<< в присутствии 3 мМ М"С|5. 2—ГУ и ирисут- 
степи 3 м.М ՝1"С|». уу в присутствии 3 мМ МрС|֊-|-50 мМ ЗДТА в имидазэль- 
ном буфере. pH 7.3 при 20". Величина К с1 димер -2 мономера для случи.՝։։ 1. ՝. 3 

равны 3-10 “. 3- |<!-г, 3- 10-', 10-6 ,М соответственно
Рис. 4. Енолазная активность аа и уу (в %) изоферментов при инкубации в при
сутствии физиологической концентрации КС1. По оси абсцисс—время инкубации, ч

Таким образом, можно утверждать, что уу изофермент енолазы 
является более устойчивым не только к воздействию высокой ион
ной силы, но и в условиях, близких к физиологическим, аа Изофер
мент является более лабильным и имеет величину К на два порядка 
выше, чем уу изофермент. Какие биологические преимущества дает 
это качество нейроспецифической енолазе, с определенностью ут
верждать трудно. Во всяком случае, это одно из значительных функ
циональных различий уу енолазы, в некоторой степени объясняю
щее причину ее существования в ЦИС.

DIFFERENCES IN STABILITY OF «a- AND yy-ENOLASE ISOZYMES 
OF THE BRAIN DURING INCUBATION WITH NEUTRAL SALTS

NAZARYAN K. 8., KARAPETYAN N. G-. KAZARYAN 8. A.

Institute of Experimental Biology. Academy of Sciences of the Armenia,
Yerevan

yy-Enolase, a netirospccific isozyme, has a higher stability (as com
pared with the att-form, a non-tr'itronospecific enzyme) to the inactivat
ing effect of monovalent metal ions under various conditions including 
conditions similar to the physiological ones. The mactivati n is due to 
dissociation of dimeric enzymes into monomers.
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НЕИЯОХИМИЛ
т. 9, № 2, 1990

УДК 577.151.042

ОСОБЕННОСТИ РЕГУЛЯЦИИ АКТИВНОСТИ 
МЕМБРА1НЕСВЯЗАННОЙ ФОСФАТЗАВИСИМОИ 

ГЛУТАМИНАЗЫ СИНАПТОСОМ И МИТОХОНДРИИ КОРЫ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА.

АМБАРЦУМЯН В. Г., ВАРТАНЯН А. Г., ОГАНЕСЯН В. С.

Институт биохимии им. Г. X. Бунятяна АН Армении. Ереван

Установлено, что стимулирующее действие цитрата (ЦТ), малеата (МТ), сук
цината (СК), М-ацетил-Е-аспартата (ЛАК) и аспартата (АК) на активность мемб
раносвязанной фосфатзависнмой глутаминазы (ФЗГ) митохондрий в присутствии 
низких концентраций Е-тирокснна (Т։) и 3.3'.5-триойод-1.-тиронина (Т3) потении 
руется сильнее, чем при применении высоких концентраций гормонов. Однако в 
синаптосомах усиление эффекта всех испытанных модуляторов наблюдается толь
ко при применении высоких концентраций Т, и Т5. а в присутствии низких кон
центраций гормонов действие СК. АЛК и АК вообще не потенцируется.

При сочетанном применении ЛК. АЛК. СК. ЦТ и МТ с фосфатом в митохон
дриях происходит 2-3-кратное усиление их действия на активность фермента, меж
ду тем как в синаптосомах действие этих соединений в присутствии фосфата не 
потенцируется.

Показано, что как в синаптосомах, так и в митохондриях усиление действия 
ЦТ, МТ и других модуляторов наблюдается в присутствии сравнительно низких 
концентраций 3,3',5-трийодтнрсоуксусиой кислоты (ТаУК). а при применении вы
соких концентраций ТзУК (0,1 мкмоль/мл), в отличие от действия Т, и Т։, пол
ностью исчезает эффект потенцирования и активность фермента падает до исход
ного уровня.

Полученные данные указывают на нендентичность регуляторных свойств мемб
раносвязанной ФЗГ синаптосом и митохондрий.

В мозговой ткани деамидирование глутамина в основном осу
ществляется ФЗГ, которая локализована как в синаптосомах, так и в 
митохондриях.

В синаптосомах она представлена только в мембраносвязанной 
форме, а в митохондриях как в связанной, так и в растворимой фор
мах [1]. Регуляция активности глуамннп-ы с участием модуляторов 
различной фи'гцологпч''ко"! цпиполы носит сложный и поливалент
ный характер [2—6]. Установлено, что тиреоидные гормоны ТГ՝ •••■ 
ляются эффективными аллостерическими модуляторами этого фер
мента и, обладая специфическим действием, занимают центральное 
место в регуляции "кт'щности как мсмбоавосвязанной. так и раство
римой ФЗГ мозга и почек крыс [6—9]. Мембрапносвязанная ФЗГ 
синаптосом и митохондрий по своим регуляторным и кинетическим 
свойствам во многом пр"Н"иппал1>но отличается от растворимой фор
мы этого фермента [6, 9, 10]. Кроме того, обнаружены отличия и в
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регуляторных свойствах глутаминазы митохондриальной и синапто- 
сомной фракции [10].

Настоящие исследования проводились с целью выявления новых 
отли-ппельпых особенностей регхлянпп акiцвиие 1 и мсмбр.-:;՛ г;- 
занной ФЗГ синаптосом и митохондрий с участием различных моду
ляторов как гормональной, так и негормональной природы.

Материалы и методы

В качестве источника фермента использовали синаптосомную и 
митохондриальную фракции, полученные из коры мозга крыс. Для 
получения синаптосом и очищенных митохондрий, грубую митохон
дриальную фракцию, выделенную по ранее описанной методике [11], 
подвергали дифференциальному центрифугированию в градиенте 
плотности сахарозы по методу Whittaker [12]. Полученные митохон
дриальную и синаптссомную фракции суспензировали в 0,2 М трис- 
НО буфере, замораживали и размораживали при —20° 6 раз. С це
лью освобождения от растворимой глутаминазы суспензии центрифу
гировали при 17000 g 30 мин. Полученный осадок митохондрий и си
наптосом суспензировали в 0,2 М трис-НО буфере из расчета 600, 
700 мкг белка в 0,5 мл соответственно и использовали в качестве ис
точника фермента.

Количество белка в фракциях определяли по методу Lowry и со- 
авт. [13]. Инкубационная среда в объеме 1,5 мл содержала 0,5 мл 
ферментного препарата. 20 мМ I -глутамина: в зависимости от пос
тавленной задачи в нее добавляли активаторы Т4 («Reanal», Венг
рия). Т-„ Ь УК («Sigma», США), АК. ЛАК. СК. НМ. МТ н 
\':гЦРО--2Н?О в различных концентрациях.

Реакционную смесь инкубировали 15 мин при 37° и постоянном 
встряхивании. Реакцию останавливали добавлением 0,3 мл 10%-пой 
ТХУ. О глутаминазной активности сулили по количеству образовав
шегося аммиака, который определяли методом Зслигсоиа в модифи
кации Силаковой и соавт. [14].

Результаты и обсуждение

В первой серии опытов нами было изучено влияние АК, ААК, 
СК, ЦТ и ДАТ на активность мембраносвязанной ФЗГ синаптосом и 
очищенных митохондрий мозга крыс в присутствии Т.(, Тз и Т3УК. 
Результаты этих исследований представлены на рис. 1, 2 и 3. Пер
воначальные точки кривых показывают активность фермента в при
сутствии АК, ААК, СК, ЦТ и МТ, добавленных в отдельности. Как 
можно заметить, вышеуказанные соединения в отсутствие ТГ стиму
лируют активность как сннаптосомной, так и митохондриальной глу
таминазы. Среди неволь ■)!:;: щ со; л пиний наиболее эффективны
ми оказались ЦТ и МТ. а наименее—АК- При одновременном добав- 

енпи АК. ААК. СК, ЦТ и МТ с различными концентрациями ТГ 
как в синаптосомах, так и в митохондриях происходит заметное по
тенцирование их стимулирующего действия. Однако, как видно из 
приведенных данных, потенцирование как в синаптосомах, так и в 
митохондриях в зависимости от концентрации ТГ и от природы вто
рого модулятора проявляется различно՛”՛ степени. Так. в снпаптосо- 
мах в присутствии низкой концентрации Т- и Т3 (0,0125 мкмоль/мл) 
заметное потенцирование наблюдается только при применении ЦТ 
и МТ, а при добавлении остальных модуляторов активность фермен-
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Рис. I. Действие АК, АЛК, СК, ЦТ и МТ (25 мкмоль/мл) на активность мембрано
связанной ФЗГ синаптосом в присутствии различных концепт раций Т«(а) и Т3(б), 
pH 8,0. /—контроль; 2—АК; 3—ААК: 4—СК; 5—ЦТ; 6—МТ. По осн абсцисс— 
концентрация тиреоидных гормонов, мМ; по осп ординат—активность фермента, 

мкмоль ЦНэ/мг белка, л=10
Рис. 2. Действие АК, ААК, СК. НТ и МТ (25 мкмоль/мл) на активность мембра
носвязанной ФЗГ очищенных митохондрий в присутствии различных концентраций 
Т.(а) и Т3(б), pH 8,0. /—контроль; 2—АК; 3—ААК; 4—СК; 5—ЦТ; 6—МТ. По оси 
абсцисс—концентрация тиреоидных гормонов. мМ; по оси ординат—активность фер

мента. мкмоль К'Нз/мг белка, п 10

та возрастает лишь за счет суммирования их эффекта, между тем как 
в митохондриях (рис. 2, а. б\ в присутствии этой же концентрации 
Т4 и Т3 потенцирование наблюдается со всеми испытанными эффек
торами, а при одновременном применении А К ААК и СК с низкой 
концентрацией как Т4, так и Т3, в отличие от синаптосом, происходит 
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многократное усиление их эффекта. Действие остальных модулято
ров потенцируется заметно слабее. В то же время при концентрации 
ТГ, равной 0,025 мкмоль/мл, как в синаптосомах, так и в митохон
дриях потенцирование наблюдается со всеми применяемыми модуля 
торами независимо от их природы и проявляется примерно в одина
ковой степени. При дальнейшем повышении концентрации ТГ степень 
потенцирования со всеми модуляторами и в синаптосомах, и в мито
хондриях постепенно уменьшается, а уровень активности практически

Рис. 3. Активность мембраносвязанной ФЗГ синаптосом (а) и очищенных мито
хондрий (б) мозга при совместном применении Т։УК с АК, ЛАК, СК, ЦТ и МТ 
(25 мкмоль/мл) pH 8,0. /—контроль; 2—ААК; 3—СК; 4—МТ; 5—ЦТ. По оси абс
цисс—концентрация Т։УК, мМ; по оси ординат—активность фермента, мкмоль 

К’Нз/мг белка, 8—10

не меняется. С точки зрения поставленной перед нами задачи, инте
рес представляет тот факт, что в синаптосомах при применении АК. 
ААК и СК с низкими концентрациями Т< и Т3 потенцирования не про
исходит и, в отличие от митохондрий, их действие в этом случае носит 
аддитивный характер. Наряду с этим можно заметить, что митохон
дриальная глутаминаза обладает более высокой чувствительностью к 
совместному действию ЦТ и МТ с ТГ и имеет более высокое зна
чение V™,.

Примечательно, что, в отличие от мембраносвязанной ФЗГ, раст
воримая глутаминаза мозга практически не активируется ЦТ, МТ, 
АК, ААК, СК, АК и ТГ, добавленными в отдельности. Однако при 
сочетанном применении этих соединений с Тз происходит очень рез
кое повышение активности фермента, а при их одновременном приме
нении с Т.։ не наблюдается сколько-нибудь заметного стимулирова
ния активности глутаминазы [6, 9]. Показано, что кинетика актива
ции мембраносвязанной ФЗГ фосфатом также отличается от раство
римой формы фермента [15, 16].

В следующей серии опытов изучили влияние ЛК, ЛАК, СК, ЦТ 
и МТ на актирщостр мембраносвязанной ФЗГ синаптосом и митохон
дрий в присутствии Т3УК. Результаты этих исследований, приведен
ные па рис. 3. а, б. показывают, что действие указанных модулято
ров на активность мембраносвязанной ФЗГ синаптосом и митохон
дрии в присутствии Т3УК в зависимости от ее концентрации прояв
ляется по-разному. Как в синаптосомах. так и в митохондриях мак- 
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снмальпое усиление действия ЦТ, МТ и других модуляторов в при
сутствии ТзУК происходит при ее концентрации, равной 0,025 мкмоль/ 
мл. и по сравнению с эффектом Т< и Тз оно выражено несколько 
слабее. Однако, в отличие от действия Т< и Тз, при применении срав- 
нпте.н>!1;> высоких концентраций ТзУК (0,1 .мкмоль/мл) эффект потен
цирования полностью исчезает и активность фермента падает до ис
ходного уровня.

Из приведенных данных видно, что в регуляции активности мемб
раносвязанной ФЗГ сииаптосом и митохондрий с участием Т3УК и 
других модуляторов нет никаких отличий. Однако исследования, про
веденные с растворимой глутаминазой показали, что стимулирующее 
действие ЦТ. МТ и других эффекторов при применении высоких кон
центраций ТзУК подчиняется иным закономерностям. С повышением 
к.лпкчп) ацпи 1зУК активность растворимой глутаминазы не только 
не падает, а напротив, быстро растет.

Ранее рядом авторов было показано, что одновременное при । 
мснение фосфата с другими модуляторами приводит к усилению их 
действия на активность глутаминазы как грубой митохондриальной 
фракции, так и (■•чищенного фермента мозга [17—19]. В связи с этим 
в следующей серии опытов мы изучили влияние ЛК, ЛАК, СК, ЦТ 
и МТ на активность глутаминазы сииаптосом и митохондрий в при
сутствии фосфата. Из результатов, представленных на рис. 4, а, б, 
примечательным является то обстоятельство, что в митохондриях при 
сочетании фосфата с указанными эффекторами наблюдается 2—3- 
кратное усиление их стимулирующего действия, между тем как в си-

Рис 4. Активность мембраносвязанной ФЗГ сииаптосом (а) и очищенных митохоп. 
трий (о) мозга пр., совместном применении различных концентраций фосфата с 
АК ЛАК, СК, ЦТ и МТ (25 мкмоль/мл), pH 8,0. I—активность фермента в при
сутствии различных модуляторов, добавленных в отдельности, / фосфат 5 мкмоль/мл; 
2_ ДК* з_ддк- _ СК: 5-ЦТ; /' МТ. //—активность фермента при совместном
применении АК, ААК, СК, ЦТ и МТ с фосфатом (5 мкмоль/мл). /—фосфат 5 
мкмоль/мл (Ф5); 2-ЛК+Ф5; 3—ААК+Ф5; 6—МТ+Ф5. Ш-активность фермента 
при совместном применении АК. ААК, СК, ЦТ и МТ с фосфатом (10 мкмоль/мл). 
1_ фосфат 10 мкмоль/мл (Фи); 2—АК+Фн>; 3—ААК+Фю", 4—СК+Фп>; . 5 ЦТ+
Фю; 6—МТ-1-Ф10. По оси ■рдин.-п- лкиппн- в фермента. м.,моль Х'НзДи белка, 

п-8—10
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наптосомах потенцирование не происходит. Таким образом, в случае 
митохондриального фермента фосфат вступает в положительное коо
перативное взаимодействие с АК, ААК и другими активаторами, а в 
опытах с глутаминазой синаптосом эти же соединения на активность 
фермента действуют аддитивно. В этой связи интерес представляют 
результаты ранее проведенных исследований с применением фосфата 
и ТзУК. Оказалось, что в митохондриях эффект фосфата на глутами
назу в присутствии низких концентраций Т3УК (0,0125 мкмоль/мл) 
сильно потенцируется, однако с повышением ее концентрации потен
цирование постепенно уменьшается и полностью исчезает в присутст
вии 0,1 мкмоль/мл Т3УК. между тем как в сннаптосо.мах эффект фос
фата потенцируется и в присутствии высоких концентраций ТзУК 
[Ю].

На основании вышеприведенных данных можно прийти к выводу, 
что регуляторные свойства мембраносвязанной ФЗГ синаптосом и 
очищенных митохондрий хотя и во многом сходны, в то же время 
обладают выраженными о лнчит՛ льгь ми ос: бенногтямн. В настоящее 
время трудно объяснить, чем обусловлены эти отличия. Можно пред
положить, что мембраносвязанная ФЗГ синаптосом и митохондрий 
либо являются различными изоферментами, либо представляют собой 
различные гггрегирс:>а:и ые формы ф:р:.н;та. Недавно в нашей ла
боратории было показано, что кратковременная предварительная ин
кубация растворимой глутаминазы мозга в присутствии Т3 или ТзУК 
в сочетании с другими эффекторами приводит к аггрегацни исходно^ 
формы фермента. В зависимости как от характера тиреоидных сое- 
линеинн, так и от второго эффектора, применяемых при преинкуба
ции глутаминазы, образуются новые аггрегированные формы фермен
та, обладающие совершенно отличными кинетическими и регулятор
ными свойствами. Здесь необходимо отметить, что в регуляции актив
ности глутаминазы участвуют и такие соединения, как белки и фос
фолипиды [20, 21]. Можно сделать вывод, что именно различное бел
ковое или фосфолипидное окружение глутаминазы в митохондриях 
и синаптосомах тем или инь::՝, м՛ ■ пн м< м обуславливают регулятор
ные отличия фермента в этих субцеллюлярных частицах.

ASPECTS Of THE ACTIVITY CONTROL OF MEMBRANE-BOUND 
PHOSPHATE GLUTAMINASE OF SYNAPTOSOMES AND 

MITOCHONDRIA OF THE CEREBRAL CORTEX
AMBARTSUMYAN V. G.. VARTANYAN A. O.. OGANESYAN V. ՝.

Institute of Biochemistry. Awdemy of Sciences of the Armenia Ieie*»n

We have demonstrated that the stimulating effect of citrate, malate, 
succinate, N-aceiy-L-aspartaleand aspartate on the activity of niemb 
rane-bound phosphate-dependent glutaminase (PDG) of mitochondria 
in the presence of low concentrations of L-thyroxine (T.։) and 3,3',5-triiod- 
L-thyronine (T3) is potentiated to a larger extent than when the high le
vels oi hormones are used. However, in synaptosomes the increased ef
fect of all the above modulators can be seen only in the presence cf high 
T4 and T3 concentrations; in the presence of low hormone level the effect 
of succinate. N-acetyl-L-aspartate and aspartate is not potentiated at 
all. When citrate, malate, succinate, N-acetyl-L-aspartate and aspartate 
arc added together with phosphate to mitochondria, their effect on the
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enzyme activity is increased 2—3 times, whereas these compounds do 
not have any additional effect on synaptosomal enzyme in the presence 
of phosphate.

