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НЕЙРОХИМИЯ
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УДК 577.112.3:616.858—008.6.615.21

влияние комплексной терапии антипаркинсантами 
И АУТОГЕМОЛИКВОРОТРАНСФУЗИИ НА АКТИВНОСТЬ 

НЕЙРОМЕДИАТОРНЫХ СИСТЕМ МОЗГА 
БОЛЬНЫХ ПАРКИНСОНИЗМОМ

ДАМБИИОВА С. А., БЫЧКОВ Е. Р„ КРАСНОВА И. Н„ 
ШЕВЧЕНКО к. А., КОРОЛЬКОВ А. В.

Институт экспериментальной медицины АМН СССР, Ленинград

Исследовали содержание основных метаболитов дофамина и серотонина—гомо- 
ванилиновой кислоты и 5-гидроксииндолуксусной кислоты, глутамата и ГАМК в 
СМЖ больных паркинсонизмом. На фоне комплексной терапии антипаркинсантами 
и при аутогемоликворотрансфузпн (введение низкомолекулярных пептидов с 
ГАМК-Мг 2500 Д, выделенных из собственной плазмы, в СМЖ больных) обнаружены 
различные изменения содержания указанных веществ в ликворе. Показано, что от
ветная реакция организма на применение фармакологических препаратов выража
лась в корреляции ГАМК- и дофаминергической систем. Вместе с тем, терапевтическое 
действие автипаркинсаптов сопровождалось снижением активности серотонинерги
ческой системы мозга. Лечебный эффект аутогемоликворотрансфузпн приводил к 
аналогичной нормализации ГАМК-и дофаминергической систем. Однако угнетения 
серотонинергической системы мозга не происходило. Полученные данные свидетель
ствуют об эффективности применения низкомолекулярных пептидов для коррекции 
пораженных медиаторных систем мозга при лечении двигательных расстройств.

Деструктивные поражения ЦНС различной этиологии широко 
распространены и ведут, как правило, к нарушению двигательных 
функций и стойкой инвалидности. Вместе с тем, медицина до сих пор 
не располагает эффективными средствами лечения эт.нх поражений, 
поскольку все еще мало изучены патогенетические механизмы их 
возникновения.

В настоящее время показано, что эндогенные вещества пептид
ной природы играют важную роль в контроле двигательных функ
ций у человека [1]. Более того, разработанный недавно Бехтеревой 
,и соавт. [2] новый способ лечения больных паркинсонизмом на ос
нове эндогенных пептидов, названный аутогемолнкворотрансфузней 
(АГЛТ), дал весьма обнадеживающие результаты [3]. Суть данного 
метода сводится к тому, что пептидные՛ фракции с Мг ~ 2500 Д, вы
деленные из собственной плазмы, вводятся в СМЖ больных с дви
гательными расстройствами [2]. Хороший лечебный эффект был по
лучен у 37 больных паркинсонизмом, .имеющих стойкую резистент
ность к фармакологической коррекции. Однако наблюдалась разная 
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продолжительность клинического эффекта у^этих пациентов при 
АГЛТ. Очевидно, это связано с разной степенью коррекции пора
женных медиаторных систем, включающихся в конкретные процессы 
патогенеза заболевания. В этой связи представляет интерес исслсдо՛ 
ванне влияния комплексной терапии антипаркинсаптами и АГЛТ на 
активность нейромедиаторных систем мозга больных паркинсонизмом.

Известно, что в развитии симптомов данного заболевания боль
шое значение имеет нарушение обмена дофамина (ДА), норадрена
лина (НА), серотонина (5-ОТ), ГАМК и АХ [4]. Так, при исслсдо;-} 
ванит СМЖ больных паркинсонизмом обнаружено снижение кон
центрации гомованилиновой кислоты (ГВК), главного метаболита 
ДА [5], и концентрации ГАМК [6]. Относительно уровня 5-окснин- 
долуксусной кислоты (5-ОИУК), главного метаболита 5-ОТ. суще
ствуют противоречивые данные. Описано снижение его . .................я
[7] или показано наличие на уровне контроля [8].

Поскольку в терапии двигательных расстройств широко исполь
зуются лекарственные препараты, содержащие L-ДОФА в комбина
ции с другими компонентами, воздействующими непосредственно на 
медиаторный метаболизм, нами была произведена оценка влияния 
комплексной терапии антипаркинсаптами и АГЛТ на активность до
фамин-, серотонин-, ГАМК- и глутаматергической ■ систем мозга у 
больных паркинсонизмом.

Материалы и методы

Обследован 21 больной паркинсонизмом в возрасте от 47 до 56 
лет, длительность заболевания составляет от 2 до 10 лет. Пациенты 
получали следующую лекарственную терапию: на ком, мадопар, цик- 
лодол, мидантан. Контрольная группа состояла из 10 лиц с невроло
гической патологией, не связанной с экстрапирамидиыми расстройст
вами: нарушение мозгового кровообращения, остеохондроз позво
ночника в возрасте от 42 до 55 лет. СМЖ забирали по медицинским 
показаниям в утренние часы посредством люмбальной пункции. 
Пробы хранили при —40°, до выполнения анализа. АГЛТ у больных 
паркинсонизмом проводили на основании Разрешения Президиума 
УМС М3 СССР от 24 декабря 1987 г. Для проведения этой проце
дуры брали сыворотку крови больного, предварительно обработан
ную одним из методов: ультрафильтрацией через фильтр РМ 10 
(«Апп'соп», Голландия) .или гель-фильтрацией на колонке с сорбен

том Sephadex G —50 «-Fine Pharmacia» (Швеция). АГЛТ выполняли 
эндолюбальным введением компонентов, полученных после подобной 
обработки.

Концентрации ГВК, 5-ОИУК и нейромедиаторных амино
кислот определяли ВЭЖХ с электрохимическим детектором. 
Хроматографическая система состояла из насоса модели 305 
Gilson .инжектора Rheodyne, металлической колонки (4,6Х250 мм) с 
обращеппофазиым сорбентом Partisil 5 ODS 3, предколонки и ампер- 
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метрического детектора ЕС-4В. Измерение ГВК и 5-ОИУК про
водили при потенциале стеклоуглеродного электрода-)- 0,75 В отно
сительно хлорссребряного электрода сравнения- Подвижная фаза 
состояла из 0,02 М цитрат-фосфатного буфера, 0,002 М Ка2 ЭДТА 
0,004%-ноге октилсульфата натрия, 10%-ного 'Метанола, скорость по
тока— 1 мл/мин. Концентрации ГВК и 5-ОИУК в СМЖ определяли 
прямым вводом образца в хроматографическую систему после добав
ления к нативному ликвору равного объема 0,1 М хлорной кислоты֊ 
Для измерения уровней ГАМК и глутамата в СМЖ использовали ме
таллическую .колонку (1X250 мм) с сорбентом РагНвП 10 ООБ 3 при. 
потенциале стеклоуглеродного электрода 4-0,7 В. Подвижная фаза со
стояла из 0,1 М К'аНгРО^ 0,001 М К'а2 ЭДТА, 2%-пого тетрагидро
фурана и 39%-ного метанола. Скорость потока элюента—0,2 мл/мин.. 
Предколопочную модификацию аминокислот проводили при помощи 
ортофталсвого альдегида по методу Рептабо и соавт. [9].

Полученные данные обработаны при։ помощи корреляционного 
анализа, достоверность различий между группами определяли по՛ 
критерию Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Концентрации ГВК, 5ОИУК. ГАМК и глутамата в СМЖ у па
циентов контрольной группы и больных паркинсонизмом представ
лены в табл. 1. Полученные нами средние значения содержания мета
болитов моноаминов и нейромедиаторных аминокислот в СМЖ согла
суются с имеющимися в литературе данными [10. 11]. Отмечается

Содержание гомоваиилииовоЛ, 5-оксииндолуксусноЛ кислот, ГАМК и глутамата 
и СМЖ больных паркинсонизмом (нмоль/.мл)

Таблица 1

Группа 
обследованных 

пациентов

Соединения

гомованилино
вая кислота

'о-оксипндолук■ 
1сусна-я кислота

1 
ГАМК глутамат

Контрольна» 
группа (п=Ю)

0, '53+0,021 0.114+0.013 3.84+0,66 1.89+0,38

Больные 
паркинсонизмом (п—2!)