Both in synatosonies and in mitochondria the enhanced effects of 
modulators can be observed in the presence of relatively low levels of 
3.3'5-triiodothyroacelic acid (T3AA) whereas in the presence of high con
centrations of T3AA (0.1 jnnole/ml) in contrast to T3 and T,„ potentiation 
disappears completely and the activity of the enzyme decreases down to 
the initial level. These data point out to nonidentical regulatory proper
ties of the membrane-bound phosphate-dependent glutaminase in synap- 
tosomes and mitochondria.
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НЕИРОХИГ1ИгЛ
т. 9. № 2, 1990

УДК 577.156:612.015

ПОЛУЧЕНИЕ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ К 
ГЛИАЛЬНОМУ ФИБРИЛЛЯРНОМУ КИСЛОМУ БЕЛКУ 

И ИХ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ДЛЯ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
ПОЛИПЕПТИДНОГО СОСТАВА ГЛИОСПЕЦИФИЧЕСКОГО 

БЕЛКА В ОНТОГЕНЕЗЕ МОЗГА ЧЕЛОВЕКА
ГАЙДАР Л. И., ‘ЛИТВИНОВА Л. В„ “ВТЮРИНА И. IO.. 

•СОЛОВЬЕВ 1О. Н., БЕРЕЗИН В. А.. “ВАСИЛОВ Р. Г.

Днепропетровский государственный университет
•НИИ клинической онкологии ВОИН АМН СССР 

••ВНИИ биотехнологии Минмедбиопрома СССР, Москва

С использованием гибридомиой технологии получены и охарактеризованы мо
ноклональные антитела к глиальному фибриллярному кислому белку. Монокло
нальные антитела клонов 1CI и 2А4 специфически взаимодействуют только с гли
альным фибриллярным кислым белком и могут быть использованы в качестве 
диагностических реагентов в изучении опухолей нейроэпителиального генеза. Мо
ноклональные антитела клона 2В1 были использованы для изучения экспрессии 
полипептидов глиального фибриллярного кислого белка в развивающемся мозгу 
человека метолом иммуиоблотнпга. Наблюдаемые и.1:..са.‘ния полипептидного соста
ва глиального фибриллярного кислого белка в онтогенезе мозга человека носят вре
менный характер и свидетельствуют об изменении генной экспресси при дифферен
цировке глии.

Глиальный фибриллярный кислый белок (ГФКБ) является спе
цифическим компонентом цитоскелета астроглиальных клеток [1, 2]. 
ГФБК представляет собой белок с М. 50 кД [3]. В последние годы 
разрабатывается направление по фснотипированию клеточных эле
ментов опухолей периферической и центральной НС и мягких тка
ней нейроэктодермальной природы с использованием моноклональ
ных антител к ГФКБ и нейрофиламентам [4, 5].

Настоящее исследование посвящено получению моноклональных 
антител к ГФКБ, характеристике их специфичности и использованию 
для изучения полипептидного состава ГФКБ в онтогенезе мозга че
ловека.

Материалы и методы

Выделение и очистку ГФКБ из белого вещества мозга человека 
(аутопсийный материал) осуществляли по методу Dahl, Bignami [6] 

с модификацией. После первой экстракции белка 0,005 М фосфатным 
буфером pH 8,0 проводили осаждение 0,2 М ацетатным буфером pH 
4,0, повторная экстракция 0,005 М фосфатным буфером pH 8,0, хро
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Матография белка ка гпдроксилапатнте и высаливание сульфатом 
аммония при 30%-ном насыщении. На всех этапах выделения ГФКБ 
проводили контроль с помощью ракетного иммуноэлектрофореза с 
использованием кроличьей антисыворотки к ГФКБ, полученной ра
нее [7].

Получение гибридом, продуцирующих моноклональные антите
ла к ГФКБ проводили по методу Kohler, М stela [8] в модифи
кации De l-<iz.eca., Schei,;eggar [9]. Иммунизацию мышей линии 
BALB/c осуществляли либо путем многократных инъекций антиге
на (50 мкг ГФКБ на инъекцию; 3—5 инъекций с двухнедельными 
интервалами) внутрибрюшинно с полным адъювантом Фрейнда, ли
бо путем однократной инъекции антигена непосредственно в селе
зенку. Иммунный ответ оценивали измерением титра антител в сы
воротке с помощью нммуноферментного анализа [10]. У мышей с 
высоким уровнем антител к ГФКБ на 4-й день после последней инъ
екции антигена удаляли селезенку и спленоцнты сливали с миелом
ными клетками линии X63Ag8653 с помощью полиэтиленгликоля с 
М 4 кД. Скрининг гибридом осуществляли иммуноферментным ме
тодом с использованием ГФКБ. Положительные клоны исследовали 
методом непрямой иммунофлуоресценции на ткани мозга. Клетки из 
лунок, давших положительный ответ в обоих тестах, были трижды 
клонированы и затем использованы для наработки моноклональных 
антител в культуре или в виде асцита.

Твердофазный имму коферментный анализ моноклональных анти
тел к ГФКБ проводили следующим образом, i-асгвор 1 Ф1\Ь (0,45 
мг/мл в 0,1 М карбонатном oyepepe pri 9,о; вносили ч лунки план
шета для иммуноанализа («Flow», Англия) ло 50 мкл и инкубиро
вали (12 ч, 4"). Затем раствор удаляли, лунки промывали забуфе- 
ренным физиологическим раствором (ЗФР), инкубировали с 1%-ным 
раствором БСА в ЗФР в течение 1 ч при 20° и вновь промывали, пос
ле чего вносили раствор исследуемых антител. После инкубации в 
течение 2-х ч при 37° антитела удаляли, лунки тщательно промыва
ли и в них вносили раствор кроличьих антител к иммуноглобулинам 
мыши, конъюгированных с пероксидазой («Sigma», США). Затем 
следовала инкубация (1 ч, 37°), промывка лунок ЗФР и внесение хро
могенного субстрата о-феннлендиамина («Sigma», США) в 0,05 М 
цитратном буфере pH 5,0. Реакцию останавливали добавлением 50%- 
ного раствора H2SO4. Оптическую плотность измеряли с помощью 
спектрофотометра Multiscan МСС 340 («Flow», Англия).

Моноклональные антитела исследовали с помощью иммунобло- 
ТИН1.1 по методу lowhi.i 11 соавт. tllj. перенос белков из 11АДГ на 
нитроцеллюлозные фильтры (« Sch etcher nd Schut », ФР1) осу
ществляли в течение 12 ч при силе тока 100 мА и напряжении 30 в. 
Затем фильтры инкубировали последовательно в 5%-ном растворе 
БСА в ЗФР (2 ч, 37°), растворе моноклональных антител (2 ч, 37°), 
растворе кроличьих антител против иммуноглобулинов мыши, конъю
гированных с пероксидазой (1 ч, 37°) и в растворе субстрата диами- 
нобензидипа (5 мг в 20 мл 0,1 М 1рис-г1С1 буфере, pH 7,4 с добавле
нием H2O2). Экстракты тканей готовили в растворе 1%-ного DDS-Na.

Иммуноморфологическое исследование проводили методом не
прямой иммунофлуоресценции и ПАП (пероксидаза-антипероксида- 
за)— реакции на криостатных срезах толщиной 5—6 микрон с лоб
ных долей, мозжечка и ствола мозга (аутопснйный материал не позд
нее 5 ч после смерти от острого кровотечения). Первичное тсстиро-
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вание выполнено на нефиксированных, подсушенных на воздухе крн- 
остатных срезах; для более детального исследования использовали 
срезы, фиксированные в 4%-ном растворе формалина при pH 7,4. 
Инкубация с моноклональными антителами длилась 1,5 ч при 20° или 
20 . •: : .куоа. н ( с q.... р.. ii;i|.. юитми аитик'лами против им
муноглобулинов б* дон мыш:. НИИ мккрсбиол огни и ■ . м՛ осин 
им. И. Ф. Гамалеи и ■ Sigma». США)—в течение 1 ч при 20°. ПАП- 
реакцию проводили с использованием реагентов НИИ микробиоло
гии и эпидемиологии М3 РСФСР (Горький); в качестве субстрата 
применяли диаминобензидин («Sigma», США). Для положительных 
контролен в работе использовали моноклональные антитела к ГФКБ, 
иейрофиламентам, вн.меитнну и кератинам (РК.К-1) производства 
•,։• рм. «Labsistcms» (Финляндия), а также ламинину и эптактипу, 

. лу -сш(ыс Любимовым и соавт. [121.

Результаты и обсуждение

ГФКБ относится к семейству белков промежуточных филаментов 
и имеет ряд антигенных детерминант, общих с другими членами се
мейства (вимеитином, триплетом нейрофиламентов, десмином, цито- 
ламентов характерен для тканей определенного генеза [13], характе- 
кератинами). Поскольку в основном каждый тип промежуточных фи- 
ристика спецпфичн •:•։>* .. . ■ ՛ ны; молоклопа ьпых антител может 
быть проведена путем исследования различных тканей как иммуно
гистохимически, так и методом иммуноблотннга.

В результате трех независимы.՝; гибридизаций спленоцитов мышей 
линии BALB/c, иммунизированных препаратом ГФКБ, с миеломны- 
нов гибридных клеток (эффективность клонирования—80%). Отбор 
ми клетками л.шип \63g86 8 • ыло ш.-луч ■:.> ыше 600 растущих кло- 
клонов, продуцирующих моноклональные антитела, проведен иммуно- 
ферментным методом с использованием в качестве антигена препа
рата ГФКБ. Отобрано 57 клонов, исследованных затем на срезах го
ловного мозга человека (кора и бел >с в- щсство больших полушарий 
головного мозга, мозжечок и ствол) методом непрямой иммунофлуо
ресценции. Показано, что продукт!.՛ il m p՝n’-:Mx клонов гибридных 
клеток реагировали с астроглией, I I с нейронами, остальные—как Q 
нейронами, так и с глиальными элементами, но обнаруживали силь
ное взаимодействие с эндотелием сосудов и с межклеточным вещест
вом. Продукты первичных клонов, давших реакцию на ткани мозга 
только с астроглией и с нейронами (соответственно 11 и 14 образ
цов), исследованы на ткани кожи, молочной железы и желудка с 
целью исключения реакций с другими тканевыми антигенами. Из 25 
исследованных образцов культуральной среды только 2 образца не 
дали реакций с другими тканевыми антигенами; 1 реагировал с мемб
ранами клеток альвеол молочной железы, а антитела первичных кло
нов ЗСЗ и СЗ окрашивали щеточную каемку покровно-ямочного эпи
телия желудка. Гибридомы, отобранные при помощи иммунофер- 
ментного и иммуноморфологичсского исследования были 3-кратно 
клонированы и использованы для наработки моноклональных анти
тел. В результате получено б стабильных клонов, продуцирующих мо
ноклональные антитела к ГФКБ и иейрофиламентам, пригодные для 
;։;-п • -.1(114 1 ՛ в нм му но.՝; и м нческом анализе.

Гибридома 2В1 была получена путем однократной иммунизации 
в селезенку мыши препаратом ГФКБ, гибридомы 1С1, 2А4, 1С2, ЗСЗ, 
СЗ—путем՜ гипериммунизации препаратом ГФКБ. Моноклональные 
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антитела клонов 2В1, 1С1. 2А4, 1С2 на срезах мозга человека дава
ли четкую реакцию с астроглией (рис. 1, а); антитела клона СЗ ок
рашивали нейроны (рис. 1, <5), а клона ЗСЗ взаимодействовали и с 
астроглией, и с нейронами. При исследовании культуральной жидко
сти клеток кл :на >СЗ ионаружнзалось неярко֊ свечение с отрост
ками клеток в белом веществе мозга и вокруг капилляров. Как было 
выяснено в дальнейшем, при низких .итрп . антител и культуральной 
среде реакция прежде всего появляется в отростках астроглиальных 
клеток и аксонах нейронов, а не в телах клеток; причем морфологи
ческая картина идентична как ня реакции с анти голами к ГФКБ,

Рис. I. Иммуноморфологическая характеристика моноклональных антител, а. в. г, 
д—иммунофл уоресцентнып метод, XI60; 6—ПАП-метод Х63. а—яркое свечение 
цитоплазмы отростков астроглии (реакции с антителами клона 2BI); б—антитела 
клопа СЗ окрашивают аксеги и-. ' о» ֊'■'■՛ - ка ........... лат • г?м;..о сплином
Майера; в—свечение ядерных мембран клеток волосяного фолликула с антитела
ми клона 2BI; г—реакция антител клона IC2 с гладкими мышцами кожи; д—ре
акция антител клопа IC:՛ с шпсшлаз ՝ и • ••֊ ■ ; ֊ ՛■ ■ i ;к . • — а. о

флуоресценция предсушсствуюших эластических волокон

так н к нейрофиламентам. Идентичность морфологии при низких тит
рах антител к ГФКБ и нейрофиламентам послужила причиной отбо
ра клона, реагирующего с детерминантой, общей для ГФКБ и нейро- 
филаментов.

С целью более по пой арактерпетнкн лецифичности монокло- 
га.|'-:’ы и ՛, был р ,л . но п в 1՛ ■ ।. ствпе со регамп К) 
(сгонных оргаш.и ;; ткап-.й чел- века, а также с некоторыми опухо-
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ля.ми человека не нейроэпителиальной природы (рак яичника, рак 
молочной железы, меланома, круглоклеточная саркома). Результаты 
нм.муноморфологпческой характеристики монокл: шальных антител, 
продуцируемых различными клонами, представлены в таблице. Мо
ноклональные антитела гибридомы 1С1 не обнаружили перекрестных 
реакций с другими тканевыми антигенами как нормальных тканей, 
так и при л ;с:։::ьаппи образцов опухолей человека нс ненр эпите
лиальной природы. Лн;ит ла клона 2А4 нестабильно реагировали 
с клетками волосяных фолликул кожи и клетками желчных капил
ляров печени, но при уменьшении концентрации антител (контролем 
являлась положите.՛՛ иная рса: с ..стрсглией) >:п реакции исчеза
ли.

Таблица 
Морфологическая характеристика моноклональных антител

Моноклональные 
~~~՜------------ антитела

исследуемый образец
1С.1 2А4 £В1 1С2 сз

Большие полушария 
гол явного .мозга

а тро՜ л ня + •Г* 1 + —
нейроны _ — > -

Мозжечок
астроглия — + -j- *—
нейроны _ —. —

Щитовидная железа — ■ — мембршы ядер цитоплазмати

Мол чная железа _
чсскпе мембраны

+
Кожа

гладкие мышцы — — — -4- +
волосяные фолликулы — единичные мембраны ядер

эпидермис _ клетки
_  _ -U

Желудск
слизне зя оболо (КЗ — мембр ны ядер +
гладкие .мышцы — — — — л ——

Печень
желчные капилляры +- +- мембраны ядер • + 4-
гепаточнты — —— —— —-

Легкое — — — ՝“ <• —
Надпочечник — — мембршы ядер +
Яичник 

тека-клеткн _ _ мембраны ядер +-
протоковый иифильтрз-

тш/ныи рак молочной 
железы _ — мембраны ядер

эпнтельиальные и
стропильные клетки —

Эндометриоидный 
рак яичника _ — мембраны ядер

эпителиальные и 
стромильные клетки +-

.Меланома — —- мембраны ядер — —
Синовиальная

саркома — — мембраны ядер +

Антитела клона 2В1 реагировали с оболочками ядер клеток эпи
телия и соединительной ткани (рис. 1, в), а также с оболочками ядер 
опухолевых клеток. Заметим, что на ткани мозга реакции с ядсрны- 
ми оболочками астроглии и нейронов не обнаружено.

Антитела гибридомы 1С2 интенсивно связывались с клетками при
датка кожи, с гладкими мышцами кожи (рис. 1, г), тека-клетками 
яичника, с эпик лпем проксимальных и дистальных канальцев почек, 
с мембранами клеток щитовидной железы, а также с эпптслиальяы- 
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мн и стромальными клеточными элементами рака молочной железы 
рис. I, <?) и эн.томстрнолного рака пчникч. Антитела клопа СЗ. кро
ме того, реагировали с клетками си ювнальной саркомы.

В нммуноблотинге с препаратом ГФКБ (рис. 2, а) моноклональ
ные антитела клонов 1С1, 1С2, 2В1, ВА4, ЗСЗ, а также использован
ные в качестве контроля моноклональные антитела к ГФКБ («ЬаЬ- 
5!8(сп15», Финляндия) интенсивно окрашивали белковую зону с ве
личиной Мг 40—50 кД, что соответствует ГФКБ и продуктам его де
градации. Антитела 1С2 интенсивно реагировали также с белком с 
величиной Мг 57 кД ՛. пмептип) и слабо—с белками с Мг 68 кД

6S
51
■ю

■гоэ '՛

so

со

SO—г

Рис. 2. Иммуноблотннг препарата глиального фибриллярного кислого белка (а) 
и экстрактов мозга (б) человека с моноклональными антителами к глиальному фиб
риллярному кислому белку. Клопы: /—2В1, 2— 1С1, 3—2А4, 4— 1С2, 5—ЗСЗ. б—СЗ

(нейрофнламенты) и 30 кД. Антитела ЗСЗ показали интенсивную ре
акцию с белками с М 57 и 68 кД и несколько слабее—с белком с 
Мг 30 кД. Продукт клона СЗ реагировал с белком с Мг S8 кД (ней
рофиламенты) .

При взаимодействии с экстрактом мозга человека антитела кло
нов 2В1, 1С1, 2А4 (рис. 2, б) окрашивали только зону, соответствую
щую ГФКБ и продуктам его деградации—М 40—50 кД; антитела 
1С2 и ЗСЗ дополнительно взаимодействовали с белками с Мг 
150 и 200 кД и слабо—с полипептидами с величиной Мг 20, 30 и 37 
кД. Антитела клона СЗ при реакции с экстрактом мозга (продолго
ватый мозг) обнаруживали полипептиды с М 68, 150 и 200 кД (ней- 
лофиламенты), выявляли белки с М 40—50 кД, соответствующие 
ГФКБ, и более слабо окрашивали зоны с Мг 20, 30, 36, 57, 92. 110 и 
160 кД. Аналогичная картина, только значительно слабее, наблюда
лась и в случае экстракта надпочечника.

При изучении методом иммуноблотинга экстрактов других тка
ней не обнаружено взаимодействия моноклональных антител с экс
трактами почек; монэклона.т•in»՛'՝ лгтг’т- ;1 2В’ 1С1. РА4 не взаимо
действовали с экстрактами желудка, печени, матки, моноклональные 
антитела 1С2, СЗ и ЗСЗ выявляли две близкорасположенные поли- 
пептидные зоны с Мг 150 кД в экстракте печени и 130 и 150 кД в 
экстракте матки. Кроме того, антитела ЗСЗ и СЗ реагировали с бел
ком с Мг 130 кД в эктракте желудка.

Таким образом, на основании проведенного иммуноморфологиче- 
ского анализа и анализа полипептидного состава полученные моно- 
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клональные антит.та могут быть сгруппированы слсдмюшнм обра
зом:

1. Моноклональные антитела 1С1 и 2А4, скрашивающие на сре
зах мозга только .-строг.-ню и и пр -являющие перекрестных реак
ций с антигенами других нормальных и опухолевых тканей челове
ка. Эти антитела специфически взаимодействуют только с ГФКБ и 
являются кандидатами на роль диагностических реагентов в изуче
нии опухолей нейроэктодермальной природы.

2. Моноклональные антитела 2В1. взаимодействующие в иммуно- 
блотпнге только с ГФКБ и окрашивающие астроглию. Однако эти 
антитела взаимодействуют также с мембранами ядер клеток других 
гистологических типов тканей человека и, по-видимому, не могут 
быть использованы для диагностических целей, однако представляют 
интерес в качестве реагентов для и.ммунохимического анализа и ней- 
робиологпческих исследований.

3. Моноклональные антитела 1С2, взаимодействующие с ГФКБ, 
ЗСЗ—с эпитопом, общим для ГФКБ и нейрофиламентов, и антитела 
клона СЗ, взаимодействующие с нейрофиламентами. Антитела этих 
клонов, кроме того, взаимодействуют и с эпитопами некоторых дру
гих белков, что делает их непригодными для иммуноморфологичсской 
диагностики опухолей. Эти реагенты могут представлять определен
ный интерес для нейробиологических исследований.

Полученные клоны заморожены и хранятся в НИИ биотехноло
гии Минмедбиопрома СССР.

Моноклональные антитела клона 2В1 были использованы для 
изучения экспрессии полипептидов ГФКБ в развивающемся головном 
мозгу человека методом иммуноблотинга (рис. 3). На 12-й неделе

Рис. 3. Иммуиоблотинг экстрактов 
мозга плода человека с монокло
нальными антителами клона 2В1: 
а—25—26-я неделя развития; б— 
30—32-я неделя развития. /—ко
ра больших полушарий, 2—моз

жечок, 3—продолговатый мозг

после оплодотворения ГФКБ в мозгу представлен основной зоной 
51 кД и рядом минорных низкомолекулярных полипептидов в диа
пазоне 35—40 кД (данные не представлены). На 25—26 неделе раз
вития помимо полипептидной зоны 51 кД появлялась зона 100 кД
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ч слабая зона 68 кД. Значительное количество низкомолекулярных 
полипептидов с М в диапазоне 31—45 кД обнаруживали в продол
говатом мозгу, тогда как в коре больших полушарий и мозжечке эти 
полипептиды проявлялись слабее. Такой характер экспрессии ГФКБ 
может свидетельствовать, с одной стоуты, •• большой и.՛ . н.՝.: пост ՛ 
процессов деградации основного полипептида 1'1 V ъо (низкомоле
кулярные полипептиды, особенно в продолговатом мозгу), а с дру
гой—либо об измененной экспрессии самого ГФКБ, либо изменениях 
других белков семейства промежуточных филаментов (скорее всего 
б в-педрсфиламснтог). При этом. :>-:н1ДП.мому вы ваяются анч՛ 
генные детерминанты, родственные ГФКБ, но отсутствующие у этих 
белков в мозгу взрослого человека и на других этапах онтогенеза 
(рис. 2, б). Интересно, что наблюдаемые изменения полнпептидного 
состава ГФКБ в онтогенезе мозга человека носят временный харак
тер. На 30—32-й неделе развития плода человека в мозжечке и про
долговатом мозгу экспрессируется только основной полипептид с М 
51 кД, а в коре больших полушарий и эта зона выражена очень сла
бо. Обнаруженные изменения экспрессии полипептидов ГФКБ, не
видимому, отражают нс только разницу в числе глиальных клеток, 
синтезирующих ГФКБ, но и изменения генной экспрессии при раз
витии и дифференцировке глии в онтогенезе мозга человека.

RAISING OF MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST GLIAL 
FIBRILLARY ACIDIC PROTEIN AND THEIR USE FOR

CHARACTERIZATION OF POLYPEPTIDE COMPOSITION OF
GLIA-SPECIFIC PROTEINS DURING HUMAN BRAIN ONTOGENESIS

GAIDAR I. 1.. ‘LITVINOVA L. V., ’’VTYURINA I. YU.. ‘SOLOVYEV YU N..
BEREZIN V. A., ’’VASILOV R. G.

Dnepopclrovsk State University
’Institute of Cllntcal Oncology, Nallonal Oncological Research Centre, USSR Acade
my of Medical Sciences, Moscow
•’Institute of Biotechnology, Mlnmedbtoprom USSR Moscow

Monoclonal anaibodies against glial fibrillary acidic protein (GFAP) 
have been obtained using hybridoma technology. Monoclonal antibodies 
produced by clones 1C1 and 2A4 specifically interact only with GFAP and 
can be used as diagnostic reagents in studies of neuroepithelial tumours. 
Monoclonal antibodies of the clone 2BI were used to study the expres
sion of GFAP polypeptides in the developing brain by immunoblotting. 
The observed changes in the polypeptide composition of GFAP during 
human brain ontogenesis are temporary and provide evidence f r chang
ed gene expression during glia differentiation
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ИММУНОХИМИЧЕСКОЕ ИЗУЧЕНИЕ МЕХАНИЗМОВ 
АУТОИММУННОЙ АГРЕССИН АНТИТЕЛ К 

НЕИРОСНЕЦИФИЧЕСКИМ БЕЛКАМ У КРЫС С 
ЭКСПЕР1«МЕНТАЛЬНЫМ ПРОРЫВОМ ГЭБ

ЧЕХОНИН В. П.. ЛИДЖНЕВА Р. Ц.. КОРОТЕЕВА Е. А., РЯБУХИН И. А. 
ЛЕБЕДЕВ А. С., БУРКИНА А. 10., БЕЛЯЕВА Н. 10.

ВНИИОСП им. В. П. Сербского. 2-й МОЛГМИ им. Н. И. Пирогова, Москва

Целью настоящей работы явилось иммуиохпмическое изучение процессов ау- 
тоантителообразования к нейроспецифнческим белкам, а также анализ морфологи
ческих изменений в ткани мозга крыс, возникающих вследствие аутоантительной 
агрессии. Иммунизация крыс препаратами аз-гликопротеина и глиофнбриллярного 
антигена приводила к появлению в сыворотке крови антител к данным препаратам 
в концентрации от 51,2 до 115,2 иг/.мл. Нами проводилось морфологическое изуче
ние ткани мозга крыс после экспериментального прорыва ГЭБ, вызванного введе
нием нейролептика, что приводило к элиминации антител через поврежденный ГЭБ. 
Показано развитие в ткани мозга неспсцифнческнх острофазовых реакций по типу 
огека или воспаления.

Образование аутоантител к целому ряду нейроспецифическнх 
белков (НСБ) показано как в клинике [1—4], так и в эксперимен
те [5, 6]. В то же время остается неясным вопрос, могут аутоанти
тела к НСБ проникать через поврежденный ГЭБ в направлении 
кровь—мозг.

Целью настоящей работы явилось иммуиохпмическое изучение 
процессов аутоантителообразования к НСБ, а также анализ морфо
логических изменений в ткани мозга крыс, возникающих вследствие 
аутоантительной агрессии.

Материалы и методы
Иммунохимическому и морфологическому анализу подвергали 

сыворотку крови и ткань мозга 25 белых беспородных крыс массой 
200± 10 г, которым подкожно и внутрибрюшинно вводили поеп-’паты аг- 
гликопротеина (аз-ГП) и глиофнбриллярного антигена (GFAP), полу
ченные из мозга крыс по методам, описанным ранее [1, 7]. Препара
ты вводили в дозе 65 мкг на 1 кг веса но следующей схеме: 1 мл пре
парата НСБ. содержащего ао-ГП и GFAP в концентрации по 5 мкг/мл, 
смешивали с равным объемом полного адъюванта Фрейнда («Sigma». 
СПА) и вводили каждому из 20 подопытных животных подкожно в 
зону лимфатических узлов брюшной цепочки.

Через 7 дней 1 мл препарата НСБ, содержащего 2 мкг аз-ГП и 
GFAP, вводили внутрибрюшинно каждому из 20 подопытных живот
ных.

3 и 4 инъекции проводили с интервалом 7 суток внутрибрюшин
но препаратом НСБ, содержащим по 3 мкг аз-ГП и GFAP.
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К нН' чпрапнк: :п.;иге.ч к НСБ опрел՛,ля. а иммупоформситг; :.։ ус
талом, как описано ранее [7]. Регистрацию результатов иммунофер- 
ментного анализа проводили на многоканальном фотометре 'I iterteck 
Multiskaii („Flow Lab >го1огчеъ", Англиь).

Прорыв ГЭБ осуществляли внутрибрюшинной инъекцией галопе
ридола („Gedeon Richter0, Венгрия) в дозе 50 мг на 1 кг веса жи
вотного. Крыс декапитировали через сутки после инъекции галопе
ридола, мозг фиксировали в жидкости Карнуа и заливали в пара
фин. Срезы окрашивали по Лиселю и изучали при помощи световой 
микроскопии.

Для изучения распределения [,25J] меченных антител к аг-ГП и 
GFAP белым беспородным крысам (массой 220±10 г) внутрисер
дечно вводили по 0,125 мг препаратов антител к аг-ГП и GFAP, по
лученных способом, описанным ранее [7], с удельно։"։ радиоактивно
стью 0,008 мкКи/мкг. Декапитировали через 24, 72, 144 и 216 ч пос
ле инъекции; паренхиматозные органы (мозг, печень, селезенку, лег
кое, почки, сердце) массой 1 г, а также кровь подвергали сканиро
ванию на у-счетчике Сотри Gamma (LKB, Швеция/

Результаты и обсуждение

Разработанные в процессе эксперимента иммуноферментные сис
темы определения антител ՛ к as-ГП и GFAP позволили выявлять их 
я биологических жидкостях в интервале концентраций соответствен
но от 0,9 до 115,2 и от 0,8 до 102,4 нг/мл. Оптимальная работа сис
тем достигалась при использовании для активации полистироловых 
р.ч.чт «-coTBCTCTiici н ՛ 0.0015 и 0,0040% растворов ։>итит •՛ к '-FAP и 
az-ГП и в качестве промежуточных антигенов 0.0003 и 0,0004% раст
воров этих антигенов, оптимальное разведение конъюгата антител ос
ла к иммуноглобулинам кролика с пероксидазой («Sigma», США) 
составило 1:1500. На рис. 1 приведена кривая зависимости концен
трат։ антител к аг-ГП и GFAP от оптической плотности при 450 нм.

Рис. 1. Калибровочные кривые 
иммуиоферментното определения 

антител к глиофибриллярному ан
тигену и а։-гликопротеину
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построенная на основании результатов 30 экспериментов. Статисти
ческий анализ среднего кааапатичного отклонения точек не превыша
ет соответственно 0,9 и 1.1%, что позволяет судить о надежности и 
хорошей воспроизводимости разработанных систем, который были 
использованы для иммуно.хи.мичсского анализа уровня антител в сы
воротке крови крыс.

Иммунизация препаратами «о-ГП и GFAP приводила к появлению 
в сыворотке крови кпыс антител к данным препаратам в конпентпачии 
от 51,2 до 115, 2 пг/мл Таким обп-гюм. ппиннппналыгщ возможности 
образования аутоантител к НСБ в процессе прорыва ГЭБ в направ
лении мозг—кровь не вызывает сомнений.

При анализе клинического состояния животных опытной и кон
трольной групп с экспериментально нарушенным ГЭБ выявляются 
выраженные различия в статусе животных. 3 из 25 крыс, в сыворотке 
крови которых присутствовали антитела к НСБ. погибли в первые 5 
мин после инъекции галоперидола при явлениях нарушения дыхания 
по центральному типу. У остальных животных данной группы в тече
ние длительного времени (до 24 ч) сохранялись судорожный синд
ром. акипетпко-рпгидкый синдром, нарушение поведенческих реак
ций, отмечались явления вегето-сосудистой недостаточности (тахи
кардия. акрцпаноз). X контрольных •жиаотчых няблипялаеь нейро
лептическая симптоматика, которая полностью исчезала к 6 ч после 
инъекции.

Учитывая тот факт, что в литературе имеются неоднородные дан
ные о морфологических изменениях, возникающих при аутоантитель
ной агрессии в мозг [8, 9], проводили морфологическое изучение тка
ни мозга крыс после экспериментального прорыва ГЭБ. вызванного 
введением нейролептика, что приводило к элиминации антител че
рез поврежденный ГЭБ. При морфологическом исследовании ткани 
мозга крыс, полученного декапитацией через 24 ч после инъекции га
лоперидола. отчетливо выявляются очаговая пролиферация клеток 
нейроглии, прежде всего глиальных нейрофагов, перикапиллярный 
отек, ••.•’бухание астроцитов, пролиферация олнголендрогли'щптпг, с 
образованием их отечных форм. Нейроны просветлены, наблюдаются 
периферический хроматолиз, появление светлых вакуолей, признаков 
дистрофин в их цитоплазме. Здесь же следует отметить, что в препа
ратах из ткани мозга крыс контрольной группы, несмотря на прорыв 
ГЭБ. вышеуказанные изменения не отмечались (рис. 2).

Так как до сих пор в литературе нет однозначных доказательств, 
свидетельствующих о попадании в ткань мозга через поврежденный 
ГЭБ аутоантител к НСБ. нами проводилось радноиммунологическое 
изучение распределения [|5511 меченных антител к аг-ГП и GFAP в 
организме животных с нарушенной резистентностью ГЭБ. С этой це
лью подопытной группе животных (40 белых беспородных крыс) вво
дили галоперидол (как описано выше), что вызывало нарушение ре
зистентности ГЭБ. Внутрисердечно вводили по 0.125 мг препарата 
[12SI] меченных антител к GFAP и п;-ГП с удельной радиоактивно
стью 0.008 мкКи/мкг. Контрольным группам животных (каждая по 
20 крыс) вводили эквивалентное количество меченых антител к аг-ГМ 
и аг-ГМ, а также препарат Г,ЙЧ • Эксперимент полне.етыо повторяли 
на животных с ненарушенной проницаемостью ГЭБ. Крыс забивали 
спустя 24, 72, 144 и 216 ч после инъекции соответствующих препара
тов и скенироли участки паренхиматозных органов на у-счетчике 
Сотри Gamma (LKB, Швеция). Для скенирования брали по 1 г сле
дующих органов: мозг, печень, почки, легкое, селезенка, сердце, а 
также кровь. Результаты распределения метки в опытных и контроль
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ных образцах приведены в табл. 1, рис. 3, из которых видно, что при 
полноценном ГЭБ аутоантитела в ткань мозга не проникают, а имею
щаяся радиоактивность 0,0013 .мкКи обусловлена, на наш взгляд, ра
диоактивностью крови в сосудах головного мозга. В~эксперименте на 
животных с пораженным ГЭБ антитела к СВАР и аг-ГП накаплива
ются в мозгу, причем количественное содержание метки в 1 г ткани

Рис. 2. Микроскопическая картина ткани мозга крыс с экс
периментально вызванной аутоантительной агрессией к ней- 
роспецифнческим белкам: а—отек и инфильтрация мягких 
мозговых оболочек (Х250); б—расширение сосуда и рез
ко выраженный периваскулярный отек (Х300); в—дистро