0,123+0,016 0,071+0.005 
Р<0.1.5

2.59+0.24 1,81+7.1 1

достоверное снижение уровня 5-ОИУК, основного метаболита 5-ОТ, 
в СМЖ у больных паркинсонизмом на фоне проводимой лекарствен
ной терапии (61% от контрольной группы). Это может быть обус
ловлено антагонистическими взаимодействиями препаратов Ь-ДОФА 
и серотонинергической системы мозга. Показано, что введение 
Е-ДОФА снижает содержание 5-ОТ в мозгу [12] щ 5ОИУК в лик
воре [13]. Концентрация ГВК, основного метаболита ДА, и ГАМК 
У больных составляет соответственно 80 и 67% от контрольной груп- 
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'пы, но эти изменения статистически не достоверны. Известно, что во 
время лечения Г-ДОФА отмечается повышение уровня ГВК, снижен
ного у больных паркинсонизмом в СМЖ [13]. Показано, что препа
раты Ь-ДОФА повышают активность глутаматдекарбоксилазы — 
фермента, синтезирующего ГАМК из глутамата я базальных 
ганглиях [14], также отмечено, что терапия Ь-ДОФА значи
тельно увеличивает пониженную концентрацию ГАМК в СМЖ у 
больных паркинсонизмом [15]. В табл. 2 представлены коэффициен
ты корреляции между уровнями моноаминов и нейротрансмиттерных 
аминокислот, которые характеризуют степень взаимодействия нейро
медиаторных систем мозга. Отмечается высокая корреляция между 
■содержанием ГВК и 5-ОИУК в СМЖ у пациентов контрольной груп
пы. Известно, что между дофамин- и серотонинергической системами

Таблица. 2
Корреляция между уровнями гомованилиновой, 5-оксииндолуксусной кислот. 

ГАМК и глутамата в СМЖ больных паркинсонизмом

Группа 
обследованных 

па центов

Соединения
5 оксиин

долуксусная 
кислота 

го.моваиилн- 
новая 
кислота 5 о

кс
ии

н
до

лу
 кс

ус
- 

на
я к

ис
ло

та
 

ГА
, К

5-оксиии- 
дояуксусная 

кислота
। глутамат

го
м

ов
ан

и
ли

но
ва

я
ки

сл
от

а 
ГА

М
К

= к го го ГАМК
> о £ 2

= О глутамат — ГО
- го ь_

Контрольная 
группа (п 10) 0,932 -0.508 -0.746 —0,593 -0.602 0.552

Больные паркинсо
низмом (п֊ 21) 0.618 0,550 0,652 0,553 0,373 0.517

существуют тесные нейроаиатомические [16], биохимические и функ
циональные связи [17]. У больных 'Паркинсонизмом, несмотря на 
проводимую терапию, отмечаются значительные изменения коэффи
циентов корреляции как по величине, так и по знаку, что свидетель
ствует о глубоком нарушении нейромедиаторного взаимодействия при 
этой патологии.

Данные о содержании ГВК, 5 ОИУК, ГАМК н глутамата в СМЖ 
больных паркинсонизмом разной степени тяжести на фоне проводи
мой терапии представлены в табл. 3. Сравнительный анализ полу
ченных результатов показывает, что на поздних стадиях заболевания 

Таблица 3 
Содержание гомованилиновой, 5-оксниидолуксусной кислот, ГАМК и глутамата 

в СМЖ больных с разной степенью тяжести паркинсонизма (имоль/м.ч)

Соединении
обследованных 

пациэнтов гомованили 
новая кис

лота

5 оксиин
долуксусная 

кислота
ГАМК глутамат

Больные I—П стадии 
паркинсонизма (л =4) 0,084+0,027|0, 063+0,011 2.31+0,28 1,60+0,25

Больные 1(1—IV стадии 
паркинсони !ма (п 9) 0,134+0, 119 0,074+0,011 2,69+0,44 1 ,92+0.16



при 'использовании лекарственной терапии не происходит достовер
ных изменений в содержании 5-ОИУК, ГАМК и глутамата по срав
нению с ранними стадиями паркинсонизма. Отмечается более низкий, 
уровень ГВК у больных с I—II стадиями։ заболевания по сравнению 
с контролем и группой больных паркинсонизмом III—IV стадии. Оче
видно, низкая концентрация ГВК в СМЖ при начальных стадиях за
болевания связана с меньшей степенью дегенерации дофаминергиче
ских нейронов в черной субстанции, что позволяет использовать ма-

ГАМК

ЮО%

Глутамсп

5 & г

Рис. Влияние аутогемоликворотранс- 
фузии на изменение уровней ГАМК, 
гомованилпповой, 5-оксиипдолуксус- 
нон кислот. ГАМК и глутамата в СМЖ 
у больных паркинсонизмом, а—а— 
больные паркинсонизмом; по оси 
ординат—отклонение в % уровней 
5-ОИУК. ГВК. ГАМК и глутамата 
в СМЖ больных паркинсонизмом 
после проведения АГЛТ к уровням 
этих соединений до АГЛТ.

лые дозы препаратов Ь'ДОФА пр.и значительном улучшении состоя
ния больного.

Таким образом, комплексная терапия антипаркинсантами норма
лизует нейромедиаторный дисбаланс при паркинсонизме, в частно
сти дофаминергической и ГАМК-ерг.ической систем мозга; одним из 
побочных эффектов данной терапии является снижение активности 
серотонинергической системы мозга человека.

При применении АГЛТ наиболее выраженные клинические эф
фекты наблюдали у больных паркинсонизмом с ригидном в։ аки- 
нетико-рипидной формами заболевания и с низким уровнем 5-ОИУК 
и ГВК в СМЖ. Лечебный эффект у этой категории больных отме
чался спустя 1—6 ч после АГЛТ и выражался в резком снижении 
ригидности, брадикинезии, улучшении постуральной устойчивости, по
ходки и в меньшей степени—в уменьшении тремора. Кроме того, у 
пациентов отмечалось оживление мимики, улучшение настроения н 
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речевой функции. Т.ремор у больных с преимущественно дрожатель
ными фор.мами заболевания менее всего подвергался регрессу под 
воздействием АГЛТ; в этом случае распад тремора происходил на
чиная с дистальных отделов конечностей. Улучшение клинического 
состояния наблюдалось от 1—2 недель до полугода. При наличии 
положительного лечебного аффекта от первичного введения ультра
фильтрата в дальнейшем для его закрепления использовали эндо- 
люмбальное введение очищенных с помощью гель-фильтрации пептид
ных фракций. В случае, если эти фракции вводили совместно с бел
ковым стабилизатором (аутоальбумииом), 'лечебный эффект от про
ведения АГЛТ существенно удлинялся.

На рисунке представлены изменения концентраций ГВК, 5-ОИУК, 
ГАМК и глутамата в СМЖ после проведения АГЛТ у четырех больных 
паркинсонизмом с выраженным длительным лечебным эффектом. 
Оказалось, что у больных с акинетико-ригидной формой II—III ста՛ 
дни наблюдается значительное увеличение 'Концентрации ГВК (на 
60, 89 и 38%) у каждого из выбранных пациентов, а также отме
чается повышение уровня ГАМК (на 39, 61 и 25%). В то же время 
колебание уровней 5-ОИУК и глутамата незначительно и нс превы
шает 20%. Эти изменения сходны по направленности с влиянием ле
карственной терапии, однако в отличие от препаратов L-ДОФА, ока
зывающих супрессирующее действие на серотонинергическую систему 
мозга, АГЛТ не снижает содержания 5-ОИУК в СМЖ. ;

Таким образом, можно предположить, что одним из возможных 
путей реализации положительного клинического эффекта данного ме
тода лечения является стимулирующее влияние эндогенных пептидов 
на метаболизм в дофамин՜ и ГАМК-ергическнх нейронах мозга.

THE INFLUENCE OF COMPLEX THERAPY BY ANTIPARKINSONIAN 
DRUGS AND THE AUTOHAEMOLIQUROTRANSFUSION ON THE 

ACTIVITY OF NEUROTRANSMITTER SYSTEMS IN THE 
BRAINS OF PATIENTS WITH PARKINSON'S DISEASE

DAMBINOVA S •.. BYCHKOV E. R., KRASNOVA 1. N.. SHEVCHENKO K. A..
KOROLKOV A. V.

Scientific Research Institute for Experimental Medicine. USSR Academy 
ol Medical Sciences. Leningrad

The content of main metabolites of dopamine (DA) and serotonin 
(5—HT), homovanillic and 5-hydroxyindoleacetlc acid, Glti and CABA 
were measured in cerebrospinal fluid (CSF) of patients with Parkinson’s 
disease. Various changes In the content of this substances in CSF were 
revealed against a background of the complex therapy by antiparkinso
nian drugs and autohaemoliqurotransfusion (AHLT). This procedure In
cludes introduction of low mol. weight ( 2500 Da) peptides, obtained 
from the patients plasma, in to their CSF. It was shown, that the phar
macological treatment stimulated the activity DA- and GABA-ergic brain
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systems and suppressed 5-HT-ergic system. AHLT caused the analogous 
improvement of DA- and GABA-ergic activity, but had not any influen 
ceTtpon the 5—HT system. The data obtained testify that the low mol 
weight peptides may by used for the pharmacological ccrrecticns cf th 
neurotransmitter systems activity during the movement disorders beat 
went-
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 10, № 1—2, 1991

УДК 616—009.24;616.831;616.092.9

СВЯЗЫВАНИЕ ГАМК И ДИАЗЕПАМА В ГОЛОВНОМ 
МОЗГУ КРЫС ЛИНИИ КРУШИНСКОГО-МОЛОДКИНОЙ.

ГЕНЕТИЧЕСКИ ПРЕДРАСПОЛОЖЕННЫХ 
К АУДИОГЕННЫМ СУДОРОЖНЫМ ПРИПАДКАМ

ЖУЛИН В. В.. ’ПЛЕСКАЧЕВА м. г.
Институт высшей нервной деятельности и нейрофизиологии АН ССЦР, Москва ‘МГУ

У крыс-самцов линии Крушинского-Момдкиной (КМ), выведенных на способность 
к аудиогенным припадкам клонико-тонического типа, изучали состояние ГАМК и 
бензодиазепиновых рецепторов в теменной коре, мозжечке, стволе мозга. Актив
ность рецепторов оценивали через сутки после однократного тестирования крыс в 
камере со звонком (120 дБ). Показатели крыс линии КМ сравнивали с данными контроль
ных беспородных самцов, у которых отсутствовала аудиогенная эпилептиформная 
реакция. Показано, что у крыс линии КМ понижено специфическое связывание [3Н]диа- 
зспама и [3Н]ГАМК в мозжечке и коре. В стволе мозга пониженное связывание 
отмечено только для [3Н]диааспама. Дополнительная процедура вытеснения 
[3Н]ГАМК немеченой ГАМК в коре мозга показала сходный характер вытесне
ния для обеих групп крыс. Это позволяет предположить, что пониженный уровень 
связывания в данном случае обусловлен уменьшением количества мест связывания.

Обсуждается возможная роль генетически закрепленного дефицита активности 
ГАМК и бензодиазепиновых рецепторов в качестве одной из причин повышенной 
судорожной готовности крыс линии КМ.

Аудиогенные судороги у грызунов—одна из известных экспери
ментальных моделей .изучения механизмов эпилепсии [1, 2]. Спе
циально выведенные на повышенную чувствительность к звуку крысы 
линии Крушин&ого-Молодкиной (КМ) [3, 4], дающие быстровоз- 
никагощие и сильные припадки клонико-тонического типа могут быть 
удобным объектом, в частности для исследования генетически закреп
ленного нейрохимического комплекса, ответственного за генез судо
рожных состояний.

Существует гипотеза, согласно которой одной из причин возник
новения различного типа эпилептиформных припадков является из՜ 
менение состояния тормозных функций мозга [5, 6]. Эта гипотеза в 
определенной степени подтверждается экспериментальными данными 
об .изменении в состоянии։ ГАМК-ергической системы мозга предрас
положенных к аудиогенной эпилепсии животных [1, 2].

Одним из существенных звеньев ГАМК-ергической системы мозга 
являются ГАМК рецепторы, сопряженные с бензодиазепиновыми 
(БД) рецепторами и связанные с функционированием хлорного ка
нала [7]. Исследование ГАМК-бензолпазепинового реце терчого 
комплекса животных, предрасположенных к аудиогенным судорогам, 
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может также дать ценную информацию для уточнения механизма 
противосудорожного действия бензодиазепинов.

■Учитывая вышесказанное, в настоящей работе изучали связыва
ние [3Н]ГАМК и [3Н]диазепа.ма с синаптическими мембранами раз
личных отделов мозга крыс линии КМ.

Методы исследования
Интактных крыс-самцов линии КМ, выведенных в МГУ, или 

беспородных белых крыс-самцов в возрасте 6 недель (средняя масса 
230 ±12 г) помещали в камеру (30X45X55 см) с электрическим 
звонком, прикрепленным к потолку и обеспечивающим силу звука 
120 дБ. Регистрировали латентный период начала двигательного воз
буждения, длительность фазы двигательного возбуждения, время на
ступления и длительность развития судорог, а также степень при
падка, которую оценивали по четырехбальной шкале [3]. Время наб
людения ограничивали 1 мин.

Через сутки крыс декап.итировали при помощи гильотины, извле
кали головной мозг и на холоде отделяли ствол мозга с верхними и 
нижними бугоркамт четверохолмия, мозжечок и теменную кору. 
Ткань гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе Поттера в 
10 мл среды выделения (0,32 М сахарозы, 0,05 М трис НС1, 0,001 М 
ЭДТА, pH 7,4) при 4°. Гомогенат центрифугировали при 1000 g 
10 мин, осадок отбрасывали, а супернатант вновь центрифугировали 
при 20000 g 20 млн. Супернатант сливали, а осадки грубых синапти
ческих мембран Р2 замораживали на ночь при —40°. Затем осадки 
суспендировали в 10 мл 50 мМ трис НС1, pH 7,4, центрифугировали 
при 20000 g 20 мин, разводили осадки в 5 мл 50 'мМ трис НС1, 
pH 7,4 и замораживали гомогенаты на ночь при —40°. Разморожен
ные гомогенаты вновь тщательно гомогенизировали. К 0,1 мл вод
ного раствора [3Н]диазепама (74 Ки/ммоль, «Amersham», Англия, 
конечная концентрация в пробе 4,88 нМ) добавляли 0,4 мл суспензии 
синаптических мембран. Инкубацию проводили в течение 30 мин 
при 4°. Затем инкубационную смесь фильтровали под вакуумом через 
стекловолокнистый фильтр GF/C («Whatman», Англия) в течение 

1 с и четырежды промывали фильтр 2 мл 50 мМ трис НС1, pH 7,4 
при 4°. Высушенный фильтр помещали в сцинтилляционный флакон 
с 7 мл ЖС-8 («Реахим», СССР) и просчитывали на сцинтилляцией* 
пом счетчике «Rackbeta» («LKB», Швеция). Неспецифическое связы
вание определяли в присутствии 0,4-10~®М 7-бром-десметилдиазе- 
пама. Каждая проба общего .и неспецифического связывания выпол
нена в двух параллелях. Количество белка определяли по Lowry и 
соавт. [8]. Опредеяли! уровень специфического связывания как раз
ность общего и неспецифического связывания. Рассчитывали удель
ный показатель специфического связывания на 1 мг белка.

Остаток гомогенатов синаптических мембран был заморожен на 
ночь при —40°. К оттаявшим гомогенатам (3,4 мл) добавляли 8 мл 
0,02%-ного тритона Х*100 в 50 мл 50мМ трис-НС1 pH 7,4 и ннкубн- 
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ровали 20 .мин при 37°, затем смесь центрифугировали при 20000 й 
20 мин при 4°, супернатант сливали, и замораживали осадки на 
ночь при —40°. Оттаявшие осадки суспендировали в 3 мл 50 мМ 
трис-НС1 pH 7,4 при 4° К 0,1 мл водного раствора [3Н]ГАМК 
(«Изотоп», Ленинград; конечная концентрация в пробе 37,1 нМ) до
бавляли 0,4 мл синаптических мембран и инкубировали 30 мин при 
4°. Неспецифическое связывание определяли в присутствии 10֊3 М 
ГАМК. Остальные параметры процесса и расчеты были такие же, 
.как при связывании [3Н]диазепама.

Достоверность различий оценивали по критерию Стьюдента. Ран
говые корреляции рассчитывали по Спирмену.

Результаты исследования
Среднее значение латентного периода наступления волны двига

тельного возбуждения от начала действия аудиогенного раздражи
теля у крыс-самцов линии КМ (среднее из 10) было 3,3 ±0,5 с; 
продолжительность двигательного возбуждения—5,2 ±0,7 с; длитель
ность припадка от 2- до Зй степени—5,2 ±0,7 с; время от начала 
действия раздражителя до максимального развития судорог 15,5 ± 
0,9 с (табл. 1). У всех 10 крыс линии КМ зарегистрированы выра
женные клонико-тонические судороги 3- или 4-й степени. Ни одна из 
10 контрольных крыс не дала судорог и реакций двигательного воз
буждения.

Таблица 1 
Показатели развития аудногенной судорожной реакции у крыс-самцов линии КМ

Примечание. !—время от начала действия звукового раздражителя до начала двига
тельного возбуждения; II—длительность фазы двигательного возбуждения; III—дли
тельность развития припадка от 2- до 3-й степени; IV—время от начала действия зву
кового раздражителя до .момента максимального развития судорог. 3—топическое напря
жение туловища и передних конечностей, пер.’порачнванне крысы пг.бок, подергива
ния задних лапок; 4*—почтя полное тоническое напряжение исключением зад
них конечностей; 4—полное тоническое напряжение с выти ՝.>■ .«нисм передних и 
задних конечностей.