фические изменения нейронов, появление клеток-теней, вы
раженный перицеллюлярный отек (Х250); г—глиальная ре
акция вокруг сосуда, появление темных нейронов (Х350).

Окраска по Нисслю

мозга превышало, как минимум, на 60% се концентрацию в других 
исследуемых органах. Изучение локализационного индекса в тканях 
показало, что максимум его значения приходится на 3-и сутки от мо
мента инъекции. Напротив, введение меченых антител к щ-ГМ и 
аг-ГМ, не специфичных для мо ла крысы, не характеризуется накопле-. 
пнем их в ткани, а локализационный индекс в этом случае не превы
шает 1.

Обсуждая полученные результаты, можно сделать вывод о том, 
что прорыв аутоантител к НСБ через поврежденный ГЭБ в мозг со-
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Рис. 3, Графическое изображение локализа
ционных индексов для меченных [1251] антител 
к нейроспецифическвм белкам в различные сро
ки после инъекции животным с эксперимен
тально нарушенной барьерной функцией ГЭБ. 
По оси абсцисс—время после инъекции (в сут
ках), но осн ординат—локализационный индекс 
(в отп. ед.). Цифрами указано графическое 
изображение локализационного индекса при 
инъекции антител к глиофибриллярному ан
тигену и а-г-гликопротеину для ткани печени 
(1). к аг и аг-гликонротеину для ткани пече
ни (2), к глиофибриллярному антигену и а^- 
гликопротеину для ткани почек (3), к сц-про- 
теину и «2-глнкопротсину для ткани почек (4), 
к глиофибриллярному антигену и ^-гликопро
теину для ткани мозга (5), к а,- и аг-глико- 

нротсину для ткани мозга (6)

Таблица
Процентное распределение [|М1] меченных антител к GFAP 

и I֊.. )|| i:a tpelbli сутки после inie.ieiiiin препаратов

Органы 
(1г)

Меченные ["*>) н.сла, пн леп
ные животным с нарушенной рези

стентностью Г.415
.Меченные |135)] антитела, введен

ные интактным крысам

Мозг 
Сердце 
Легкое 
Печень 
Почки 
Селезенка 
Кровь

0.630+0.1:40 
0,025+0,0!)3 
0,013+0,003 
0.110+0,008 
0.038+0.004 
0,040+0,004 
0,120+0.020

0,021+0,003 
0,028+0,002 
0,012+0,002 
0,080+0.009 
0,022+0,004 
0,018+0,003 
0,800+0,040

Примечание. Расчет вели от общего количества вводимой метки.
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провождается развитием в ткани неспецифических-острофазовых ре
акций по типу отека или воспаления, при этом в данных процессах 
нарушение функций ГЭБ является, по-впдимому, вторичной реакци
ей—следствием выраженных метаболических нарушений в клетках 
мозга и эндотел ионитах. Причина этих нарушении, вероятно, кроется 
в суммарном воздействии на них таких факторов как гипоксия, ише
мия, влияние токсических продуктов метаболизма клеток организма, 
активированных компонентов калскреин-кининовой системы и т. д. 
Нарушение резистентности ГЭБ приводит к элиминации в кровь ИСБ, 
обладающих высокой антигенностью. В ответ на их проникновение в 
кровь иммунная система организма, не имеющая толерантности к 
ним, реагирует выработкой антител. Аутоантитела, в свою очередь, 
могут проникать в мозг через поврежденный ГЭБ, блокируя функ-% 
ции специфических белков и нарушая нормальный метаболизм кле
ток-мишеней, что само по себе может приводить к активации комп
лекса процессов, вызывающих первичное нарушение проницаемости 
ГЭБ.
IMMUNOCHEMICAL STUDY OF MECHANISMS OF AUTOIMMUNE 

AGGRESSION OF ANTIBODIES TOWARDS NEUROSPECIFIC 
PROTEINS IN RATS WITH EXPERIMENTAL RUPTURE OF THE 

BLOOD-BRAIN BARRIER
CHEKHONIN V. P., L1DZHIEVA R. Ts.. KOROTEEVA E. A., RYABUKHIN I. A., 

LEBEDEV A. C., BURKINA A. YU.. BElYaEVA N. YU.
Scrbskli Institute of Forensic Psychiatry, Moscow
N. J. Pirogov .Moscow Second Medical Institute

In this paper we have attempted to perform an immunochemical 
study of anttoody formation against neurospecific proteins and to analyze 
morphological changes in rat brain due to the attack by autoantibodies. 
Immunization of rats with cis-glycoproteins and glial fibrillar acidic pro
tein resulted in the appearance in antiserum ot antibodies against these 
molecular species in concentrations varying from 51.2 to 115.2 ng/ml. We 
examined brain tissue morphologically after experimental rupture of 
blood-brain barrier induced by a neuroleptic; this resulted in depletion of 
antibodies occurring through the damaged blood-brain barrier. We have 
demonstrated the development of non-specific acute phase reactions re
sembling oedema or inflammation of brain tissue.
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ВЛИЯНИЕ ГИПЕРДОЗ ВИТАМИНА А НА 
МЕТАБОЛИЗМ НЕЭСТЫЛг4>НЦ11РОВАН1|ЫХ ЖИРНЫХ 

КИСЛОТ НЕРВНОЙ ТКАНИ
ОПАРИНА Т. И., БЛГОДЗИН 10. А., ПУТИЛИНА Ф. Е.

Физиологический институт им. А. А. Ухтомского ЛГУ, Ленинград

Исследовано субклеточное распределение и ։>нтеиснаность включения меченого 
предшественника во фракцию неэстернфицировацных жирных кислот (НЭЖК) го- 
ловкого и спинного .мозга растущих крыс, . .одисргнутых воздействию больших доз 
витамина А. Пероральное введение ретинола ацетата с 10-го по 16-й дни постна* 
։ а.тьион жизни в дозе 1000 МЕ каждому живо гному вызывало значительное повы
шение уровня ИЭЖК во всех исследованных субклеточных фракциях, наиболее рез
кое в растворимой части клеток нервной ткани. Отмечено снижение включения 
[2-нС] ацетата в МЭЖК миелина спинного мозга подопытных крыс. Газохрома* 
тографичсский анализ показал возрастание доли пальмитиновой и линоленовой кис
лот и уменьшение процентного содержания арахидоновой и докозагексаеновой кис-| 
лот в составе 11ЭЖК головного мозга при гипсрвитамшюзе А. Наблюдаемые нару
шения обмена жирных кислот нервной ткани под воздействием избьпка ретинола, 
вероятно, могут быть связаны с повышением притока НЭЖК из плазмы крови че
рез ГЭБ.

I ши рви гамино ։ А. симптомами которого являюгся задержка 
роста, множественные переломы костей, внутренние кровоизлияния, 
экзофталъмия, а также нарушения репродуктивной функции [1, 2], 
давно известен в клинической практике. В последние годы отмеча
ется избыточное потребление витамина А (ретинола) жителями мно
гих развитых стран [3], приводящее к развитию гипервитаминозных 
состояний. Полагают, что молекулярные механизмы действия рети
нола связаны с регуляцией экспрессии генов и непосредственным уча
стием в транспорте моносахаридных остатков {4, 5]. Гипервитами- 
։.из А оказывает существенное влияние на оомеи липидов в различ
ных тканях: наблюдается повышение концентрации холестерина в 
крови [6], изменение интенсивности включения меченых предшест- 
венчичов в липиды печени, почек, легких [7]. Однако практически не 
ис< щ ковано воздействие избытка витамина А на состояние липидного 
обмена нервной ткани, особенно уязвимого в период интенсивной ми
елинизации. Ранее нами было отмечено нарушение динамики соотно
шения холестерина и его эфиров в развивающемся мозгу крыс, полу
чавших большие до. ы ретинола ацетата [8]. что косвенно свидетель
ствует об аномальном протекании миелиногенеза. НЭЖК относят к 
минорным липидным компонентам нервной ткани, так как они содер
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жатся в зрелом мозгу в следовых количествах [9]. В то же время на
копление НЭЖК в мозгу, или изменение состава'этой липидной фрак
ции, вероятно, может служить критерием серьезных метаболических 
нарушений в ИНС или же аномального функционирования системы 
пластического обмена между плазмой крови и мозгом.

Целью настоящей работы было исследование влияния больших 
доз витамина А на субклеточное распределение, интенсивность мета
болизма и состав НЭЖК головного и спинного мозга животных в пе
риод активного формирования миелина.

Материалы и методы

В опытах использовали 88 белых беспородных растущих крыс. 
Потомство одной самки делили на группы контрольных и подопыт
ных живошых. Гипервитаминоз А вы. ывали пероральным введением 
раствора ретинола ацетата в абрикосовом масле в дозе 1000 ME каж
дому животному на 10-, 12-, 14- и 16-й дни постнатальной жизни. 
Одновременно контрольным крысам per us вводили такой же объем 
растворителя (0,1 мл). Животных декапитировали при помощи гильо
тины на 6-й день после последнего введения ретинилацетата, так 
как для витамина А характерно замедленное действие, что связано 
с ограниченностью его выведения из организма [10]) За 1 ч до дека
питации крысам делали подкожную инъекцию [2-нС] ацетата в до
зе 30 мкКи/100 г массы тела.

Содержание суммарных ретиноидов в плазме крови, печени и 
нервной ткани оценивали при помощи реакции с трифторацетатом 
[11]. Субклеточные фракции головного и спинного мозга выделяли 
посредством дифференциального центрифугирования [12], для даль
нейшего исследования использовали мембранные фракции миелина 
и микросом, а также супернатант после осаждения микросом, обоз
начаемый как цитозоль. Содержание белка в субклеточных фракциях 
определяли по методу Lowry и соавт. [13]; экстракцию липидов про
водили смесью хлороформа и метанола в соотношении 1:2, согласно 
методическому руководству [14]. Разделение общих липидов на фрак
ции осуществляли с помощью одномерной восходящей хроматогра
фии в тонком слое силикагеля КСК с использованием системы раст
ворителей гексан—диэтиловый эфир—уксусная кислота (/6.^3:4.1 
фракции идентифицировали по стандартным препаратам холестери
на, бегеновой кислоты и капроата холестерина («Serva», ФРГ). В 
используемой нами системе фракция НЭЖК хорошо отделялась от 
неэстерифицированного холестерина: по нашим данным, для НЭЖК 
значение .< составило 0,40zh0,02, для холестерина—0,50±0,02. Со
держание НЭЖК в элюатах ТСХ определяли методом Duncombe 
[15] в модификации Соколовой и соавт. [16]. Для измерения радио
активности аликвот НЭЖК использовали сцинтилляционную смесь 
следующего состава: 4 г 2,5-дифенилоксазола и 300 мг 1,4-ди(2,5-фе- 
нилоксазолил) бензола в 1 л толуола, импульсы регистрировали на 
приборе «Beckman LS 100С» (США). Удельную радиоактивность вы
ражали в имп-мин *-мг«С» ', причем содержание углерода во фрак
ции НЭЖК было принято равным 76% (рассчитано для стеариновой 
кислоты).

Газохроматографическое разделение жирных кислот проводили 
в виде их метиловых эфиров. Метилирование осуществляли в запаян
ных стеклянных ампулах по методу Peisker [17]. Эфирный экстракт 
анализировали на хроматографе «Цвет-101» с колонкой, заполненной 
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Силанизированным целитом-545 с нанесенной На него жидкой поляр
ной фазой—полиэтиленгликольсукцинатом в количестве 10% по мас
се. Температура разделения—194—196°, газ-носитель—азот. Иденти
фикацию пиков кислот проводили по их стандартам и по величинам 
времени относительного удерживания. Содержание каждой жирной 
кислоты выражали в процентах от суммы всех обнаруженных кислот, 
количественной характеристикой служила площадь пиков на хромато
грамме. Статистическую обработку данных проводили с использова
нием критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Одной из предварительных задач настоящей работы был выбор 
адекватного способа воздействия на растущий организм избыточны
ми дозами витамина А. При отработке методики вначале использо
вали подкожные инъекции масляного раствора ретинола ацетата в 
той же дозе [18], но при таком способе введения иногда наблюдали 
капсулирование введенного препарата, что затрудняло всасывание и 
приводило к изменению дозы витамина, поступающей в организм. При 
пероральном введении до 90% поглощенного витамина А абсорбиру
ется из кишечника и разносится по организму в виде эфиров ретино
ла [19].

Суточная потребность взрослой крысы в витамине А составля
ет 30 МЕ, растущей—около 20 МЕ [1]. Тот и соавт. [20] установи
ли, что содержание ретинола в сыворотке крови взрослых крыс, в те
чение 9-и дней находившихся на диете, содержащей 1500 МЕ вита
мина А в сутки, возрастает на 52%, а его запасы в печени увеличи
ваются почти в 5 раз. В наших экспериментах крысы получали об
щую дозу 4000 МЕ. О развитии состояния гипервитаминоза судили 
по концентрации суммарных ретиноидов в плазме крови, печени и 
нервной ткани (табл. 1). Как видно из представленных данных, у под-

Содержание суммарных ретиноидов в плазме крови, печени 
и мозгу контрольных и подопытных животных (нмоль/г ткани)

Таблица I

Орган или ткань К< нтроль 
(п=8)

Витамин А 
(п=7) Р

Плазма крови* 
Печень 
Головной мозг 
Спинной мозг

0.94^:0,11 
4,-18+0,51 
0,57+0.04 
0.62+0.06

2,53+0.33 
18,52+1.91 
0,90+0.06 
0.84+0,07

<0,01
<0,001
<0,.)1
<0,0 >

Примечание. * Содержание суммарных ретиноидов в плазме крови выражено 
в имоль/мл; в скобках указано число опытов.

опытных крыс содержание ретиноидов в плазме повышено по срав
нению с контролем в 2,7 раза, а запасы витамина А в печени возрос
ли в 4.1 раза, достоверное повышение уровня ретиноидов отмечено 
также в нервной ткани—на 73 и 35% в головном и спинном мозгу 
соответственно.

Гипервитаминоз А вызывал существенное увеличение концентра
ции НЭЖК во всех исследованных структурах ЦНС (табл. 2), при
чем наиболее резко относительное содержание НЭЖК в расчете на 
1 мг белка возрастало в цитозоле: в 2,5 раза—в головном и почти в
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4 раза^ в спинном мозгу. В то же время удельная радиоактивность 
НЭЖК подопытных крыс практически не изменялась по сравнению 
с контроле՝.!, достоверное снижение было отмечено только в миелине 
спинного мозга (табл. 3). Интересно отметить, что доля НЭЖК от 
обшей радиоактивности гомогената выделенных субклеточных фрак
ций не менялась при гнпервитамппс:.е Л в цитозоле и возрастала в 
2.2—3,1 раза в микросомах. Полученные данные позволяют предполо
жить, что в условиях избытка ретинола в развивающейся нервной 
ткани происходит задержка включения НЭЖК. синтезированных в 
мозгу, или же поступивших из плазмы крови в ацилсодержащие ли
пиды.

Содержание неэстерифицнрованных жирных кислот в субклеточных 
фракциях головного и спинного мозга 22-дневных крыс (нг/мг белка)

Таблица 2

Франция Контроль (п—7) Гипервлтаминоз Л
<п 6)

Р

Голов II ой мозг
.Микро омы 
Цитозоль
Миелин

29.3+2.1
9.2+1.3

48.5+3.2

72.5+6.3
23,4+2.1
81.5+7,7

<0,001
<0.001
<0,01

С п и и н О й мозг
Микросомы 
Цитозоль 
Миелин

86.7+9.2 
18-2+2.4 
31 -1+2.5

141.2+13 2
72.7+ 5-3
81.1 + 9.1

<0,01
<0,001
<0,001

Удельная радиоактивность неэстерифицнрованных жирных кислот, 
выделенных из субклеточных фракций нервной ткани растущих крыс

(имп-мин ‘-мг«С»

Таблица 3

Фракция
Контроль 

(п-7)
Гипервитаминоз А 

(п-=б) Р

Г о л о в и он мозг
Микросомы 2416+213 1881+174 >0,05
Цитозоль 2459+259 1580+167 <0,05
Миелин 3216+344 2958+266 >0,05

С П И Н И О й мозг
Микросомы 2219+295 1905+.72 >0,05
Цитозоль 2395+278 1911+192 >0,05
Миелин 3419+310 2168+206 <0,01

Индивидуальный жирнокислотный состав фракции НЭЖК под
тверждает последнее предположение: для гипервитаминозных живот
ных характерно преобладание в составе НЭЖК пальмитиновой кис
лоты и резкое снижение доли арахидоновой и докозагексаеновой кис
лот (табл. 4). По-видимому, в условиях избытка витамина А вновь 
синтезированный пальмитат не сразу включается в сложные липиды 
мембран, а накапливается в цитозоле клеток нервной ткани. Кроме 
того, в мозгу подопытных крыс более чем в 5 раз возрастает содер
жание неэстсрифицированной линоленовой кислоты, относящейся к
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углерода в молекуле, вторая-количество двойных связей. В таблице приведены 
жирные кислоты, содержание которых во фракции неэстерифицированных жирных 
кислот составляло не менее 1 %.

Состав неэстерифицированных 
головного мозга контрольных

Таблица 4 
жирных кислот больших полушарий 

и подопытных крыс (в % от суммы)

Жирные кисло։ы Контроль 
(п==4)

Ви амин'А 
(п=4) Р

Миристиновая 
Пенталекановая 
Пальмигиновая 
Палзмитоленновая 
Стеариновая 
Олеиновая 
Линоленовая 
Эйкозеновая 
Генегкозеповая 
Арахидоновая 
Докозатетрае новая 
Докозагексаеновая

14:0 
15:0 
16:0 
16: 1 
18:0 
18: 1 
18:3 
20: 1 
21 : 1
20:4 
22:4
22:6

2.1+0.2 
1.31-0.2 

17.1*0,9
2,6+0,3 

25,3+2,1 
18,3+0,7
1.0+0,2 
1.2+0,1
1,2+0.2 
7.7+0.8 
2.8+0,5 

17,8+2.3

1.3+0.2
1.0+0.1

29,1+2.3 
з.о+о.з

29.0+2.3
15.3+0,9
5,3+0,6
1.0+0.1
2.0+0.3
2.5+0.3
1.4+0.2
5,7+о֊8

<0.05
>0.05
<20.01
>0.05
>0.05
>0,05
<0,001
>0.05
>0,05
<0.01
<0.05
<0.01

П римечание. Первая цифра после названия кислоты означает число атомов

незаменимым жирным кислотам. Снабжение мозга линоленовой кис
лотой осуществляется только из плазмы крови через ГЭБ [21]. Пока
зано, что при избытке линоленовой кислоты в пище крыс в составе 
липидов мозга снижается содержание арахидоновой и докозагексае- 
новой кислот [22]՝ аналогично обнаруженным нами изменениям в 
составе НЭЖК при избытке витамина Л в растущем организме.

Таким образом, представленные результаты дают основание счи
тать, что при гипервитаминозе А в нервной ткани нарушаются ацил- 
обменные механизмы и, возможно, происходит усиленный приток 
НЭЖК из плазмы крови. Это приводит к аккумуляции неэстерифи
цированных жирных кислот в растворимой части клеток, а затем и 
проникновению их во внутренние и внешние клеточные мембраны, з 
том числе миелиновые, что нарушает их биохимическую стабильность.

THE EFFECT OF VITAMIN A OVERDOSES ON METABOi ISM OF 
NON-ESTERIFIED FATTY ACIDS OF NERVOUS TISSUES

OPARINA T. 1 , BLYUDZIN YU. A., PL'TILIXA F. E.

A. A. Ukhloinsky Physiological Instllule, Leningrad State University

The subcellular distribution and incorporation of labeled 