№ 1. с II, с III, с IV, с Степень 
припадка

1 5 б 3 14 3
2 2 4 4 14 4'
3 2 3 4 12 4’
4 2 4 5 14 4-
5 б 8 5 19 3
6 5 10 5 20 3
7 4 5 10 19 3
Я 3 4 5 14 4’
9 2 4 3 14 4

10 2 4 8 13 4°

Связывание [3Н]диазепама с синаптическими мембранами у крыс 
линии КМ было снижено по отношению к исказателям контрольных 
крыс во всех ‘Исследованных отделах мозга (табл. 2). НаиболыЙйе 
различия отмечены в мозжечке (28,5%) и столе мезга (22,2%), од
нако и в коре больших полушарий мозга за счет чрезвычайно низ- 
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к»х коэффициентов вариабельности рядов (7 и 4%) различия досто
верны (7,1%).

Как и в случае связывания [3Н]диазепама, связывание [3Н]ГАМК 
У крыс линии КМ в наибольшей степени отличалось от контрольных 
животных в мозжечке (—36,9%). Более низким у крыс линии КМ 
был и уровень связывания [3Н]ГАМК в коре мозга (18,5%). В стволе 
мозга по этому показателю различ1ИЙ обнаружено не было.

Таким образом, общей характерной чертой крыс линии КМ яв
ляется пониженный уровень связывания ГАМК и БД рецепторов в 
различных отделах головного мозга, что и служит, вероятно, одной 
из существенных причин низкой эффективности соответствующих тор
мозных систем. Безусловно, иОпользуя суммарный показатель—уро
вень связывания, нельзя однозначно определить, какой параметр из
менен: количество доступных мест связывания, их аффинность или 
то <и другое вместе. Если учитывать известные данные о гетероген
ности БД рецепторов (высоко- и низкоаффинные БД рецепторы

Таблица Ч
Показатели связывания pH] диазепама и [’Н]ГАМК с синаптическими 

мембранами мозга беспородных крыс и крыс линии
________________________Крушинского-Молодкиной ________________

Группа

Специфическое связывание (фмоль.мг белка

[՝Н]дназепам (4 88 иМ) [Н] ГАМК (37,1 нМ)

ствол мозжечок кора ствол МО 1ЖСЧОК кора

Беспородные крысы- 
сам пл (и 10)

313.45+
14.97

422.04+
18.76

726.34+
16.0?

256-3’-Г 
15.70

1131.81 +
28.33

(55. 4+ 
29.36

2<рысы самцы линии 
КМ (п 10)

2S8.31+
13. «2^

301.88+
23.04"

674.78+
9.88*

261.02+
18.31

714.24+
38.32"

534.18+
29,82*

Примечание, п—количество 
•к группе беспородных крыс.

ЖИВОТНЫХ ♦р<0,0!. ,,р<0.001 по отношению

«центрального» и «периферического» типа, [9]) и ГАМК рецепторов 
(высоко- и низкоаффинные ГАМКл рецепторы и ГАМКв рецепторы, 
[10]), ответ па этот вопрос потребует дополнительных эксперимен
тов, однако мы сделали первый шаг в этом направлении, ис
следуя вытеснение [-11]ГЛА11\ из мембран керы линейных и 
беспородных крыс различными концентрациями немеченой ГАМК. 
Несмотря на значительные различия в абсолютных показателях свя
зывания, графики вытеснения [3Н]ГАМК немеченой ГАМК, представ
ленные г относительных величинах (% ингибирования), для обеих 
групи животных практически совпали (рис. 1). Этот факт свиде
тельств'ст о том. что пониженный уровень связывания [3Н]ГАМК в 
коре крыс линии КМ обусловлен, по-виднмому, изменением не срод
ства, а количества доступных для [3Н]ГЛМК мест связывания.

Внутри Каждой группы животных рассчитывали корреляции
13



между показателями связывания. У беспородных крыс в стволе мозга 
связывание [3Н]дназепама коррелирует с связыванием [3Н]ГАМК. 
(г=0,745); связывание [3Н]Диазепама в стволе мозга коррслнруе- 
со связыванием [3Н]ГАМК в мозжечке (г=0,648); обратной корреля
цией связаны показатели ввязывания [3Н]ГАМК в стволе мозга и 
[3Н]диазепама в мозжечке (г=—0,624). Ни одна из описанных кор
реляций не обнаружена в группе крыс КМ, однако у этих живоИпых, 
коррелирует связывание [3Н]диазепама в мозжечкеи коре (г=- -0,683). 
Не вдаваясь в детальный анализ корреляций, можно конста
тировать, что корреляционные соотношения между показателями свя
зывания [3Н]диазепама и [3Н]ГАМК у крыс КМ значительно отли
чаются от таковых у крыс, резистентных к аудиогенному раздражи 
телю.

На заключительном этапе работы были рассчитаны корреляции 
между показателями развития судорожного припадка и связыванием 
[։Н]дназепама и [3Н]ГАМК у крыс линии КМ. Из всех рас
считанных корреляций лишь одна оказалась достоверной: связы
вание [3Н]ГАМК в мозжечке коррелирует с длительностью развития 
припадка от 2- до 3-й степени (табл. 1) (г=0,691).

Обсуждение результатов

Следует отметить, что единственными критериями подбора жи
вотных для опыта были возраст и масса. Учитывая, что все крысы 
лиии.и КМ в ответ на аудиогенный .раздражитель в 100% случаев 
дали судоропн, а беспородные белые крысы не дали судорог вообще, 
можно условно считать, что исследовались фенотипически противо
положные. популяции животных: предрасположенные и непредраспо
ложенные к аудиогепиым судорогам. При кардинальном различии 
реакций па звук сравниваемые группы животных значительно отли
чались друг от друга и по состоянию тормозных систем мозга, а 
именно: у крыс линии КМ понижено связывание меченых ГАМК и 
диазепама, что может в какой-то степени свидетельствовать об 
уменьшении эффективности использования ГАМК и БД рецепторов.

По современным представлениям, аудиогенпые судороги у грызу
нов связаны, главным образом, с судорожной активностью стволовых 
и подкорковых образований, в основном продолговатого мозга и 
нижнего двухолмия [5, И]. Нами показано, что у крыс линии КМ 
уровень связывания [3Н]диазепама в препарате, состоящем из мемб
ран клеток ствола мозга и пластинки крыши, достоверно снижен. 
По-виднмому, у крыс линии КМ пониженный уровень связывания 
[3Н]диазёп.ама в данном препарате обусловлен изменением БД ре
цепторов, локализованных в верхнем двухолмии. На это указывают 
данные о высокой плотности ГАМК и БД рецепторов в этой струк
туре, так как аналогичные показатели для нижнего двухолмия и 
продолговатого мозга весьма малы [12].

Известно, что другая из изучаемых нами структур—мозжечок 
характеризуется самой высокой плотностью ГАМК рецепторов всех 
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типов в средней плотностью БД рецепторов «центрального» типа 
[12]. Важно отметить, что из трех изученных отделов мозга крыс 
линии КМ именно в мозжечке обнаружено максимальное отличие от 
контрольных животных—снижение уровня связывания [3Н]ГАМК и 
особенно [3Н]диазепама. Тормозное влияние этой структуры на раз
витое припадков показано в экспериментах, что позволяет рассмат
ривать мозжечок в качестве «антисистемы», то есть одной из струк
тур, функционирование которых подавляет патологическую гипер
реактивность мозга [13]. Обнаруженная нами положительная корре
ляция длительности развития припадка и։ показателей связывания 
[3Н]ГАМК в этой структуре также свидетельствует об участии моз
жечка в механизмах торможения судорожной реакции. Характерно 
также, что выявленные у резистентных к судорогам крыс взаимо
связи между показателями связывания [3Н]ГАМК и [3Н]диазепа.ма, 
относящиеся к мозжечку, отсутствуют у крыс линии КМ.

Особый интерес вызывают отличия по связыванию [3Н]ГАМК и 
[3Н]диазепама, обнаруженные в теменной коре крыс линии КМ. В 
литературе имеются единичные и противоречивые данные по состоя
нию ГАМК и БД рецептаров у чувствительных к звуковому раздра
жителю крыс и мышей. Полученные нами результаты о значитель
ном снижении показателей связывания [3Н]ГАМК и небольшом 
уменьшении связывания [3Н]диазепама отчасти подтверждают дан
ные об уменьшении плотности соответствующих рецепторов у мышей 
[14, 15]. В то же время -исследования, проведенные на отличной от 
пашей линии крыс, генетически предрасположенных к аудиогениым 
судорогам ( GEPR—Genetically Epilepsy-Prone Rats [2]), показали 
увеличение по сравнению с контролем числа доступных мест 
связывания для [3Н] мусцимола и незначительное увеличение анало
гичного показателя для [3Н]флунитразепама [16]. Эти расхождения 
с полученными нами данными могут быть вызваны рядом методиче
ских различий. В частности, отметим, что авторы вышеупомянутой 
работы, в отличие от нас, для оценки ГАМК рецепторов использо
вали [311]мусцимол. В настоящее время стало известно, что [3Н]мус- 
цимол помимо ГАМК рецепторов связывается с другими участками 
клеточной мембраны [17], то есть повышение связывания, обнару
женное ими, может быть обусловлено не только реакцией с ГАМК 
рецепторами.