precursors into the fraction of non-esterified fatty acids (NEFA) 
in brain and spinal cord of growing rats treated by overdoses of 
vitamin A have been examined. Oral administration of retinyl acetate over 
a peried of 10D16 days of postnatal development a! a dose of 1000 IU 
resulted in significant increase of NEFA level in all subcellular fractions, 
the level in the cytosol being the highest. We have also detected a dec
rease in incorporation of [2-,4C] acetate into NEFA of myelin of the spi
nal cord caused by vitamin A overdose. Analysis by gas-chromatography 
has indicated an increased content of palmitic and linoleic acids a ՛ w II 
as the drop in the level of arachidonic and docosahexaenoic acids in 
NEFA fraction of the brain during vitamin A administration. The obser
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ved characteristics of fatty acids metabolism in the nervous tissue due to 
excessive levels of retinol could be related to increasing transport of plas
ma NEFA through the brain-blood barrier.
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ХРОНОБИОЛОГИЧЕСКИЙ ЭФФЕКТ ДЕЛЬТА-СОН 
ИНДУЦИРУЮЩЕГО ПЕПТИДА И СИСТЕМА 

ГАМК В МОЗГУ КРЫС
МЕНДЖЕРИЦКИИ А. М.. УСКОВА Н. И., ЧОРАЯН И. О.. ‘МИХАЛЕВА И. И.

НИИ цейрокибериетики. кафедра биохимии РГУ
‘Институт бнооргаиической химии им. М. М. Шемякина АН СССР

Изучено влияние внутрибрюшинно введенного дельта сон индуцирующего пепл 
тида (ДСИП) на содержание гомокарнозина, ГАМК, глутаминовой и аспарагино
вой кислот в различные сроки после его введения.

Обнаружено, что ДСИП вызывает увеличение содержания тоомозных медиато
ров и уменьшение содержания возбуждающих медиаторов, что сопровождается из
менением активности ферментов их обмена.

Показано, что ДСИП обладает выраженным хронобиологическим действием.

В последние годы широко изучаются физиологические и биохи
мические эффекты нонапептида, который, как предполагали, являет
ся гуморальным фактором сна [1]. Его введение животным индуци
ровало в коре мозга медленноволновую низкочастотную дельта-актив
ность, что и определило его название дельта-сон индуцирующий пеп
тид (ДСИП).

Более поздние исследования показали, что ДСИП обладает уни
кальным действием на функции и метаболизм мозга и всего организ
ма животного. Особенно значимо, что эффект ДСИП проявляется в 
большой степени, когда животное находится в экстремальных или 
стрессовых условиях и продолжается в течение многих часов или 
дней после его однократного введения. ДСИП проявляет выраженное 
антистрессорное действие [2].

Предполагают, что ДСИП является модулятором нейромедиатор
ных систем. Одни авторы считают, что его действие реализуется че
рез р-рецепторы адренергической системы [3]. Ряд работ свидетель
ствует о влиянии ДСИП на серотонинергические нейроны [4]. ДСИП 
изменяет активность МАО типа А [4]. Введение триптофана потенци
рует индуцируемый ДСИП дельта-ритм [5].

Развивающаяся под действием ДСИП медленно-волновая дель
та-активность мозга заставляет предположить его влияние на тор
мозные медиаторные системы мозга. Такие работы до сих пор не про
ведены. Главной тормозной системой мозга является ГАМК-ергиче- 
ская [6]. Кроме того, получены доказательства тормозных эффектов 
гомокарнозина [7].

Мы исследовали состояние системы ГАМК и содержание гомо- 
карнозинна в мозгу крыс в разные сроки после введения ДСИП. В 
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ферментной системе синтеза и превращения ГАМК циркулируют две 
трансмнттсрныс аминокислоты глутаминовая и аспарагиновая, ко
торым присущи свойства возбуждающих медиаторов. Поэтому, пред
принимая это исследование, мы сделали попытку определить соотно
шение тормозных н возбуждающих нейротрансмиттерных амино
кислот мозга при действии ДСИП.

Материалы и методы

Опыты проводили на белых беспородных крысах массой 150— 
180 г. В процессе эксперимента животных делили на 7 групп. Первая 
группа состояла из интактных животных. Животным 2—7-й групп за 
1, 2, 3, 7 ч, 1 и 3 суток до декапитации, соответственно, внутрибрю
шинно вводили пептид дельта-сна в дозе 12 мкг на 100 г массы жи
вотного [8].

В мозгу крыс определяли содержание ГАМК и активность фер
ментов ее метаболизма: глутамат-1-декарбокснлазы (ГДК; КФ 4.1.1. 
16). 4-аминобутират-2-оксоглутаратаминотрансферазы (ГАМ К-Т-1; 
КФ 2.6.1.19). 4 -ам1111обутират-2-г.’ксалоацет атамипотрапсфсразы ( ГА МК

Т-11; КФ 2.6.1.10). Содержание ГАМК, глутаминовой и аспарагино
вой кислот определяли методом электрофореза на бумаге [9]. Об ак
тивности ГДК, ГАМК-T-I и ГАМК-Т-П судили по накоплению конеч
ных продуктов реакции—ГАМК, глутаминовой и аспарагиновой кис
лот соответственно. Результаты выражали в мкМ образованной ами
нокислоты на 1 г ткани. Содержание гомокарнозина определяли мето
дом Young, Snyder [10] в модификации Бондаренко и Макленовой 
[И]. Результаты выражали в нмоль на 1 г ткани.

Результаты и обсуждение

В табл. 1 приведены результаты определения содержания ГАМК, 
гомокарнозина, глутаминовой и аспарагиновой кислот в мозгу крыс 
в разные сроки после введения ДСИП.

Из данных табл. I видно, что содержание ГАМК в мозгу крыс 
после введения ДСИП сохраняется па уровне контроля в первые 2 ч, 
а к 7-и ч возрастает на 37,8%. Содержание гомокарнозина, напротив, 
резко (па 58,4%) возрастает уже через I ч после введения ДСИП, 
затем постепенно снижается, по через 7 ч остается па 22,1% выше, 
чем в мозгу контрольных животных. Содержание глутаминовой кис
лоты через 1 ч после введения ДСИП—на уровне контроля, через 
2 ч снижается па 28,1% и продолжает снижаться. К 7-и ч снижение 
составляет 37,4%. Содержание аспарагиновой кислоты под действи
ем ДСИП не изменяется в течение 7-и ч после введения ДСИП. 
Эффект ДСИП. по-вплимому, зависит от способа введения. Ранее на

ми показано, что при интерцнетернальном введении ДСИП уже через 
1 ч содержание ГАМК в коре и подкорковых структурах мозга крыс 
значительно возрастает [12]. ДСИП хорошо проходит через ГЭБ [3]. 
Несмотря на это, при его внутрибрюшинном введении влияние ДСИП 
на содержание ГАМК и глутамата проявляется только через опреде
ленное время, тогда как содержание гомокарнозина возрастает сразу 
после введения ДСИП. Связано это может быть с разной локализа
цией этих соединений в структурах и субклеточных фракциях мозга.

Через сутки после введения ДСИП содержание ГАМК в мозгу 
увеличивается на 30%, через 3 суток наблюдается дальнейшее повы-
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Таблица 1 
Содержание нейротрансмиттерных аминокислот и гомокарнозина в мозгу крыс после введения ДСИП (М±ш, 

п = 6—10; содержание аминокислот—мкмоль/г ткани, гомокариозин—нмоль/г ткани)

Контроль 1 ч 2 ч 3 ч 7 ч 1 суток 3 суток

ГАМК 2,07+0,06 2.10+0,18 2.21+0.09 2.35+0.11* 2,85+0,12* 2.69+0.17* 3.22+0.2-1 •
Гомокарнозин 63,73+4,28 100.96+3,76- 88,62+2.90- 80.69+3.73* 77,84+4,96* 60.67 Т2.46՛’
Глутамат 7,79+0,36 7,46+0,40 5.60+0,21* 5.43+0.25' 4.88+0.10' г>»35±0»35* 6.94+0.32
Аспартат 2,30+0,13 2,13+0,24 2,10+0,11 2,41+0,25 2,63+0,11 2,.6+0.08* 2.35+0.12’

Примечание. *—достоверность различий по отношению к контролю р<0,05ч-0,001, *"— [8].
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Таблица '2
Активность ферментов системы ГАМК в мозгу крыс после введения ДСИП (М±пт, п = 6—10; мкмоль 

ГАМК/г ткани за 20 мин. мкмоль глутамата/г ткани за 40 мин, мкмоль аснартата/г ткани за 40 мин)

Примечание, ‘—достоверность различий по отношению к контролю р<0,05.

Контроль 1 ч 2 ч 3 ч 7 ч 1 сутки 3 суток

гдк 1.83+0,05 1,82+0.02 1.66+0,05‘ 2.09+0.12 1,95+0.12 1,59+0,10* 2.01+0,23

ГАМК-Т-1 2,52+0-10 2.28+0.04 2.08±0.12* 2.00+0.11 • 1 .89+0,10* 2.90+0.25 2,63+0,30

ГАМК-Т-2 1,99+0,12 1.61+0.35 1,75+0.11 1.82+0,19 1.72+0,16 1,58+0,08' 1,62+0,13



шение՜ уровня ГАМК—на 55,6% но сравнению <• контролем и на 23,4% 
по сравнению с сутками после введения. Параллельно повышению 
уровня ГАМК наблюдается и повышение уровня глутамата: через 
сутки после введения ДСИП содержание глутаминовой кислоты на 
6,1% выше,чем через 7 ч, но па 31,3% ниже контроля; через 3 суток 
наблюдается дальнейшее повышение уровня глутамата.

Таким образом, после введения ДСИП крысам в мозгу создают
ся условия для развития тормозного процесса. При внутрибрюшин
ном введении ДСИП уже в первые два часа тормозные процессы под
держиваются высоким содержанием гомокарнозина и значительно 
сниженным содержанием глутамата. Через 7 ч- тормозные процессы, 
видимо, усиливаются, так как повышен уровень как ГАМК, так и 
гомокарпозина. а концентрация глутамата значительно снижена По
лученные результаты хорошо согласуются с данными электрофизио
логических исследований. Так. Schoenenberg, Schneider-Helmert [131 
при периферическом введении кроликам ДСИП через 1 ч наблюдали 
увеличение дельта-активности в ЭКГ. которая сохранялась до 7-го ч 
эксперимента. Максимум достигался через 3—4 ч. Аналогичный эф
фект пабчю -али Kafi и соавт. при периферическом введении ДСИП 
крысам [14].

Каковы возможные причины изменения содержания нейромедиа
торных аминокислот при действии ДСИП? Исследована активность 
ферментов системы ГАМК—ГПК и двух трансаминаз—ГАМК-Т-1 (суб
страт оксоглутарат) и ГАМК T-TI (субстрат оксалоацетат).

Из табл. 2 видно, что активность ферментов синтеза и превраще
ния ГАМК—ГДК и трансаминаз существенно не изменяется. Актив
ность ГАМК-Т-Т снижается после 2, 3 и 7 ч после введения ДСИП 
на 17,5%. 20,6% и 25% соответственно, Такая динамика активности 
ГАМК-Т-Т при практически неизменной активности ГДК имеет пря
мое отношение к уровню глутамата. Его содержание в мозгу через 
2—7 ч после введения ДСИП снижается соответственно на 28,2— 
37,4%. Можно предположить, что в этот период ДСИП стимулиру
ет использование глутамата путями, несвязанными с синтезом ГАМК. 
В работе Бондаренко и соавт. показано, что в мозгу после введения 
ДСИП возрастает содержание белка Пока ничего не известно о влия
нии ДСИП на биоэнергетику мозга и использовании глутамата как 
предшественника оксоглутарата в ЦТК.

При неизменной активности ГДК содержание ГАМК остается 
постоянным до 7 ч после введения ДСИП. Через 7 ч ее содержание 
повышается на 37.8%. Источником ГАМК, кроме глутамата, при ста
бильной активности ГДК. может быть путресцин. Ранее этот путь 
синтеза ГАМК был нами изучен [15]. Считают, что ГАМК, синтези
рованная из путресцина, расходуется на синтез гомокарнозина. Как 
показано в табл. 1. содержание гомокарпозина через 7 ч после вве
дения ЦСИП на 36.3°/ ииж'՝ -’о епапненню с | ч после введения. По 
данным Крупенниковой. уровень гомокарпозина в мозгу через 3 су
ток после введения ДСИП не отличается от контроля [8].

Таким образом, на примере системы ГАМК и содержания гомо
карнозина показано, что введение ДСИП моделирует во времени 
развитие спстп<’ни" ՝<чкси՝:’’м коюпого выявляется че՜
рез 7 ч и 3 суток после введения пептида. Вероятно, что этот эффект 
определяет алаптогенные свойства ДСИП.
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CHRONOBIOLOGICAL EFFECT OF 6-SLEEP-LNDIJCING PEPTIDE 
AND GABA SYSTEM IN RAT BRAIN

MENDZHERITSKII A. M„ «USKOVA N. I, CHORAYAN I. O.. ««MIKHALEVA I. 1.
Institute of Neurocybcrncllcs, Rostov
’Rostov State University

*'N.N. Shemyakin Institute of Bloorganlc Chemistry.
USSR Academy of Sciences, Moscow

We studied the effect of intraperitoneally administered 6-sleep-indu- 
cing peptide on the level of homocarnosine, GABA, glutami cand aspartic 
acids atdifferent periods after DSIP administration. DSIP leads to an in
creased level of the inhibitory transmitters and decreases the level of 
excitatory transmitters, which is accompanied by alterations in the acti
vity of enxymes of their metabolism. It has been demonstrated that DSIP 
possesses a distinct chronobiological effect.
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РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ МОНОАМИНОКСИДАЗ МОЗГА 
ПРЕДРАСПОЛОЖЕННЫХ К КАТАЛЕПСИИ КРЫС

НА УРОВНЕ ТРАНСКРИПЦИИ
ВОИТЕНКО И. Н.

Институт цитологии и генетики СО ЛИ СССР, Новосибирск

В основе одной из распространенных психопатологий поведения— 
шизофрении лежит нарушение метаболизма нейромедиаторов мозга, 
в частности дофамина и серотонина [1], что вызывает необходимость 
тщательного изучения молекулярных механизмов регуляции метабо
лизма нейромедиаторов. Роль генома в регуляции активности МАО 
[(МАО) амин: кислород оксидоредуктаза (дезаминирующая) (со
держащая флавин)], фермента деградации многих моноаминов, при 
этой патологии поведения изучена мало. Ранее нами был установлен 
высокий уровень активности МАО типа Б v крыс, селекционирован
ных на предрасположенность к развитию каталепсии [2], которая яв
ляется ОДНИМ ИЗ синдромов ШИ',ОфПЩ|||||

В настоящей работе изучали роль генома в вызываемых эмоцио
нальным стрессом изменениях активности МАО мозга у генетически 
предрасположенных к каталепсии крыс, селекционированных из аут- 
бредной линии Wistar [2].

Крыс с генетической каталепсией (ГК) в возрасте 4 месяцев, 
массой 220—:250 г за два дня щ эксперимента помешали в индиви
дуальные клетки для снятия эффекта группового содержания на по
ведение и метаболизм нейромедиаторов мозга. Корм и воду не огра
ничивали. Световой режим соответствовал сезону (ноябрь). Эмоцио
нальный стресс вызывали содержанием крыс в тесных проволочных 
клетках в течение 60 мин. Контролем служили интактные крысы, на
ходившиеся в это время в своих обычных клетках. Актиноминин Д 
(«Fluka», ФРГ) в до՜'? 10 мкг на J00 г [3] вводили крысам интрапе
ритонеально за 60 мин до помещения крыс в тесную клетку. Конт
ролем служили крысы, получавшие актиномицин Д без последующе
го ограничения подвижности. Эту группу животных декапитпровалн 
в 11 ч. Кроме того, другую группу животных, предрасположенных к 
каталепсии, и крыс линии Wistar декапитировали в 9 ч, поскольку 
известны суточные колебания активности МАО мозга (4]. Мозг (без 
мозжечка) выделяли на холоде, гомогенп'иоовалп в 0,32 М растворе 
сахарозы, методом дифференциального центрифугирования выделя
ли фракцию неразделенных митохондрий Р2 [4], которую хранили 
при —20° до исследования. Определение активности МАО проводи
ли по Горкину и соавт. [5] в модификации Силаковой и соавт. [6]. 
Специфическим субстратом МАО типа А служил 1.0 мМ серотонин 
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креатининсульфат («Reanal», Венгрия), специфическим субстратом 
МАО типа Б—1,0 мМ бензиламин солянокислый (Харковский ФЗ, 
СССР). Активность МАО выражали в нмоль аммиака за мин на мг 
белка. Белок определяли по Lowry.

Полученные нами данные (рис. 1) свидетельствуют о более вы
сокой активности МАО типа Б в мозгу предрасположенных к ката
лепсии крыс и согласуются с нашими предыдущими данными [2]. 
В настоящем исследовании, проведенном па целом мозгу, по обнару
жено различий в исходной активности МАО типа Л у крыс каталеп
тиков и некаталептиков, хотя ранее нами наблюдалось [2] пониже
ние активности МАО типа Л в полушариях мозга крыс каталепти
ков. Это свидетельствует о возможности локального нарушения ме
таболизма серотонина, специфического субстрата МАО типа А при 
каталепсии.

I'ui. Akihiihuii, МАО типа А п 
типа Б (в имел. NHg/мг йелка-мяи) 
мозга крыс линии Wistar (1) и 
предрасположенных к каталепсии 
крыс (2) в 11 ч (а) и в 9 ч (б), 
•р<0.05 по сравнению с крысами 

линии Wistar (1)

Изменение активности МАО мозга крыс, предрасположенных 
к каталепсии, под влиянием ограничения подвижности

Таблица

Серин опытов Число
ЖИВОТНЫХ (

МАО типа А МАО типа А

Контроль (11ч) 4 1,78+0 >04 3,23+0,20
Стресс 5 1 ,66-0.07 4.08+0.18”
Актиномицин Д 5 1.81+0,14 3.08+0.11
Актоиоминин Д •֊■ стресс 5 2,23+0,16 2,03+0,11*

Примечание. • р<0,05 по сравнению с актиномицином Д, ’• р<0,05 по срав-
нению с контролем.
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Предрасположенные к каталепсии крысы на эмоциональный 
стресс, вызванный ограничением подвижности, реагировали повыше
нием активности МАО типа Б при неизменной активности МАО типа 
А (таблица). Эта реакция существенно отличалась от описанной на
ми ранее [7] реакции МАО мозга крыс линии U' istar, у которых ог
раничение подвижности вызывало существенное понижение активно
сти МАО типа Б и повышение активности МАО типа А.

Действие стресса на МАО типа Б, характерное для крыс линии 
Wistar. то есть понижение ее активности у предрасположенных к ка

талепсии крыс проявлялось только после предварительного введения 
актиномицина Д, ингибитора синтеза ДНК-зависимой РНК-полиме
разы (таблица). Это дает основание предположить, что у крыс ката
лептиков под влиянием стресса синтезируется м-РНК, которая ко
дирует индуцибсльную труппу МАО типа Б. Судя по тому, что у 
крыс каталептиков активность МАО типа Б под влиянием стресса 
после предварительного введения актиномицина Д была даже ниже, 
чем при введении актиномицина Д без стресса, следует полагать, что 
синтез конститутивной группы МАО типа Б у крыс каталептиков 
также нарушен. Обнаруженная нами устойчивость МАО типа А к воз
действию эмоционального стресса и актиномицина Д у предраспо
ложенных к каталепсии крыс может быть связана с изменением 
структуры этого типа МАО, что предполагается у .больных шизофре
нией [8].

Следует отметить, что были обнаружены существенные измене