Суммируя полученные нами данные, можно заключить, что кры^ы 
липин КМ, предрасположенные^ аудиогениым судорогам, видимо, отли
чаются значительным нарушением функционирования тормозной 
ГАМК-ергпческой системы мозга. Для данной линии крыс это вы
ражается в уменьшении связывания [-’Н]1 АМК в ряде структур 
мозга, а также в обнаруженном другими авторами увеличении со
держания ГАМК в мозгу -этих крыс [18]. Существующие данные о 
том, что системное введение крысам линии КМ 1 АМК в больших 
лозах снижает в ряде случаев степень припадка, также косвенно 
свидетельствуют о дефектности 1 АМК системы у крыс КМ [19j. Од-
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нако неясно, как компенсирующее действие ГАМК в этом случае 
соотносится с приведенными! выше данными о повышенном уровне 
этого медиатора в мозгу крыс КМ.

Дефектность ГАМК-ергической системы исследуемых крыс, ве
роятно, усиливается и за счет снижения связывающих параметров 
БД рецепторов. Как известно, бензодиазепины—экзогенные лиганды 
БД рецепторов—имеют выраженное противосудорожное действие 
[20]. У ряда бензодиазепинов, в частности диазепама, обнаружена 
почти стопроцентная корреляция между способностью купировать 
судороги и уровнем связывания с БД рецепторами мозга [21]. Кроме 
того, бензодиазепины облегчают и связывание ГАМК с ГАМК рецеп
торами и, таким образом, в определенной степени могут восстанав
ливать дефицит активности самой ГАМК-ергической передачи [7, 12].

В заключение следует отметить, что в механизме возникновения 
й развития аудиогенного судорожного припадка у грызунов сущест
венную роль играют н*՜ только ГАМК-ергическая и связанная с ней 
БД система, ио и другие • -омеДиаторные системы, в частности мо- 
ноамннергические, ацетилхолин.-՛՝՛ ическая, глутаматергическая и др. 
системы [1, 2]. Конкретно для крыс линии КМ показана дефектность 
моноаминергических систем [22, 23], высокая активность АХЭ в 
коре мозга [24]. Однако не обнаружены различия по показателям 
связывания меченого глутамата у крыс линий КМ и Wistar [25]. Та
ким образом, генетическая предрасположенность к аудиогенньгм су
дорогам у животных определяется комплексом нейрохимических из
менений, требующих, соответственно, и комплексного подхода к 
оценке наиболее вероятных механизмов генеза судорожной актив
ности.

GABA- AND BENZODIAZEPINE RECEPTORS IN THE BRAIN 
OF KRUSHINSKY-MOLODKINA RATS GENETICALLY 

PRONE TO AUDIOGENIC SEIZURES

ZHULIN V. V.. ’PLESKACHEVA M. G.

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

’Moscow State University

GABA- and benzodiazepine receptors of neocurtex, cerebellum and 
brainstem of Krushinsky-Molodkina (KM) rats bred on capacity to audio
genic seizures were studied. Binding parameters of these receptors were 
estimated in 24 hour after a single les՛, ng of rats in the box sup
plied with a bell (120 dB). Binding data of KM rats were compared 
with the data of control mongrel male rats which had not any au Ooge
nic seizure reaction. It has been shown that specific binding of [’I I [dia
zepam and [3H|GABA in neocortex and cerebellum of KM rats " ere di
minished as compared with control ones. The decrease of sp. rifle"b!i~ 
ding in brainstem was found for [3H]diazepam only. Using additional 
assay of [3H]OABA binding inhibition by unlabelled GABA In neocor- 
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tex the decrease of specific binding caused by lowering of binding si
tes quantity has been defined. The deficiency of GABA- and benzodia
zepine receptors binding capacity as one of the reasons of high seizure 
activity of KM rats is discussed.
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УДК 612.82 + 577.12

ПРОБЛЕМНО-ОРИЕНТИРОВАННЫЙ БАНК ДАННЫХ 
«ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ МЕЖНЕЙРОНАЛЬНОЙ 

КОММУНИКАЦИИ В МОЗГУ» (PCBIC-9I)

БУДАНЦЕВ А. Ю„ ВАСИЛЬЧИКОВ В. В.

Институт теоретической и экспериментальной биофизики АН СССР, Пущино; 
Библиотека естественных наук АН СССР, Москва

В статье изложена идея создания проблемно-ориентированного банка данных 
«Физико-химические основы межнейроиальной коммуникации в мозгу» (РСВ1С-91). 
На основе анализа литературы в состав такого банка включены 5 баз данных (БД): 
1) «Слайс-90», «Локальная суперфузия мозга»; 2) «Биохимическая микроанатомия 
мозга»; 3) «Нейротрофические соединения в мозгу (биохимия, биологическая актив
ность, физико-химические и молекулярные свойства»; 4) «Молекулярная биология 
генома нервных клеток (роль генома в биосинтезе и секреции сигнальных нсйроспс- 
цифических молекул)»; 5) «Физико-химическая патология межнейрональной ком
муникации (физико-химические основы нервных и психических болезней человека)». 
Приведены форматы описания библиографических данных в БД «Слайс-90», «Ло
кальная супсрфузия мозга», которые реализуются в настоящее время.

Развитие‘компьютерных технических средств и разработка спе
циального программного обеспечения (систем управления базами 
данных—СУБД) привели к широкому внедрению вычислительной тех
ники в автоматизацию информационного поиска и обработки инфор
мационных источников и созданию специализированных (проблемно- 
ориентированных) банков данных, в том числе в различных областях 
общественных и естественных наук. Для примера можно привести 
ряд систем, функционирующих в США в области естественных наук 
и медицины Rese irch Infornialion Sysicm, Inc.; система OPAC (Online 
Public Access Catalog, The M unt Sinai Medical Center, Inc.): Dialog 
Information Services, Inc.; National Library of Medicine (Medlars—Onli
ne Information Retrieve! System); Сотри Serve; Easinet—Telepase Sys
tems. Inc.; BP՝ С. I! a -։:<• M'dlcal Sear, h Service и др. В нашей стра
не также проводится работа по созданию больших автоматизирован
ных информационно-поисковых систем в области научно-технической 
инфо- мзцйи и разработки соответствующего программного обеспече
ния [1, 2].

В отличие ст зарубежною опыта, разработка специализирован
ных банков данных в области биологии и медицины в нашей стране 
находится в начальной стадии, хотя определенная работа в этом
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направлении у нас проводится. Например, в нашем институте раз
работан фактографический банк данных по ферментам и метаболи
ческим путям [3, 4] ,в Институте нормальной физиологии АМН СССР 
разрабатывается банк по пейропептидам [5, 6] и др. Учитывая тог 
факт, что современные компьютерные средства активно проникают в 
отечественные научные организации и соответственно активно начи
нают использоваться в экспериментальной работе, моделировании и 
обработке научной информации, в настоящее время становится ак
туальной следующая задача: разработка принципов организации си
стемы компьютерной обработки информации в области нейробиологии, 
в частности библиографической информации и одновременно созда
ние отечественных специализированных (проблемно-ориентированных) 
баз и банков данных.

Анализ ситуации
В течение последних лет нами предпринята попытка провести 

общий анализ тенденций развития физико-химической нейробиолопт 
с целью определения наиболее перспективных направлений для на
чала разработки компьютеризированной системы обработки инфор
мационного материала для:

— автоматизации накоплен>ия и поиска необходимой библиогра
фической информации в области физико-химической нейробиологии;

— ускорения составления аналитических обзоров по проблеме;
разработки основного перечня баз данных, которые могли бы 

составить основу банка данных в области физико-химической и мо
лекулярной пейробиологии.

Краткие результаты такого анализа приведены ниже.
Одна из центральных и фундаментальных проблем в области ис

следований мозга связана с изучением нейрохимии и биофизики меж
нейрональной коммуникации в мозгу.