ния в активности МАО мозга в течение утренних часов. Так, в 9 ч 
активность МАО типа Б (рисунок) у крыс каталептиков была ниже, 
а активность МАО тина А выше, чем у крыс линии Wistur Наряду 
с этим, в 11 чу крыс каталептиков изменялась только активность 
МАО типа Б (повышалась), активность Л^АО типа А оставалась на 
неизменном уровне. У крыс линии Wistar к 11 ч изменялась актив
ность обеих типов МАО. и > ли и менения отличаллсь от тех. кото
рые наблюдались у каталептиков: у крыс линии Wistar повышалась 
активность МАО типа А и понижалась активность МАО шна Б (ри
сунок), и эти данные совпадают с полученными нами ранее в 11ч 
[2]. Приведенные факты свидетельствуют о неодинаковом колеба
нии лыивности ՝1Ао и (лвисимос.՛и л времени суток у пред
расположенных и непредрасположенных к каталепсии крыс. Можно 
предположить, что неадекватное изменение активности МАО типов 
А и Б мозга у каталептиков связано с нарушением регуляции актив
ности фермента и ведет к рассогласованию физиологических функ
ций этих двух типов МАО в мозгу, которое может проявиться в раз
балансировании процессов освобождения и обратного захвата серото
нина и дофамина [9], в нарушении серотониновой и дофаминовой 
нейропередачи [10], в проявлении патологического поведения, ката
лепсии.

Таким образом, у предрасположенных к каталепсии крыс ГК при 
эмоциональном стрессе в И ч найдено повышение активности МАО 
типа Б в мозгу при неизменной активности МАО типа А. Регуляция 
активности МАО типа Б в это время при эмоциональном стрессе у 
предрасположенных к каталепсии крыс изменена, по-виднмому, на 
уровне ।ранскрппции. Устойчивость МАО тина А крыс каталептиков 
к эмоциональному стрессу следует, вероятно, связывать с измененной 
структурой этого фермента. Найденные нарушения в регуляции ак
тивности МАО мозга у предрасположенных к каталепсии крыс, по 
всей видимости, могут являться причиной рассогласования в работе
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МАО мозга, которое проявляется в неадекватном изменении активно
сти МАО в зависимости от времени суток, а также вызывать пред
расположенность к каталепсии.

CONTROL OF BRAIN MONOAMINE OXIDASE ACTIVITY IN RATS 
PREDISPOSED TO CATALEPSY AT THE TRANSCRIPTION LEVEL

VOITENKO N. N.
Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the USSR Academy 

of Sciences. Novosibirsk

The activity of MAO-B increased, whereas that of MAO-A remained 
unchanged in rats genetically predieposed to catalepsy (GC) under emo
tional stress. A stress-induced decrease in MAO-B activity observed in 
control rats, was detected in GC rats only after pretreatment with Acti
nomycin D. In GC rats, MAO-A proved to be insensitive both to stress 
and Actinomycin D. It is proposed that MAO-A structure is altered in 
GC rats and emotional stress induces synhtesis of MAO-B molecules.
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НЕЙРОХИГ1ИЛ
т. 9, № 2, 1990

УДК 577.1

ВЛИЯНИЕ НЕЙРОГОРМОНА «с» на синтез 
И ЗАХВАТ [3Н]НОРАДРЕНАЛИНА НАДПОЧЕЧНИКАМИ КРЫС

ГАЛОЯН А. А., КАРАПЕТЯН Р. О., ПОПОВА Т. В.

Институт биохимии им. Г. X. Бунятяиа АН Армении, Ереван

Мозговой слой надпочечников, как показано многочисленными 
эмбриологическими исследованиями, развивается из одного источни
ка с симпатической системой—из нейронального гребня [1]. По об
щему принципу все органы и ткани организма получают симпатиче
скую иннервацию в виде конечного ее звена постганглионарных ад
ренергических волокон. Исключение составляет мозговой слой над
почечников который иннервируется преганглионарными холинерги
ческими волокнами, а сам представляет собой своеобразный аналог 
постганг чионарных адренергических нейронов и имеет в своем соста
ве два типа клеток, одни из которых содержит адреналин, другой— 
норадреналин [2].

Существует определенное сходство между хромаффинными и 
ганглионарными клетками надпочечников: и те и другие имеют кате
холаминсодержащие гранулы (везикулы), иннервируемые преганг- 
лнонаоиыми холинергическими волокнами [3, 4], Н-холиномимети- 
ческие вещества возбуждают их, а Н-холннолитики тормозят функ
цию этих клеток. Имеются данные о том, что в надпочечниках су
ществуют и мускариновые рецепторы, участвующие в реализации 
Эмулирующего влиянния АХ. Никотин в больших дозах полностью 
не снимает стимулирующего влияния АХ, остаточный эффект пос- 
лешего блокируется атропином [3]; высвобождение катехоламинов 
из мозгового слоя надпочечников достигается также введенном мус
кариноподобных препаратов [о].

1 В настоящей работе мы поставили задачу выяснить действие 
иейпогормона (нС) на захват ( 11)норадр. налина надпочечин 
ками крысы при предварительном применении или сочетании с нС 
блокаторов различных рецепторов, а также степень синтеза [3Н]нор- 
адреналипа и [3Н] дофамина из ( И]тиро.;ииа под влиянием нС, про
пранолола и фентоламина. , . -юл

Опыты проводили на белых крысах линии к istar массой 180 — 
200 г' Крыс оглушали электрическим током и декапитировали. Над
почечники инкубировали в растворе Тироде, содержащем (в мМ): 
NaCl-153,9, КС1-4.5, СаС12-2,5, MgClj-1,0, NaHCO3-ll,9,
NaH2PO4— l’.O. глюкозу—-5,5, аскорбиновую кислоту- 2,8 
объемом՝ 10 мл при 37՜՝, насыщенной кислородом. Захват 
адреналина определяли по методу Волиной [6, 7]. Синтез 
минов из (3Н]тирозива определяли по методу Волиной, 

в камере 
[3Н] нор- 

катехола- 
Манухина

[8, 9].
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Радиоактивность измеряли на жидкостном сцинтилляционном 
счетчике БЕ-ЗО «1п1ег1ес11П1ср>е» (Франция), -с внешним стандартом, 
что позволило выразить захват [3Н]норадреналина в распадах в мин 
на 1 г ткани. В опытах был использован [3Н]норадреналин с У. А. 
8,2 Ки/.ммоль и [3!֊1] тирозин—13,5 Ки/ммоль («АтегзЬат», Англия).

Для того, чтобы выяснить влияние нС на синтез катехоламинов 
из [3Н] тирозина в надпочечниках, была поставлена серия парал
лельных опытов с нС, пропранололом и фентоламипом.

Блокада а-адрсноблокак.ром—фо. голамином—в концентрации 
5-10՜’ М приводит к активации синтеза норадреналина на 1717о. 
дофамина—на 250%. Захват норадреналина при этом увеличивает
ся на 246% (р<0,001).

р-Адреноблокатор—пропранолол—в тех же концентрациях уси
ливает синтез норадреналина па 73%, захват—на 122%, а синтез до
фамина—на 105% (таблица). В надпочечниках нС усиливает захват 
и синтез аминов. Так, например, в значительно меньших концентра
циях нС (10 —10 М) захват норадреналина увеличивает на 348% 
(р>0,001), синтез—230% (р<С,01), а дофамина—на 323% (р<0,01) 
по сравнению с контролем. В сочетании с нС вызывает снижение за
хвата аминов (рисунок).

Влияние neiTporopMuiia «С». Пропранолола и .енгол-՝.мина на синтез 
катехоламинов из [3Н]тирозниа в надпочечниках крыс

(счет/мни/г; п = 6)

Таблица

Соединения РН]норалреналин %* (Э11]дофзмнн %*

Контроль 8717+1250 15989+ 144
Пропранолол. 5* 10”’М 15112jr2b23 

р<(» »и5
73 32634+ J.444 

р<0,01
105

Фентоламнн, 5 • 10""М 23597^:4633 
р<0,01

171 56о20± 7357 
р<0,01

250

Hcftpoi Орион .С" 
0,2 ФДЭ. Е

28777+3070 
р<0.01

230 67627+11046 
р<0 >01

323

Примечание. % изменения по сравнению с контролем.

Интерес представляют данные, полученные под влиянием инги
биторов нейронального захвата кокаина (5-10 5 М) и десметилими- 
пра.мииа (ДМИ; 5-10 7 М), а также в сочетании их с нС. Кокаин и 
ДМИ как специфические ингибиторы ш и; опального захвата действу
ют по-разному. Кокаин активирует захват амина на 254%, а ДМИ 
ингибирует его. Как видно, нС заметно конкурирует с кокаином. Ес
ли кокаин увеличивает захват норадреналина, то в сочетании с нС 
захват снижается до 86%. Блокадой множественных форм рецепто
ров (или общего для всех рецепторов звена) можно объяснить не
большую активность нС, увеличивающую захват норадреналина над
почечниками. С одной стороны, нС усиливает захват норадреналина, 
с другой стороны, увеличивает чувствительность различных медиато
ров к рецепторам.

Ингибитор экстранейронального захвата изопропилнорадреналин 
(ИзПИА) (5-10 7 М) вызывает усиление захвата амина на 251% 
(р> 0,001), в сочетании с нС эффект снижается до 17%.

Блокаторы рецепторов морфина налтрексон (0,3-10 8 М) и на-
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Локсон (0,39-10-• М), влияющие на общее звено, по характеру
действия разные. Налоксон стимулирует захват амина на 102% 
(р<0,01), налтрексон—лишь на 16%. Но в сочетании с нС этот сти
мулирующий эффект сохраняется с налтрексоном, который захват 
амина доводит до 200% (р<0,001). По-видимому, нС блокирует об
щее звено для всех рецепторов ко всем агонистам, тем самым как бы 
деблокируя эффект блокаторов, создавая условия для экономного рас
хода медиаторов и выполнения тех или иных физиологических про
цессов Эффект сочетания нС с налтрексоном можно, по-видимому, 
объяснить тем, что налтрексон связывается не теми рецепторами, с 
которыми связывается налоксон пли, что с этими рецепторами не взаи
модействует нС.

Рис. Захват [։Н]норадреналина в 
надпочечниках под влиянием ней
рогормона «С» и его сочетаний с 
ингибиторами адрено-, морфо- и 
хол ннорецеггторов. нС—нейрогор
мон «С», ПП—пропранолол, ФА— 
фснтоламнн. Кок—кокаин. ДМИ— 
десметилим нирамин, ИзП НА—изо* 
пропнл-норадреналин, НТ—налтрек
сон, Н—налоксон, Атр—атропин, 
Ам—амизил. По оси ординат— 
отклонение от контрольных дан

ных в %

Представляют особый интерес данные, полученные с литиками 
холинорецепторов: а ։ ։
Л1), которые вызывают стимулирование захвата норадреналина на 
182 и 107% соответственно (р<0,001). В сочетании с нС наблюдает
ся понижение захвата, что позволяет считать, что при сочетании с 
указанными блокаторами рецепторов, нейрогормон препятствует их 
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захвату надпочечниками. При захвате норадреналина в различных 
органах нС действует как бы противоположно, скорее регулируя этот 
процесс, то есть нС действует подобно блокаторам.

Вероятно, действие нС обусловлено влиянием посредством спе
цифических рецепторов на клеточную мембрану, которое приводит 
к повышению чувствительности встроенных в нее рецепторов к спе
цифическим медиаторам и, возможно, активации транспортных сис
тем.

THE EFFECT NEUROHORMONE C ON SYNTHESIS AND UPTAKE 
OF PH] NORADRENALINE BY RAT ADRENALS 
GALOYAN A. A., KARAPEI'YAN R. O., POPOVA T. V.

Institute of Biochemistry, Academy of Sciences of Ilie Armenia, Yerevan

Neurohormone C (nC) in the concentration of 0.2 PDE E increases 
the uptake and synthesis of catecholamines. Blockers of various recep
tors (a- and p-adrenergic receptors, cholinergic receptors and morphine) 
stimulate the uptake of [3H] noradrenaline but to a lower extent than nC. 
When nC is given in combination with various blockers of these receptors, 
the effect is prevented with the exception of Naltrexone which increases 
the uptake of amines by 200%. Neurohormone C probably has specific re
ceptors on cell membranes of adrenals and stimulates the sensitivity of 
these receptors to agonists creating conditions for the economical con
sumption of the transmitters. The effect of nC+Naltrexone combination 
can be explained by the circumstance that nC probably does not interact 
with morphine receptors blocked by Naltrexone.
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МЕТАБОЛИЗМ ЖИРНЫХ КИСЛОТ В ГОЛОВНОМ МОЗГУ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ОТЕКЕ

ПОГОСЯН А. 10., ОВСЕПЯН Л. М„ ‘ОВЕЯН Г. А., “ПАНОСЯН А Г 
КАРАГЕЗЯН К. Г., ПЕПОЯН А. 3.

Институт эксперемсптальной биологии АН Армении, Ерезап 
‘Ереванский государственный .медицинский институт 

“ИТОХ им. Мнджояна, Ереван

Из литературы [1, 2] и жестка иогубна.ч роль больших концент
раций неэстерифицированной арахидоновой кислоты (Сс)) в усу
гублении отечного процесса в головном мозгу. Превращения сво
бодной С гл могут развиваться, по крайней мере, по четырем основ
ным направлениям: путем ферментативного ^-окисления, через пере- 
окисление по свободнорадикальному механизму с образованием гид
роперекисей и перекисей в сторону биосинтеза биологически активных 
соединений типа простагландинов, лейкотриенов, тромбоксанов и ря
да промежуточных веществ и, наконец, посредством оеэстерифика- 
ции их в составе вновь формирующихся молекул фосфолипидов (ФЛ). 
Эти процессы, очевидно, являются немаловажным звеном в формиро
вании компенсаторно-приспособительной, защитной функции данной 
биологической системы и организма в целом, что в условиях отека 
мозга (ОМ), по всей вероятности, имеет особое значение. Оно рас
ценивается как проявление так называемой «биологической нейтра
лизации» жирных кислот (ЖК), в том числе и С , высокие концен
трации которых обладают детергентным действием на биологические 
системы и главным образом клеточные мембраны. В отмеченном кон
тексте и было проведено настоящее исследование.

В молекулярной организации биологических мембран ЖК прида
ется существенное значение как факторам, обусловливающим высо
кую степень жидкостности этих образований, соединениям, создаю
щим соответствующее микроокружение, необходимое для максималь
ного обеспечения функциональной активности мембранных белков- 
рецепторов и мембраносвязанных ферментов [3]; присутствие свобод
ных ЖК в тканевых системах, в частности в головном мозгу, интен
сивно влияет на протекающие в них метаболические процессы.

Целью настоящего исследования явилось изучение состава ЖК 
ФЛ, а также процессов ПОЛ при экспериментальном ОМ. Ставилась 
задача проследить за динамикой содержания эстерифнцированной 
С20 4 в головном мозгу при его отеке, вызванном тетраэтилоловом, 
что явилось бы показателем приспособительной функции организма, 
направленной на возможное лимитирование ее свободной формы пу
тем эстерификации в составе ФЛ, синтезирующихся de novo.
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Исследования проводили на беспородных белых крысах, содер
жавшихся на обычном пищевом рационе. Экспериментальный ОМ вы
зывали внутрибрюшинным введением 0,2%-ного раствора тетраэти 
лолова, приготовленного на подсолнечном масле, в дозе 10 мг на 
1 кг массы животного. Критерием развивающегося отека служило 
увеличение в мозговом веществе содержания общей воды и наруше
ние его микроструктуры. Суждения об увеличении количества воды 
при формировании ОМ строились по весовым различиям остатков 
мозговой ткани, тщательно высушенных при температуре 110° до по
стоянной массы. Экстракцию ФЛ производили из ацетоновых порош
ков мозговой ткани по методу 1'о1сЬ [4], в модификации Карагезяна 
[5]. Метиловые эфиры ЖК ч-М получали по методу Штоффеля [6], 

их состав определяли методом ГЖХ на хроматографе «Хром-5» 
(ЧССР) с пламепноионизациоиным деюктором. Идентификацию ме
тиловых эфиров ЖК проводили путем сравнения с хроматограммой 
смеси их насыщенных и ненасыщенных представителей с длиной уг
леродной цепи Си_2.. Об активности ПОЛ судили по содержанию 
малонового днальдегида,образующего с тиобарбитуровой кислотой, 
цветное окрашивание, интенсивное!ь которого регистрировали спек- 
трофото.мстрически при длине волны 535 нм [7յ. Количество переки
сей пересчитывали на 1 мг белка [8). Статистическую достоверность 
полученных результатов рассчитывали по шкале Стьюдента-Рихте
ра.

Визуально ОМ проявлялся потерей координации, параличом ко
нечностей, потерей аппетита, а также отчетливыми расстройствами 
микроструктуры коры теменной области головного мозга, отражен
ными на рисунке (а, б). Микроскопический анализ мозга свидетель
ствует о том, что при примененной дозе тетраэтилолова и при дека
питации животных на 3-и сутки наблюдается четко выраженный отек 
в виде характерного диффузного разрыхления белого вещества моз
га [9].

Рис. Кора теменной доли: о- контроль (X180). б отетнос разрыхление белого ве
щества (Х290); целлоидин, гематоксилнн-эознн

Как показали результаты проведенных исследовании, при экспе
риментальном ОМ наблюдаются глубокие изменения в ЖК ФЛ (табл. 
1). По нашим данным, в составе указанных соединений имеет место 
уменьшение содержания пальмитиновой (Си(1), пальмитоолеиновои 
((},,,). стеариновой (С ,,:0) ЖК. Значительно возрастает уровень со
держания полиеновых ЖК в основном за счет увеличения процента 
содержания С֊о;. что заслуживает особого внимания. Сумма насы
щенных ЖК уменьшается.
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Zands, Merkl [IOJ показали существование

Жвриокисаотный состав фосфолипидов Р’. от rv,.,... Таблица 1

Жирные кислоты (ЖК) Контроль Опыт
—

С„:в 
16 :о г

С,.:,

с17:0

^18’1
£19:°
92°:°
Сзо: j

Cao-J

С л :0
Сумма насыщенных ЖК

Сумма моноеновых ЖК 
Полиеновые ЖК

Сумма ненасыщенных ЖК

следы
28,6+0.3

1,64+0,02

следы
29,70+0,45

32,10+0,25 
следы
следы
4,66+0,6

2,75±0,01

следы
58,30-0,75

38,40+0,87
2-75+0,01

41,20-0,88

следы
23.30+0,33

р<0.00Г 
1,25+0,02

Р<0.001 
еле !ы 
26,80+0,17

р<0.001 
33,10+0,13 
следы
следы
4.04+0.16

Р<0,5
11,5+0,3

р<1,001
следы
50.1+0,5

р<0,001 
38,40±0>49 
11.5±0,3

р<0.001 
49.90-0,79

р<0,001

---------  так называемого цикла деацилирования реацилирования при активном участии фосфо
липазы Ао. Процесс деградации ФЛ сопровождается образованием 
значительного пула лизопроизводных этих соединений при одновре
менном активировании анилтрансфераз. катализирующих реакции 
ацилирования лизофосфол1тидов присоединением новой молекулы ЖК 
взамен отщепленной. По всей видимости, ацилообменный механизм 
является особенно важным для контроля качественных изменений 
полиеновых ЖК во втором положении глицерина в молекуле ФЛ. Из
менение гидрофобных областей мембраны при переходе диацильных 
форм ФЛ в моноацильные и обратно оказывает существенное влия
ние на степень проницаемости различных веществ, транспорт ионов. 
При отщеплении полиеновых ЖК наблюдается резкое снижение ак
тивности И а՜1՛ К АТРазы [II]. Дальнейший ход обмениваемости 
этих соединений преимущественно протекает в направлении фермен
тативного окисления с образованием углекислоты и воды. Значитель
ная часть их окисляется также по свободнорадикальном)- механизму 
с образованием перекисей и гидроперекисей и, наконец, они служат 
субстратом в процессах простагландинов синтеза. По нашим данным, 
экспериментальный ОМ сопровождается активированием процесса; 
ПОЛ (табл. 2) как в аскорбат-, так и в МАИРН-зависимой системах
окисления липидов. Известно, что микросомы мозга содержат 
МАОРН-специфичный флавопротечд и цитохром В5, тогда как цито
хром Р«о в ЭТ||Х мембранах полностью отсутствует. Именно на 
ИАГ)РН-специфичном флавопротсиде происходит активация кисло
рода с образованием супероксидного анион-радикала или гидроксил-
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Таблица 2
Содержание гидроперекисей и перекисей в общем гомогенате и в микросомной фракции при эксперименталь

ном отеке мозга

Условия опыта
Микросомная фракция Общий гокогеиат

Контроль Опыт Контроль Опыт

Тип переокис- 
леиия

НФП ФП НФП ФП НФП ФП НФП ФП

Гидроперекиси
Е480/мг белка

0,549+0,040 0.3080.030 0.731+0.030 
р<0,002 
п= 10

0.584 0.020 
р<0.001 
п —10

0,419+0,060 0,292+0.050 0,648+0.030 
р<0.001 
п=10

0,492 +0,040 
р<0.001 
п=10

Перекиси 2,07+0,07 1,42+0 08 3.04+0.17 
р<0.001 
п=8

2.07+0.1 
р<0.001 
н=8

1,662+0,020 0.810+0,070 1.857+0.020 
р<0.001 
п-=7

1,044+0.020 
р<0.01 
п=7

Примечание. НФП—неферментативное аскорбатзависимое переок нелеп не, ФП—ферментативное 
переокисление.



радикала. Не менее вероятной является и версия, допускающая воз
можность образования синглетного кислорода [12]. Супероксидный 
анион-радикал. генерируемый ксантиноксидазой при окислении ксан
тина, может индуцировать в мозгу липопероксидацию Сг0:4 [13].

Окисление С։о, в мозгу катализируется циклооксигеназой и 
липооксигеназой. В первом случае основными продуктами метабо
лизма С,п । являются простагландины и тромбоксаны, во-втором— 
гидроокснкислоты. лейкотриены и липокспны. Имеются указания о су
ществовании параллелизма между развитием отека-набухания и из
менением содержания в мозгу простагландинов [14]. Особого внима
ния заслуживают продукты липооксигеназного окисления С. . Это, 
в частности, касается биосинтеза 12/8/-12-гидрокси-5г, 8г, 10Е, 14г- 
эйкозатетраеновой кислоты в мозгу, заметно активирующегося при 
ишемических состояниях (15], и роли л ՝йко:р:։ча Сл [16] в обеспече
нии определенного статуса функциониэовавпч ГЭБ. Увеличение кон
центрации этих соединений в сосудистом сплетении способствует их 
участию в секреции цереброспинальной жидкости из крови в ЦНС 
Лейкотриен С.| сохраняется неизменным в течение нескольких часов 
в цереброспинальной жидкости и медленно превращается в лейко
триены Д4 и Е<.

Приведенные выше данные свидетельствует о том, что ОМ со
провождается выраженными и достаточно специфичными сдвигами в 
обмене липидов и ЖК. Нами показано, что многократное увеличе
ние уровня эстерифицированной С։о։ в составе ФЛ отечного мозга 
является отчетливым частным проявлением компенсаторно-приспоч 
собнтельиой функции организма. Одним из показателей ее является 
эффект максимального лимитирования пула неэстерифицированной 
формы С«оч> обладающей в высоких концентрациях способностью 
усугубить формирование и течение отечного процесса путем включе
ния ее в состав вновь синтезирующихся ФЛ. Изучение функциональ
ной роли продуктов окисления С является задачей наших дальней
ших исследований.

METABOLISM OF FATTY ACIDS IN BRAIN DURING 
EXPERIMENTAL OEDEMA

POGOSYAN A. YU., OVSEPYAN I.. M., OVEYAN G. A., PANOSYAN A. G., 
KARAGEZYAN K. Q., PEP. YAN A. Z.

Institute ol Experiment։! Biology, Academy of Sciences oi the Armenia,
Yerevan

Using gas-liquid chromatography we have determined that the level 
of palmitic, palmitic-oleic and stearic acids markedly decreases during 
the experimental brain oedema. The level oi polyunsaturated fatty acids 
increases markedly, mainly due to the elevation of arachidonic acid, 
whereas the sum total of saturated fatty acids goes down. Experimental 
brain oedema is accompanied by a statically significant elevation of hyd
roperoxides and malonic acid dialdehyde, both in ascorbate- and NADP- 
dependent systems of lipid oxidation. Our data lead to a hypothesis that 
the increased level ot polyunsaturated fatty acids and activation of LPO 
play an important role in pathogenesis of brain oedema.
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Са2 • -КАЛЬМОДУЛИН И СОПРЯЖЕННЫЕ СИСТЕМЫ 
РЕГУЛЯЦИИ
ГАЛОЯН А. А.

Институт биохимии им. Г. X. Бунятяня АН Армении, Ереван

В обзоре схематично обобщены основные и, главным образом, новейшие лите
ратурные данные о роли Са2 ֊кальмодулиновой системы в регуляции активности 
ряда ферментов, различных физиологических процессов, а также описаны генетиче
ски детерминированные участки (Е • -участки) связывания ионов кальция с различ
ными белками, функциональная роль некоторых из них не совсем ясна. Получен
ные в нашей лаборатории данные о существовании в мозгу пептидной системы ре
гуляции активности некоторых Са2 -кальмодулинзависимых ферментов (С-модулн- 
ны), без участия ионов кальция и кальмодулина в концентрации 10 —1012 М, .а 
также пептидов мозга с величиной Мг 3,5—7 кД, которые активируют как ФДЭ, 
так и киназу легкой цепи миозина без участия ионов кальция, свидетельствуют о 
наличии дополнительных систем регуляции активности этих ферментов. Последние 
пептиды связываются с кальмодулином подобно нонам кальция и затем активируют 
указанные ферменты. Допускается,что эти нейропептиды гипоталамуса, вероятно, 
аналогичны подобным во многих других ткан х. являющимся первш(П®>ми perv."՛֊ 
торами активности ферментов, когда концентрация ионов кальция составляет в клет
ке , о՜8- 101 • М. Другим важным фактором регуляции активности Са2 -кальмоду- 
линзависимых ферментов являются нейрогормон «С» и подобные соединения, кото
рые, будучи конкурентными ингибиторами ФДЭ сАМР и сСМР, вместе с тем яв
ляются транслокаторами ионов кальция. Опи из саркоплазматического ретикулума 
и миоплазмы транспортируют ионы кальция во внеклеточное пространство, благо
даря чему уровень Са2 в клетке заметно снижается, что приводит к релаксации 
клетки. Представленный механизм расширяет наши представления о новых систе
мах регуляции Са2 8 -кальмодулнизависимых ферментов и физиологических процессов.

Ионы кальция являются фундаментальным регуляторным фак
тором различных внутриклеточных процессов и активатором всех ак- 
томиозипзависимых сократительных систем, хотя их молекулярные 
механизмы могут быть разные в зависимости от различных типов 
мышц. В мышечных клетках при покое содержание свободного Са2 
составляет около 10 ’ М. Повышение концентрации Са2 *՜ до 10~‘М 
приводит к сокращению мышц. Во всех типах мышечных клеток Са2 ■ 
соединяется со специфическими (sensor) участками соответствующе
го белка, что вызывает сокращение мышц.

Имеется три типа регуляции сокращения, которые включают раз
личные чувствительные молекулы, связывающие ионы кальция:
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I) тропонин С—-Са2 -связывающий компонент тропонина, участ
вующий в регуляции сокращения поперечнополосатых мышц позво
ночных;

2) регуляторная легкая цепь миозина, играющая роль в регуля
ции сокращения мышц моллюсков [1]; следует, однако, заметить, 
что у моллюсков в отсутствие миозина регуляторная легкая цепь пол
ностью активизируется актином даже в бескальциевой среде, по мо
жет быть ингибирована при добавлении легких цепей гладких мышц 
позвоночных [2J;

3) кальмодулн (КМ), который, связываясь с ионами кальция, 
активирует киназу легкой цепи миозина, что приводит к сокращению 
гладкой мускулатуры позвоночных [3]. то есть сокращение гладких 
мышц происходит только при наличии Са2 -кальмодулинового комп
лекса через фосфорилирование. Ионы кальция имеют многогранную 
функцию в нервной системе. На поверхности клетки они изменяют 
мембранную стабильность и проницаемость в отношении различных 
ионов и включаются в процесс реализации нервного импульса.

При стимуляции увеличивается вхождение Са2 в нервную клет
ку, что способствует выделению нейротрансмиттера в синаптическую 
щель. Огромную роль ионы кальция и КМ играют в активировании 
ряда ферментов метаболизма как в нервной, так и в других тканях.

В табл. I приведены Са" -КМ-регулируемые ферменты. Описа
но более 30 Са21՜ -КМ-активируемых ферментов в различных тканях 
и количество таких ферментов непрерывно растет. Недавно этот спи
сок пополнился еще одним ферментом—5'-нуклеотидазой мозга [4]. 
Можно заключить, что как фосфорилирование, так и дсфосфорилп- 
рование белков и ферментов, образование биологически активных пеп
тидов, циклических нуклеотидов, нейротрансмиттеров, в частности 
катехоламинов, сокращение гладких мышц, генерация кальциимоби- 
лизирующих фосфолипидов, процессы мембранного транспорта и др., 
находятся в зависимости от Са2 - кальмодулинового комплекса. КМ 
является ключевым элементом в передаче (количественной) сигна
лов кальция внутрь клетки [5]. Количественная передача сигнала Са2 
внутрь клетки посредством К.М состоит, по крайней мере, из четы
рех компонентов [5J:

г՝ молекулярные механизмы, которые определяют Са2 ՛ -зави
симое взаимоотношение КМ с белками-мишенями (кинетическая ре
гуляция);

б) локализация КМ и белков-мишеней в клетке (топологиче
ская регуляция);

в) соотношение между концентрацией КМ и различных белков- 
мишеней (генная регуляция);

г) посттрансляционная модификация белков-мишеней и КМ.
Имеется ряд кальцийсвязывающих белков, функциональная роль 

которых еще недостаточно изучена. Кальцийсвязываюшими белками 
являются тропонин С [6], парвальбумин [7, 8], кальсеквестрин [9], 
белок СВР-I (Calcium Binding Protein) [Ю], В-субъединица каль- 
цийнейрина [II], регуляторная цепь миозина [I, 12], кальбинаии Д 
(витамин-Д-зависимое связывание ионов кальция), белок S-100 [13], 
аккомодулин [14]. Са2 -кальмодулиновая система играет важную 
роль не только в активировании различных ферментов (в метаболи
ческих процессах), но и в осуществлении самых разных биологиче
ских процессов (табл. 2). Установлено, что все Са2 ՛-связывающие
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Са1 ■* ‘Кальмодулин регулируемые ферменты
Таблица !

Ферменты Литератур! Ферменты -luTep.iTypa 1
ФДЭ сАМР, cGMP Cheung W. Y. 1970 (48) 5' нуклеотидаза мозга Galovan A. A. 1989 (56 )

Kakiuchi S. Sharova N. P.
Yamazaki R 1970 149) Gurvliz B. Ja.

.Аденил .тциклаз ։ Cheung W. Y.
Klee С. 8.

1980
1980

150) 
(511

Киназа тяжелой цепи миозина 
1. 4. 5-ипозитол-фостат-З-ки-

Rieker J. P. h coaBT.
Kimura Y.

1987
1987

(57
(58)

Means A. R.
Dedman J. R

1910 (52) наз 1
сАМР-зависимая протеинкина-

II CO3HT.
Cox D. M. 1982 |59|

1978 (53) за(кальмотулан ингибирует) Edsirum R. D.
и CO3BT

Са”, Л1|»а’ - АТРаза(микросом- 
ная)

Са”. Мг։,-АТРаза (в эритро- 
ин та .х)

Са’-.Ме’-АГРаз!

Hageboon G. K. 1981 |6C!)
КиН-33 леткол не :и миозина

Фосфорил -за киназа (кальмо
дулин является субьединн-

Walsman D. M. и соавт 
Adelsteln R.
Klee С. B.
Cohen P. и соавт.

1978
19S1

1978

(53) 
(24)

(541

leden J.
Jarrell H. W.
Pannlslon J.
Cox D. M.
Vincenzl F. F. h coairr.
Coronl P.
Carafoll E.

1977

1980

(61)

(62)
ней фермента) Burger E. и соавт. 1983 (55j 1981 (63)

NAD-киназа Anderson J. 1978 (64) ПротеинЛосфита >а Klee C. B. u coanr.
Cornier M. J. (кальцийненрпн) Steward A. n coaBT.

1979Гликогенсинтетаза киназа Payne M. E. 1980 (65) Полиаминзавнсимая протеин- Sharma K. K. |73|
Sjderltng T. киназа Wang .1. H. 

Almaz V. J. 
Kuehn C.D. 
Dasaralhy Y. 
Fanburg B. L. 
Burke B. E- 
DeLorenzo R. J. 
Weng P. Y. K. 
Cheung W. Y.

19 >2 (74)
Фосфол паза А2

Трипт фан-5-монооксигеназа

Тироз! н-гидроксилаза 
Нейрональная протекнкииаза

Wang J. H 
Walsman D. M. 
Yamauchi T. 
Fujisawa H. 
Ehncsllkawa и соавт. 
Kennedy M. B.

1979

1979

1983
1985

(66)

(67)

(68)
(69)

Ангиотеи шнпрсврицаюший 
фермент

Тубулннкиназа

Фосфолипаза тромбоцитов 
человека

1985

1983

1988

(75)

(76)

(77)

Фосфофрукток иназа Mayer 0. 1984 (70|
(71)

1981 (78]
Альдолаза Orosz F. 19 18 Множественные формы Са։'-

1379Chlstova T. Y. КАЛЬиодулинэлвнсиион про- Kennedy M. B. (79)
Ovadl J. тсинкиназы мозга

Аденилат, иклаза мозжечка Malnoe А. и соавт. 1982 (72) Мульти | ункциональзая про-
Plfe C. ii coaBT.

1985 (69)
теинкиваза

1984 (80)



белки имеют генетически детерминированный участок «EF-Hand» 
[13] (табл. 3). Наиболее древней (ancestral) молекулой является 
КМ, основной рецепторный белок ионов кальция, биологическое зна
чение которого хороню установлено. Исследование первичной струк
туры КМ [15] показало, что КМ содержит 4 Са2+-связываютих до
мена: домен I (9—42), домен II (45—78), домен III (82—105) и до
мен IV (118—149). Для активирования фермента-мишени необходи
мо, чтобы связалось с КМ 3—4 атома кальция [16]. КМ—кислый

Таблица 2
Роль Cas' -кальмодулиновой системы в различных процессах

Процессы Литература

Деполяризация микротубул Marcum J М. и cor it. 1978 181)
Sobue К. и соавт. 1981 (821

Взаимодействие со спектрином и G'.ennev J. 1980 [83]
белкой Weber К.

Транслокация внутриклето ных 
ерганелл Means A. R. и соавт. 1982 (84)

Механизм действия антидиуретиче- Beau wens R.
(85)ского гормона на водный транспорт Rent mecsters М. 1981

Поглощение кислорода печенью Kimura V. и соавт. 1987 [581
1, 3. 5 Рз-стимулируемая мобилиза

ция Са1' ингибируется антагони-
Ш11 Т. D. и соавт. 1988 [8f]

стами кал։ молулина
Стимуляция АТР-зависимого транс- Larsen F. L. 1979 (87)

порта эритроцитов человека Vincenz! F. F.
Синтез и секретна нейротрансмитте- DeLorenzo R. .1. к coibt. 1979 (88)

ров f-ujlsawa H. 1984 (89)
Фосфорилирование белков мембран Sc Ini'man II.

Greenyard P.
1979 |90|

Стимуляция АТР-зависимого транс- Kaiz S. 1978 (91)
порта в саркоплазматическом рс- 
тикулхме

Remlulla M. A-

О Iwin В B.
N(sblzawa Y. и соавт.

(921Транспорт кальция Са։'-КМ-завп- 1985
симое действие кальцитонина на 1988 (93]
метаболизм липидов у крыс

Таблица 3
EF-участки кальцийсвязывающих белков

(Gerday, 1988, [13])

Примечание. СВР-18—кальцийсвязывающий белок-18, SCBP—растворимый ка.н,- 
иийсвязывающий белок. Обнаружен ряд новых кальций связывающих белков (Cal 
retimln, CFAg, Calcyclln 12 AglPRA), рЕ98-белок. MRP-8 и MRP-14, pl 1. 42C и 42 A 
белки, белок рЭКа, белок 18А2, Aequorin, белки, связывающие галактозу uvomoru- 

Ип, немышечный а-актинин (941.

Белок Мг EF-ло- 
мены

Связыва
ние

Са8*

Основной 
источник

Парвальбумин 12.000 3 2 мышца
Тропонин С 18.000 4 4 мышца
Кальмодулин 17.000 4 4 везде (ubiquitous)
Р-лсгкие цепи (миозин) '.0.000 4 1 МЫШЦЗ
Щелочные легкие цепи (.мио-

ЗИН) 20.000 4 0 мыши а
Калбиндин 10.000 3 2 кишечник млеко

(Витамин Д) питающих
Калбиндин 28,000 4-6 2 кишечник птиц

(Вит.Д)
5-100 2X10.500 2 2 ио «г
Онкомолулин 12.000 2 2 опухоль
В-субъединица кальиинейрина 19.000 4 4 МО 1Г
СВР-18 18,000 1 МОЗГ
СВР 20.000 4 1-3 бессозвоно ные
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белок с величиной М 16,7 кД, принадлежащий к группе гомологич
ных белков, связывающих кальций через аналогичные структурные 
домены. КМ является уникальным членом этого класса белков, так 
как присутствует во всех эукариотических клетках, осуществляя раз
личные физиологические процессы Са2 *-зависимым способом; КМ со
держит одну полипептпдную цепь со 148 аминокислотными остатка
ми, включая необычную аминокислоту—триметиллизин [17]. КМ в 
течение эволюции не подвергался изменению в аминокислотном сос
таве. Связывание Са2 + вызывает заметные конформационные изме
нения в КМ, которые делают возможным его участие вс взаимодей
ствии с ферментами и регуляции их активности. Точная природа фер- 
меит-кальмодулинового взаимоотношения не совсем ясна, но выдви
нута гипотеза о том, что связывание Са2 с КМ открывает гидрофоб
ные щели, что может быть важным как для связывания с антагонис
тами КМ, так и ферментами-мишенями. На каждой молекуле КМ 
имеется большая гидр ф -!‘ >ач щель в каждой половине молекулы. 
Каждая щель величиной в 10 А имеет глубину около 9—5 А В каж
дой половине молекулы имеется 5 ароматических остатков: четыре 
из них находятся на М-концевой половинке (РЬе 16, РЬе 19. Рйе 65, 
РИе 68). Среди 8 лизиновых остатков в КМ млекопитающих наиболее 
важным для связывания Са2 + является Ыэ 115, который триметили- 
рован в позиции е-амино группы. Триметилирование лизина в поло
жении 115 обнаружено в КМ из различных источников, функциональ
ное значение этой посттрансляционной модификации неизвестно.

Антагонисты кальмодулина

Ряд фармакологических агентов ингибирует Са2՜1 -зависимое ак
тивирование ферментов КМ. К первому классу веществ, обладающих 
этими свойствами, откосятся фенотиазины [18]. Эти антагонисты, 