Сигнальные молекулы, запускающие каскад нейрохимических 
реакций и биофизических процессов в области синаптических и не- 
оинаптпческих контактов между нервными клетками в процессе их 
системной деятельности, являются «системообразующими факторами», 
которые играют определяющую роль в реализации интегративных 
функций мозга. Исследования в этой области, особенно в последние 
годы, представляют чрезвычайно важную комплексную научную проб
лему, (имеющую большое фундаментальное и прикладное значение.

Предметом нейрохимии и биофизики межнейрональной коммуни
кации (включая взаимодействие нейронов и глии) является:

— биохимическое изучение структуры и физико-химических свойств 
сигнальных соединений, являющихся материальными переносчиками 
информации между нервными клетками (включая развитие методов 
поиска и выделения их из нервной ткани);

— изучение общеметаболических процессов, происходящих в 
нервных клетках, которые обеспечивают биосинтез сигнальных моле
кул, и: секрецию и деградацию;

19



— функционально-нейрохимическое исследование, высвобождения 
(секреции) сигнальных молекул из нервных клеток 'и специфической 
связи этого высвобождения (секреции) с функциональной активно
стью нервных клеток;

— биофизическое изучение поведения сигнальных ’молекул в меж- 
нейрональном пространстве: диффузия молекул, взаимодействие с хи
мическими структурами межклеточного матрикса (коллагеном, лами
нином и др.) и ‘глиальными клетками;

— исследование первичных механизмов взаимодействия (рецеп
ции) сигнальных молекул с клетками-мишенями;

— разработка клеточных моделей для ’функционального тестиро
вания сигнальных молекул, изучения процессов секреции в др. и 
поиск новых оригинальных методов физико-химического анализа меж
клеточных коммуникаций.

Решение конкретных задач в области нейрохимии и биофизики 
межнейроналыюй коммуникации, как видно из приведенного перечня, 
может быть достигнуто при комплексном использовании методов кле
точной и молекулярной биологии, биоорганической химии, функцио
нальной и классической нейробиохимин, биофизики, физиологии нерв
ной клетки и молекулярной нейрофармакологии.

Важность и актуальность развития нейрохимии и биофизики 
межнейрокальной коммуникации объясняется определяющим значе
нием организованной целенаправленной функциональной активности 

.систем нейронов во ‘всех видах инстинктивной и разумной деятель
ности животных и человека.

Из приведенных кратких тезисов очевидно важное фундамен
тальное значение исследований нейрохимических и биофизических ос- 
.пов межнейрональной коммуникации для формирования крупных 
теоретических обобщений в следующих направлениях.

I. Рель сигнальных молекул межклеточной коммуникации в фор
мирование НС и синаптогеиезе.

2. Нейрохимические и биофизические основы морфо-функциональ
ной «стабильности» и пластичности НС в процессе жизнедеятельно
сти животных и человека в нормальных физико-химических условиях 
внешней среды и опасных для функций мозга.

3. Молекулярные процессы и соответствующие нейроактивные 
соединения, обеспечивающие межнейрональную коммуникацию при 
различных функциональных проявлениях интегративной деятельности 
ЦИС (поведение, обучение, эмоциональные реакции и т. д.).

4. Нейрохимические основы патологических состояний животных 
и человека, связанных с нарушением физико-химических процессов 
межнейрональной коммуникации. Научно обоснованный поиск новых 
фармакологических соединений для биохимической коррекции нару
шенных функций мозга.

Исследования нейрохимических и биофизических основ межней
рональной коммуникации имеют ряд практических направлений, нап
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ример, в области '.медицины и фармакологии, как часть программы 
медико-биологических исследований психического здоровья человека.

СТРУКТУРА БАНКА ДАННЫХ «ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ 
ОСНОВЫ МЕЖНЕЙРОНАЛЬНОЙ КОММУНИКАЦИИ

В МОЗГУ»
В рамках перечисленных в предыдущем разделе основных нап

равлений развития проблемы межнейрональной коммуникации 'в мире 
и в пашей стране имеется обширная библиографическая информация 
в различных журналах, монографиях, сборниках и т. д. -Наиболее 
•серьезной работой по систематизации библиографической информа
ции в области нейрохимии, и, в частности, в нейрохимии межнейро- 
нальной коммуникации можно считать два тома проблемно-ориенти
рованного библиографического указателя, составленного Я. В. 'Бели
ком [7, 8]. В этих указателях содержится 12296 библиографических 
описаний экспериментальных работ, обзоров и монографий в области 
нейрохимии с 1953 по 1967 гг. Детально разработанный им ав
торский и предметный указатели дают возможность 'эффективно ис
пользовать данные руководства в научной работе.

Для примера зарубежных публикаций в области обработки биб
лиографической информации можно привести обзор по опиатным пеп
тидам и эндорфинам в развивающемся организме [9] и обзорные 
библиографические указатели по пептидам, подготавливаемые два 
раза в месяц Sheffield University Biomedical Information Service [10].

В последние годы в пашей стране, например, были созданы спе
циализированные банки данных по природным регуляторным олиго
пептидам и белкам-регуляторам, рассчитанные на использование 
компьютерной техники [5, 6, 11].

На основании нашего анализа мы пришли к выводу, что факто
графический банк данных «Физико-химические основы межнейроиаль- 
ной коммуникации в мозгу“ (ТЬё Physical and Chemical Basis of Ihe 
Interneuronal Communication in brain— PCB1C—-91) должен включать 
как минимум следующие базы данных (БД).

1. БД «Слайс-90» и «Локальная суперфузия мозга». Эти базы 
данных должны содержать библиографические ссылки на работы, 
выполненные при помощи двух основных методов изучения секреции 
нейроактивных сигнальных молекул: метода суперфузии переживаю
щей нервной ткани in vitro и метода локальной суперфузии мозга 
in vivo.

2. БД «Биохимическая микроанатомшя мозга»—распределение ч 
количественные данные о биохимических субстратах и процессах в 
морфологических структурах мозга.

3. БД «Нейротрофические соединения в мозгу, биологическая ак
тивность, физико-химические и молекулярные свойства».

4. БД «Молекулярная биология генома нервных клеток (роль 
генома в биосинтезе и секреции сигнальных нейроспецпфических мо
лекул)».



5. БД «Физико-химическая патология межнейрональной комму
никации (физико-химические основы нервных щ психических болезней 
человека)».

В 1989—1991 гг. мы начали разработку принципов« реализацию 
двух баз данных «Слайс-90» и «Локальная суперфузия мозга».

База данных «Слайс-90» (Slice-90)

БД «Слайс-90» содержит ссылки на все работы, выполненные с 
1980 по 1990 гг. с использованием метода переживающих срезов 
нервной ткани in vitro: секреция нейроактивных сигнальных молекул; 
метаболизм в нервной ткани in vitro; скрининг и молекулярно-кле
точные механизмы действия фармакологических соединений in vitro; 
рецепторы нейроактивных соединений; нейрохимия и биофизика ре
гуляции метаболических процессов; электрофизиология; прижизнен
ные исследования мембран нейронов, ионных каналов и др.

Первые работы с использованием переживающих срезов нервной 
ткани («Slice») появились в начале 50-х годов [12—17]. В послед
ние годы вышло много обзоров по данной проблеме и два специаль
ных сборника работ [18, 19].

На основе анализа публикаций мы сделали вывод, что темы 
многих работ закономерно повторяются с периодом каждые десять 
лет, например, глубокие и детальные исследования общеметаболиче
ских процессов в нервной ткани in vitro: дыхание, энергетика, синтез 
белков, обмен липидов и др. [20—22]. Естественно, что каждый раз 
новые экспериментальные работы «впитывали» в себя результаты 
работ, выполненных в предыдущие годы. В связи с этим мы пришли 
к заключению, что если собрать работы, выполненные на пережи
вающих срезах в 1980—1990 гг., можно иметь довольно полную ин
формацию о всех направлениях исследований в данной области 
экспериментальной пейробиологии.

Одно из ведущих направлений в пейробиологии, где активно ис
пользуются переживающие срезы мозга, связано с нейрохимическими 
исследованиями секреции эндогенных нейроактивных соединений, в 
частности, сигнальных молекул межнейрональной коммуникации [23]. 
Можно утверждать, что метод суперфузии переживающих срезов 
мозга, наряду с использованием сииаптосом и нейросипаптосом, яв
ляется ведущим методом для изучения механизмов и систем регу
ляции секреции нейроактивных соединений in vitro.