связываясь с КМ, предотвращают его взаимодействие с белками 
Имеется и ряд других фармакологических соединений, которые взаи
модействуют с кальмодулином в присутствии Са2 и предотвращают 
его стимуляторные эффекты.

Исследования показывают, что эти различные соединения имеют 
структурное сходство. Традиционными системами для измерения ан- 
тикальмодулиновых свойств фармакологических агентов являются 
системы КМ—киназа легкой цепи миозина (КЛИМ) и КМ-ФДЭ.

В гладкой мышце КМ является ответственным для активации 
КЛИМ [21]. Антагонист КМ—трифторпиразин связывается с КМ и 
разрушает комплекс КМ—КЛЦМ [22].

Кальмодулинсвязываю'.цие бепки

К таким белкам относятся калдесмон [23], КЛЦМ [24], белок 
с Мг 110 кД [24], спектрин и фздрин [25], ка......гйнейрин [26] и др.
Калдесмон—щелочной белок с Мг 120 кД [27] связывается с тропо
нином. тропомиозином и с филамонтами актина в гладкой мышце, 
а также со многими немышечными клетками (тромбоциты). При свя
зывании с актином калдесмон ингибирует вызванное последним ак
тивирование АТРазы. КЛЦМ активируется Са2 + -кальмодулиновым, 
комплексом. Цикл сокращения-релаксации гладкой мышцы зависит 
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от образования и распада Са2 КМ-ферментного комплекса. Этот 
процесс контролируется ионами кальция. Стимулирование (нервное 
и гормональное) клеток гладких мышц приводит к повышению кон
центрации Са2/՜ в цитозоле, где он связывается с КМ. образуя Са^՜1՜ 
кальмодулиновый комплекс. Это связывание Са2+ с КМ вызывает 
конформационные изменения в его молекуле [28]. после которых КМ 
может связываться с ферментом.

Блокаторы вхождения кальция в клетки

Концепция об антагонистах кальция ра питалась одновремен
но и независимо при изучении сердечной ткани [29] и гладкой мышцы 
ГЗО]. Ко!1п-1!цця о блокаторах вхождения кальция внутрь клет
ки открыла новую область в терапии сердечно-сосудистых заболева
ний, и блокаторы вхождения кальция находят все большее примене
ние для лечения грудной жабы, гипертонии и т. д. Имеются два пу
ти активирования кальциевых каналов ։■ тканях гладких мышц [31], 
которые позволяют разделить их на потенцналуправлясмые и рецеп- 
торуправляемые каналы.

Потенциалуправляемые каналы открываются в ответ на измене
ние потенциала действия или деполяризацию. Учитывая то, что неко
торые агонисты могут способствовать вхождению кальция без депо
ляризации, можно было полагать, что они могут действовать через 
соответствующие рецепторы, открывая кальциевые каналы (рсцептср- 
управляем'ыс каналы).

Блокаторы вхождения кальция могут быть классифицированы как 
вещества, ингибирующие вхождени- кальция через кальциевые каналы 
плазмалеммы [32]. Все они могут быть разделены на две группы: из
бирательные и неизбирательныс блокаторы вхождения кальция. Из
бирательные блокаторы вхождения кальция первично действуют на 
кальциевые каналы, открытые деполяризацией или под влиянием сти
мулов, в то время как неизбирательныс блокаторы одинаково эффек
тивны в отношении Са2 ‘ и Из -каналов.

Среди избирательных блокаторов кальциевых каналов можно вы
делить две подгруппы. Подгруппа 1А включает три химических клас
са—верапамил, нифедипин и дилтиазем. Эти вещества блокируют 
медленные кальциевые токи в миокардиальных препаратах бе-, ока
зания влияния на быстрые натриевые каналы [33]. Подгруппа 1В 
включает в основном цинаризин и флупаризин как избирательные 
блокаторы вхождения кальция в препаратах артерии [34]. Описаны 
также некоторые подтипы потенциалуправляемых каналов в различ
ных клеточных типах [35, 36].

Таким образом, приведенные литературные данные свидетель
ствуют об огромном общебиологическом значении Са2 . его основно
го рецепторного блока—КМ, других Са2 1-связывающих белков. Ан
тагонисты КМ, а также блокаторы вхождения ионов кальция внутрь 
клетки находят широкое применение в медицинской практике. Необ
ходимо, однако, напомнить, что система Са2„-КМ функционирует 
тогда, когда концентрация ионов кальция в цитоплазме повышается 
до 10 5 М. К тому же содержание КМ в цитоплазме в 100 раз пре
вышает концентрацию кальция. Почему же в мозгу и сердце в нор
мальных условиях проявляется высокая активность как ‘•’ДЭ цик
лических нуклеотидов, так и КДПМ? По-видимому, в мозгу (вероят- 
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но, и в других органах) существуют вещества (возможно, пептиды), 
оказывающие регулирующее влияние на активность Са2 +-КМ-акти- 
вируемых ферментов, когда эта система не в состоянии функциони
ровать [37]. Имеется реципрокное взаимоотношение между Са2 -КМ- 
зависимыми и независимыми регуляторами активности ферментов. 
Это взаимоотношение регулируется концентрацией ионов кальция.

Открытие новых полипептидов гипоталамуса—КМ-связывающих, 
Са։' -независимых регуляторов ферментативной активности

Из гипоталамуса крупного рогатого скота нам удалось с помощью 
гель-фильтрации на сефадексе G-75, ИОХ на Dawex 50x8, а также 
ВЭЖХ выделить 5 короиаросуживающих полипептидов (ПФ։—ПФ5) 
с величиной М 3, 3,5, 3,5 и 7 кД [38]. Они содержат в большом ко
личестве Ser, Gly, Glu. N-концевыми аминокислотами являются Vai, 
Vai, Vai, Ala, Pro. После кислотного и ферментативного (трипсин, 
химотрипсин) гидролиза указанные пептиды полностью теряют био- 
.Ю1ическую активность. и„п вы..ываюг ..ощ.юе а.сгивировапие ФДЭ 
циклических нуклеотидов и 5'-нуклеотидазы мозга, а также КЛЦМ 
без участия ионов кальция. Нами ранее было показано нали
чие нейропептидов, активирующих эти ферменты без Са2 -КМ [39]. 
Каков механп..м действия этих пептидов па активность ферментов и 
на коронарные сосуды? Исследования, проведенные нами (Бархуда- 
рян Н. А., Галоян А. А.) совместно с д-ром 10. Овади (Институт био
химии АН ВНР, Будапешт), были посвящены действию 5-и гипота
ламических пептидов на КМ-белок взаимоотношение путем фермент- 
связанного иммуносорбентного анализа (Enzyme—Zinked Immuno
sorbent Assay, ELISA) с целью выяснения возможности связывания 
пептидных фракций с КМ. Этот метод позволяет использован, очень 
незначительные количества пептидов. Обнаружено, что все 5 поли
пептидов гипоталамуса (ПФ|—ПФ։) ингибируют образование имму
нокомплекса КМ-аптнтело на 90% и более, причем эффект ПФ| и 
ПФа был значительно выше ингибирующего воздействия ПФз, ПФ< 
н НФ;,. а ингибирующая концентрация 11<1>։—11Ф5 в ООО раз 
меньше 1ю сравнению <• и uccnibiMii ишак.цистами l\.'l (трнфторни- 
разин, винбластин и др.). Следует заметить, что трифторииразнн 
(ТФ11) I, концентрации 3,9 рМ актнвирус! оора окание иммут лам 
лскса более чем на 100% (данные 1О. Овади). По-в.чднмому, на КМ 
имеются участки низкого и высокого сродства ТФН. Участок с вы
соким сродством связывания с ТФП локализуется на С-конце доме
на КМ, расположенного поблизости от антигенного участка. Вероят
но, связывание 11Ф| ИФ։ е КМ происходит таким же оора.ом (не
обходимы дополнительные сведения).

С целью исключения связывания ПФ։—ПФ5 с антителами КМ 
вместо КМ на специальных пластинках фиксировали антитела. Об
наружено, что пептиды не связываются с антителами. Таким образом, 
пептиды связываются именно с КМ ближе к его антигенному участку 
(вероятно, с аминокислотными остатками—137—143).

Установлено, что ионы кальция не имеют существенного значе
ния в снижении образования иммунокомплекса КМ-антитело при на
личии пептидов (Г1Ф1—11Ф5). Таким образом, действие ПФ։—ПФЯ 
на образование пммунскомплекса является Са2՜*՝-независимым про
цессом [40]. Наши эксперименты показали, что ПФ|—ПФ։ активи-
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руют КЛЦМ, когда в среде имеется КМ Сам КМ не оказывает ни
какого действия на г.к.iii-.ho ть фермента. В ■; м-'шна • Са'!+ КМ 
активирует фермент на 50%. При сочетании КМ+ЭДТА+пептид 
(ПФ։—ПФ=>)+КЛЦМ пептиды активируют фермент па 80—100%.

Таким оСра ом. о<наружен новый тип активаторов КЛИМ (ве
роятно, и других Са2 4-КМ-зависимых ферментов), связывающихся с 
КМ без участия Са2 + Комплексы КМ—нейропептиды (ПФ[—ПФ5) 
являются мощными активаторами КЛЦМ.

Са’4 -КМ-независимые активаторы ФДЭ 
циклических нуклеотидов

Три термоетабнльпых активатора, стимулирующие высоксочнщеп- 
ную Са2 + -КМ-зависимую ФДЭ мозга были обнаружены в препара
тах частично очищенного нейрогормона «С» (нС). Эти активаторы 
увеличивают активность ФДЭ в 6—10 раз в отсутствие ионов каль
ция [4]. Активаторы были очищены до гомогенного состояния с по
мощью ВЭЖХ и гель-фильтрации. Ве.;- и : М, этих соединений 
составляла 5 14 кД. Обрао.' ка очи՛ актипат-ров с трипси
ном (1 мг/мл, 10 мни при 30е) снимала их активирующее влияние 
на ФДЭ циклических нуклеотидов. Эти данные свидетельствуют о 
полипелтидной природе активаторов. М-концы С-модулинов анетплп 
ров •• 1Ы.

Активаторы были названы нами С-модулинами, так как они со
провождают нС на многих стадиях очистки и, вероятно, играют роль 
модулятора нС. Они повышают активность Са2 -КМ-зависимой ФДЭ 
в присутствии 0,5 мМ ЭДТА и не оказывают модулирующего дейст
вия в присутствии 0,5 мМ СаСЬ.

Таким образом, обнаружена новая группа ненропептидов-акти- 
ваторов Са2 ՛-КМ-зависимых фер'.ентов, действующих бе участия Са"* 
и КМ. КакСа24 независимые, так и Са2 + КМ-пезависимые активато
ры, на наш взгляд, являются первичными активаторами С ' +-КМ- 
активируемых ферментов, так как они активируют эти ферменты в 
концентрациях ниже 10՜ М, в то время как Са2 '՛ -I альмоду шнсвая 
система действует, когда в цитоплазме концентрация Са24՜ достигает 
концентрации IО՜5М. Установлено идентичность одного из С-модули
нов и Т'& [9о|.

Новый тип регуляции транслокации Са в гладкой мышце 
в норме и при патологии

Ранее нами была описана новая «семья» коронарорасширяющих 
нейрогормонов гипоталамуса. Эти гликопептиды были названы ве
ществами «К», «С» и«Г». За последние годы были получены множест
венные формы этих соединений гипоталамуса [41]; нС и его струк
турные аналоги являются уникальными регуляторами уровня вто
ричных посредников клетки—циклических нуклеотидов и ионов каль
ция. После открытия этой группы регуляторов сердечной активности 
(коронарорасширяющие и коронаросуживающие соединения гипота
ламуса) было установлено, что нС является сложным соединением, 
не теряющим свою биологическую активное!после >•.. . -
ского, кислотного и щелочного гплроли а [42]. Это вещество не име
ет характерного спектра в УФ-области.
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Это значит, что в составе иС и его структурных аналогов существует 
жесткая структура, комплекс циклических соединений неизвестной 
природы.

нами проведены масе-спектральные и ЯМР-спектральпые аналн- 
•>ы для определения структурных особенностей этою нейрогормона. Ме- 
хапи.м действия нС па транслокацию ионов кальция отличается от и - 
вес । пых синаптических и эндогенных кальниймобилнзующих соединений. 
Важно отметить, что нС и его структурные аналоги выявляют Са2+ 
мобилизующие свойства на уровне саркоплазматического ретикулу
ма гладкой мышцы. Эти вещества входят г. ци;оп.,а.,му через липид
ный бислой сарколеммы, подобно стероидным . .рмоиам. Об этом 
свидетельствует тот факт, что нС не оказывает влияния на активность 
аденилат- и гуанилатциклазы сердца и мозга в опытах <« сГОго. Од
нако в этих условиях классический активатор аденилат- и гуанилат- 
циклаз полностью сохранял сьо< активирующее влияние на эти фер
менты. Нами было установлено, что нС является мощным ингибито
ром ФДЭ с АМР и сЦМР [43], а также эффективным внутриклеточ
ным Са2 -модулирующим транслокатором в норме и особенно при 
некрозе миокарда, когда содержание Са2 " в саркоплазме значитель
но увеличено. Мы изучали распределение [։5Са] в субклеточных час
тицах и изменение сродства Са2 + к различным белкам саркоплазма
тического ретикулума митохондрий сердца и мозга под влиянием нС 
в норме и при изопротереноловом некрозе миокарда [44]. Предпола
галось, что изменение сродства специфических белков к ионам каль
ция может быть объяснено фосфорилированием и дефосфорнлирова- 
нем ряда белков под влиянием соответствующих сАМР-зависимых 
нротеипкииа.։ и фосфспротеиикниа . Результаты экспериментов по- 
«чза.ти, что через 50 мни после введения нС, когда проявляется мак
симальное коронарорасширяющее влияние нС на кошках в опытах 
1п :Л1и, содержание Са2՜*՜ в крови увеличивается от 10 до 42,5% 
но сравнению с контролем. Ясно, что нС ре! улнрует „концентрацию 
Са2 ' в клетках гладких мышц. Об этом свидетельствуют результаты 
исследования влияния нС на КЛЦМ, выделенную из гладких мышц 
(неопубликованные данные). Са2 < -мобилизующие свойства нС про
являются как в нервных клетках [45], так и на поперечнополосатой 
мускулатуре [46].

Таким образом, Са2’-мобилизующие и рилизинг-свойства нС не 
отличаются от других систем транслокации Са2 • Более того, нС и его 
структурные аналоги оказывают прямое ингибирующее действие на 
активность сАМР и сСЛ1Р ФДЭ также, как на сАМР-завнсимую про 
теинкиназу мозга и сердца [47]. Конкурируя с сАМР и сСМР за ре
гуляторную субъединицу ферментов, нС ингибирует базальную ак
тивность этих ферментов и непосредственно (без участия Са2 +н КМ) 
ингибирует КЛЦМ гладкой мышцы. Он является уникальным регу
лятором концентрации Са2"՜ в клетках, и «.сияя сродства 
Са2 +-связывающих белков к ионам кальция в саркоплазматическом 
ретикулуме, митохондриях и удаляя Са- + из цитоплазмы во внутри
клеточное пространство через сарколемму ну гем активирования 
Ца .( а’1՜ обмена и Са2 "-насоса посредством Са2 . М£2+-АТРазы.
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Механизм действия иС изображен па схеме. Недавно получены' 
результаты (данные не опубликованы) о влиянии пС на активность 
фосфолипазы «С-».

Схема. Молекулярные механизмы транслокации ионов кальция и релаксации 
гладкой мышцы под влиянием нейрогормона «С».
1, 2—вольтаж и рецеиторунравляемые мембранные каналы. выделение Са2 + 
из саркоплазматического ретикулума (СР). 7—удаление Са-’ > из сарколеммы, 5— 
удаление Са2 путем Ха, Са обмена. 6՜—удаление попив кальция из мионлазмы 
реализуегся кальциевым насосом саркоплазматического ретикулума (через Са. М"- 
АТ Разу), 7—выделение Са2 митохондриями (не существенно при физиологических 
условиях). 6—сЛМР-стимулироваине Х’л. К-АI Разы облегчает обмен внеклеточного 
натрия на кальций. 9 фосфорилирование фосфаламбана сАМР-зависнмой протеин- 
киназой увеличивает АТРазную активность саркоплазматического ретикулума. 10— 
аденилатциклазная система. И липидный бислой сарколеммы, 12—кальниймобили- 
зующие рецепторы и модель активации клеток по Соею о I (1988). 13— цитозольная 
полифосфоинозитид фосфодиэстераза (Са-актнвнруемая .фосфолипаза С) (Р1. РН5. 
Р1 Рг-субстраты). //֊֊влияние нейрогормона «С» на цитозольную фосфолипазу «С». 
15—ингибирование активности 5'-нуклеотидазы нейрогормоном «С». /6՛—ингибиро
вание активности киназы легкой цени миозина (К. !ЦМ) нейрогормоном сС», 17— 
ингибирование К.ПЦМ фосфорилированпеом К»՛ 11 -(М-сДМР-зависим ш протеинкниа- 
зой, 13 влияние нейрогормона «С» на выделение Са- из саркоплазматического ре
тикулума. 19 ингибирование активности сАМР и с(‘»МР фосфодиэстеразы под влия
нием нейрогормона «С», 20֊ цикл сокращения и расслабления гладкой мышцы. 
Фосфорилирование миозина зависит от активности КЛЦМ и фосфатазы. При акти
вации фофатазы комплекс кальмодулин—!<Л.’1М разрушается. Схема гомеостаза 
Са2+ в механизмы сокращения— релаксации гладюй мышцы даны по Рйе V [1988]

Таким образом, нС и его аналоги являются новым типом регу
ляторов ферментативной активны-։и. действующих путем удаления но
мы и саркоплазматическою ретикулума.
мы и саркопазматического ретикулума.
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Ca’+-CALMODULIN AND COUPLED SYSTEMS OF THE 
REGULATION

GALOYAN A. A.
Institute of Biochemistry, Academy of S.ien-.es of the 

Armenia, Yerevan,

This review summarizes data on the role of Ca2+-calmodulin system 
in the control of activity of several enzymes and various physiological 
processes. We also describe genetically determined regions responsible 
for the binding of calcium ions with various proteins, whose fuctional 
role is not yet completely clear. Data of our laboratory demonstrate pre
sence in the brain of a peptide system responsible for the control of ac
tivity of certain Ca2+-calmodulin-dependent enzymes (C-modulins) in 
the absence of calcium ions and calmodulin. These peptides are present in 
concentrations of 10 —10~J2M andprobably represent an additional control 
system for thecontrol of cahnolulin-dependent enzymes. The another pep
tides bind to calmodulin like calcium ions and activate such enzymes as 
PDE of cAMP, 5’-nucleotidase and myosin L-chain kinase. These hypo
thalamic neuropeptides probably are similar to those present in various 
other tissues and serve as primary regulators of the enzyme activity, 
when calcium concentration in the cell is IO՜8—10՜’M. Another impor
tant factor involved in the activity control of Ca2+-calmodulin-dependent 
enzymes is neurohormone C and other similar compounds which compe
titively inhibit PDE of cAMP and cGMP and are involved in Ca2’ trans
location. The mechanism presented in the review extends our views about 
new systems for the control of Ca2"-calmodulin-dependent enzymes in 
physiological processes.
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