Приведенные соображения определили содержание БД «Слайс-90».
Основу первой версии БД «Слайс-90» составляет файл, содер

жащий следующие поля:
AUTHOR — автор(ы) публикации,
TITLE —название работы,
PUBL — описание источника информации,
YEAR—год,
NCAT —порядковый помер в файле.
Ниже приведен фрагмент БД «Слайс-90», которая в настоящее 
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время содержит около 3 тыс. библиографических описаний моногра
фий, обзоров, экспериментальных работ, выполненных с 1980 по 
1990 гг.:

AUTHOR Flint R. S-, Murphy J. M„ Calkins P. M„ McBride W. .1.
TITLE Monoamine, amino acid and cholinergic interactions in 

slices of rat cerebral cortex
PUBL Brain Res. Bull, v. 15, p. 197—202
YEAR 1985
NCAT 235

База данных «Локальная суперфузия мозга» (LSB)
БД «Локальная суперфузия .мозга» содержит все работы, опуб

ликованные с 1961 года (первая публикация), в которых использо
вались различные методы локальной суперфузни мозга: метод «push- 
■ри11»-1канюли, микродиализ и др. Этот блок работ посвящен тем же 
направлениям экспериментальных исследований, которые перечислены 
в БД «Слайс-90», только выполнении in vitro.

В 1961 году появилась краткая публикация Gaddum [24], кото
рая положила начало целому направлению в экспериментальной 
нейробиологии—локальной суперфузии мозга. Этот метод позволил 
впервые на целых животных в условиях in vivo изучать динамику сек
реции нейроактивных соединений в различных структурах .мозга. В 
последующие годы метод Gaddum с нагнетательно-всасывающей 
канюлей («push-pull cannulae») был развит, появились новые под
ходы, один из главных получил название «микродиализ» [25, 26]. 
Круг задач, которые решаются при помощи локальной суперфузии 
мозга очень широк и схватывает изучение механизмов и регуляции 
секреции нейроактивных соединений in vivo в норме и при различ
ных функциональных состояниях животных, изучение влияния на 
•секрецию электростимуляции, различных фармакологических соедине
ний и др.

БД «Лекальная суперфузия .мозга» состоит из трех файлов.
1. Основной файл -LSBA (.LOCAL SUPERFUSION ofBRAIN-A“) 

состоит из библиографических описаний публикаций по локальной 
суперфузии мозга с глубиной ретроспективы около 30 лет и фактогра
фических данных, содержащихся в этих публикациях. Каждая пуб
ликация в БД LSBA представлена одной записью, состоящей из сле
дующих полей:

AUTHOR автор (ы) публикации,
TITLE название работы,
PUBL описание источника информации,
YEAR год,

NCAT порядковый номер в файле,
■CHAR PUBL вид публикации (обзор, тезисы, монография и т. д.),
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method 
ANIMAL 
ZONE S 
MEDIUM

метод суперфузии, 
вид животного, 
зона суперфузии, 
состав суперфузионной среды,

FLOW VEL скорость суперфузии,
TIME S время суперфузии,
VOLUME ER объемы фракций суперфузата.
ANAL S 
ADD ANAL 
DEPT NSCI 
SUBJECT 
BRIEF SUM 
ADD INF

анализ суперфузата, 
дополнительные методы анализа.
область нейропаук
краткое описание предмета исследования, 
краткие выводы, 
дополнительная информация.

Типичное описание одной информационной единицы приведено 
ниже.

calculated to be 100%, the levels after 2, 3, 4 and 5

AUTHOR Ajima A., Nakagawa T . Kato T.
TITLE Similtaneous measurement of acetylcholine and dopa

mine release in rat striatum underfreely moving con
ditions with a brain dialysis method

PUBL .1. Chromatigraphy, v. 494, p. 297—302
YEAR 1989
NCAT 94
CHAR PUBl. Ex per.
METHOD Dialysis. Hollow fibers (C—DAK regenerated cellulose:

Japan Medical Supply) with an outer diameter of 250 
mem and 90% cut-off of 5000 D were used to prepar 

a cannula as reported Life ScL, 35, 671, 1984
ANIMAL Rat
ZONE S Striatum (P 00; L 2-7; V 60) Stereotaxic atlas о 

Konig, KHppel (1963)
MEDIUM mM: Na-1-/147; Ca+2/2.3; K-F/4.0; Cl—/155.6; eserin. 

100 mcM; pH—6 0
FLOW VEL 2.6 mol,'min
TIME S 6 h
VOLUME FR 52 mol
ANAL S ACh and DA in dialysates were determined by HPLC 

with electrochemical detection (J. Chromatogr., 414 
167, 1987)

ADD ANAL No
DEPT NSCI Neurochemistry, pharmacology
SUBJECT Brain dialysis method complected with HPLC—ED 

with an enzime-immobilized column can be emploed 
to determine release ACh and DA in the striatum of 
freely moving rats

BRIEF SUM The level of released ACh at 1 days after surgury was
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days were 95, 60, 35 and 25% respectively (the po
res of dialysis tubes are clogged). 10՜4 M nomifena- 
slne (DA-reuptake inhibitor) release of ACh and DA 
increased by 140 and 1800% resp. The effects of con
tinuous perfusion of IO՜4 M nomifenesine were: ACh 
release temporarily Increased to 140% and then dec. 
reased; the level of DA release increased 18-fold.

ADD INF Slerotaxic atlas and electrochemical detection see add- 
file SAB and ED

На начало 1991 года файл LSBA содержит около 500 описаний 
работ в области локальной суперфузии мозга.

2. Дополнительный файл—SAB („STEREOTAXIC ATI.ASSES of 
BRAIN») содержит библиографическое описание стереотаксиче
ских атласов мозга различных животных (формат описания 
см. БД «Слайс-90»), Организация файла SAB в БД LSB не
обходима потому, что реализация локальной суперфузии мозга в ос
новном осуществляется при помощи стереотаксической техники. В 
настоящее время в этом файле содержится около 50 описаний стерео
таксических атласов мозга крысы, кошки, кролика и других видов 
животных.

3. Особенно в последние годы локальная суперфузия мозга про
водится совместно с электрохимическим анализом суперфузата [27, 
28]. -Кроме этого, прямая электрохимическая детекция ряда нейро
активных соединений с использованием вживленных в мозг графито
вых электродов позволяет реализовать ряд задач, которые решаются 
методом локальной суперфузии мозга [29—31]. В связи с этим мы 
считаем, что локальная суперфузия мозга и прямая электрохимиче
ская детекция ряда соединений являются в настоящее время основ
ными методами изучения секреции сигнальных молекул в мозгу 
in vivo. Поэтому в БД LSB мы включили дополнительный файл ED 
(«ELECROCHEMICAL DETECTION»), который содержит библиогра
фические описания работ по указанным двум направлениям электро
химического анализа в экспериментальной функциональной нейрохи
мии (формат описания см. БД «СЛАЙС-90»), В настоящее время 
файл ED содержит описания около 500 информационных единиц.

Заключение

Создание и развитие банка данных «Физико-химические основы 
межнейрональпой коммуникации в мозгу» (PCBIC-91) с нашей точки 
зрения преследует две задачи:

а) дать импульс к планомерной разработке отечественной ком
пьютеризированной проблемно-ориентированной (информационной си
стемы; .

б) .представить исследователям мощный современный инстру
мент для работы с текущей информацией в периодической научной 
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литературе. Базы данных «Слайс-90 « «Локальная суперфузня мозга» 
обеспечивают эффективный библиографический поиск необходимой 
информации по двум крупным методическим направлениям функцио
нальной нейрохимии и физиологии мозга. Диалоговая работа с ука
занными БД может быть реализована средствами СУБД dBASE ИГ 
Plus [32—33].

SPECIALIZED DATA BANC .PHYSICAL AND CHEMICAL BASIC 
OF INTERNEURONAL COMMUNICATION IN BRAIN (РСВ1С-91)"

BUDANTSEV A. Yu.. VAS1LCH1KOV V. V.

Institute of Theoretical and Experimental Blophlslcs, USSR Academy 
of Sciences Puschino Library of Natural Sciences, Moscow

The idea ol the specialized data bank .Physical and chemical fun
damentals of interneuronal communication in brain (PCBIC—91)“ is dis
cussed in the paper. Five data bases (DB) are discribed: (I) .Slice—90“, 
„Local superusion of brain": (2) .Biochemical microanatomi of brain"; 
(3) .Brain neurotrophic factors (biochemistry, biological activity, phlsi- 
co-chemical and molecular properties)"; (4) „Molecular biology of the 
neurons genome (the role of the neurons genome in the biosynthesis 
and secretion of the signal neurospecific moleculs)" and (5) „Physico
chemical pathology of interneuronal communication (phyicochcmical 
basis of human neuronal and mental diseases)'. The formats of biblio
graphical data description in DB .Slice—90“ and „Loral superf;: Ion of 
the brain" are listed.
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Поступила 16. IV. ] 991

ПРОБЛЕМНО-ОРИЕНТИРОВАННЫЙ БАНК ДАННЫХ 
«ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ МЕЖНЕЙРОНАЛЬНОЙ 

КОММУНИКАЦИИ В МОЗГУ» (РС1В1С-91)

В настоящее время готовится коммерческий вариант баз данных 
(БД) «Слайс-90» и «Локальная суперфузия мозга» в составе банка 
данных «Физико-химические основы межпейрональной коммуникации 
в мозгу». Сейчас проводится сбор предварительных заказов на эти 
БД.

Просьба такие заказы и все вопросы посылать по адресу: 
142292 г. Пущино, Институт теоретической и экспериментальной био- 
физпкВ| РАН, комн. 440. Цепа указанных БД будет определена 
в зависимости от количества предварительных заказов и сообщена 
при оформлении договорных документов па поставку заказчикам БД. 
Время первой поставки—декабрь 1992 г.
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НЕЙРОХИМИЯт. 10, № 1—2, 1991
УДК 577.112.6.085.23:577.112.6.088.6СВЯЗЫВАНИЕ ТАФТСТИНА С ПЛАЗМАТИЧЕСКИМИ МЕМБРАНАМИ МОЗГА КРЫСЫ, КЛЕТКАМИ ГЛИОМЫ КРЫСЫ И НЕЙРОБЛАСТОМЫ МЫШИ

АРЕФЬЕВА И. А.. АЛФЕЕВА Л. 1О.։ ГРИВЕННИКОВ И. А.

Институт молекулярной генетики АН СССР, Москва

Обнаружено специфическое взаимодействие тафтсина с плазматическими мемб
ранами мозга крысы и клетками нейробластомы мыши (NB41A3, Neuro 2А) и 
глиомы крысы (С-6, НГУК-1). Показано, что связывание зависит от времени, об
ратимо, термолабильно и ингибируется при обработке клеток раствором трипсина. 
Оптимальные условия для проведения экспериментов па мембранах включают на
личие в инкубационной среде 2 мМ СаС12. Величины К(1 для [3Н]тафтсипа на 
мембранах мозга и клетках нейробластомы (Neuro 2А) составляют около 10 мкМ и 
2 мкМ соответственно. Классические нейротрансмиттеры и опиатный антагонист на
локсон в концентрации до 50 мкМ не оказывают влияния на взаимодействие тафт- 
сииа с клетками нервной системы.Тафтсин (Thr-Lys-Pro-Arg), представляющий собой фрагмент тяжелой цепи иммуноглобулина G (аминокислотные остатки 289—292), широко известен как эндогенный иммуностимулятор [1]. Рецепторы для этого пептида были выявлены и охарактеризованы на макрофагах мыши [2], а также на моноцитах и полиморфноядерных лейкоцитах периферической крови человека [3]. Сравнительно недавно было обнаружено стимулирующее действие тафтсина и некоторых его аналогов на ЦНС млекопитающих [4, 5], а также на активность ключевого фермента обмена катехоламинов—тирозингидроксила- зы [6].Целью настоящей работы явился поиск центров связывания тафтсина на плазматических мембранах мозга крысы и трансформированных линиях клеток нейронального и глиального происхождения.Материалы и методыВ работе исполь.ованы трнс(„Мегск“, ФРГ), сахароза, DDC-Na и ЭДТА (,Serva“, ФРГ), полиэтиленимин („Ника". Швейцария), бенза- мидин, фенилметнлеульфонилфторид и БСА („Sigma". США1,, все реактивы для работы с клетками, а также культуральная пластиковая посуда фирмы «Flow» (Англия).Клетки линий С-6, NB-41A3 и Neuro-2a получены от фирмы «Flow», линия НГУК-1 была любезно предоставлена А. С. Холанским (Институт морфологии животных АМН СССР).28



Тафтсин синтезирован нами ступенчатым наращиванием полипеп- тидной цепи методом активированных эфиров. Введение тритиевой метки осуществлено в лаборатории изотопного обмена Д. А. Зайцевым. Величина У. А. полученных препаратов составляла 50— 60 Ки/ммоль, их гомогенность и идентичность немеченому пептиду подтверждена ВЭЖХ.Мембраны мозга, сердца, печени и почек крысы, а также клеток линий С-6, НГУ К-1 и Neuro-2A получали по методу Gray, Whittaker [7] с небольшими модификациями. В частности, для получения мембран мозга использовали следующую схему: беспородных белых крыс (180—200 г) декапитпровали, извлеченный мозг промывали холодным физиологическим раствором и гомогенизировали в 10 объемах холодной 0.32 М сахарозы, содержащей 1 мМ ЭДТА, 1 мМ бепзами- дипа и-0,1 мМ фенилметилсульфонилфторнда (буфер А). Все последующие операции проводили при 4°. Гомогенат центрифугировали при 1000 g в течение 20 мин, осадок отбрасывали, а супернатант, профильтрованный через 4 слоя марли, подвергали повторному центрифугированию при 40000 g в течение 30 мин. Полученный осадок дважды промывали буфером А, суспендировали в 10 мМ трис-НС1, pH 7,4, содержащем 0,22 М сахарозы и 1 мг/мл БСА и хранили в жидком азоте. Концентрация белка для хранения составляла 15— 30 мг/мл (определена по модифицированному методу Лоури [8]). Мембраны сердца, печени и почек крысы, а также клеток лилий С-6, 
NB-41A3 in Neuro-2A получали аналогично.Связывание проводили в 3,5-миллилитровых полистнрольиых пробирках для РИА. Реакционная смесь общим объемом I мл содержала 1 мкКп ["IЦтафтсина, соответствующее количество немеченого пептида и 2 мМ CaCla в 50 мМ трис-НС1, pH 7,4. Реакцию начинали добавлением 500 мкг мембран в 200 мкл буфера. Пробирки переносили в шейкернипкубатор и выдерживали 40—60 мин при температуре 30° и постоянном интенсивном перемешивании. По окончании инкубации пробы фильтровали через стекловолоконные фильтры («Whatman», GF/В), вымоченные в 0,3%-ном растворе полиэтилени- мина в течение 2 ч и промытые 3 мл ледяного 50 мМ трис-НС!,, pH 7,4. Этим же буфером трижды промывали каждую пробирку « 1 раз фильтр. Фильтры сушили на воздухе и считали в 5 мл толуольного сцинтиллятора (4 г РРО, 0,2 г РОРОР) с эффективностью 30% па счетчике «Магк-2» («Nuclear Chicago», США). Неспецифическое связывание определяли в присутствии 10՜՜’ М немеченого тафтсина. Контрольные пробирки содержали те же компоненты, что и в опыте, но не подвергались инкубации, а фильтровались сразу же после добавления белка.Клетки линий С-6, N В-41 АЗ, Neuro-2A и Vero, культивируемые в пластиковых культуральных флаконах на среде DMEM, содержащей 10% фетальной сыворотки, 2 мМ глутамина и 0,16 мг/мл гентамицина, при 37° и концентрации СО2 5%, снимали раствором Версена и сеяли » 96-луночные культуральные микроплаты по 50—100 тыс. в 100 мкл 29



ростовой среды. Иа следующий день клетки дважды промывали 100 мкл раствора Хенкса ,и добавляли 100 мкл инкубационной смеси, содержащей 0,3 мкКи [3Н]тафтсина и соответствующее количество немеченого пептида. По окончании инкубации (37°, 30 мин), смесь отбирали, а слой клеток трижды промывали 200 мкл раствора Хенкса, растворяли в 120 мкл 0,1%-ного ДДС-Na и 100 мкл полученного раствора считали в 5 мл диоксанового сцинтиллятора ЖС-8 с эффективностью 30% на счетчике «Rackbeta» (LKB, Швеция).Клетки линий С-6, NB-41A3 и Neuro-2A, культивируемые как указано выше, снимали раствором Версена, центрифугировали и рас- севали в круглодонные 96-луночные платы по 100 тыс. клеток в 50 мкл раствора Хенкса, добавляли 50 мкл раствора, содержащего ■смесь 0,3 мкКи меченого ш соответствующее количество немеченого тафтсина и инкубировали 30 мин при 37°. По окончании инкубации клетки собирали полуавтоматическим харвестером («Scatron», Англия) на стекловолоконные фильтры («Whatman», GF/С Англия) с промывкой фосфатно-солевым буфером (10 мМ фосфата натрия, 150 мМ NaCI, pH 7,4). Фильтры считали в 5 мл дноксанового сцинтиллятора с эффективностью 30%.
Результаты исследования

1. Связывание тафтсина с мембранами различных, органов крысы.Для доказательства специфичности взаимодействия тафтсина с клетками НС, было изучено связывание меченого препарата с мембранами мозга, сердца, почек и печени крысы (рис. 1). Оказалось, что количество пептида, специфически связавшегося с мембранами сердца, почек и печени за 60 мин инкубации при 30°, составляет соответственно 14, 6 и 16% от количества пептида, связавшегося с нервной тканью.Мембраны мозга были подвергнуты дальнейшей очистке в ступенчатом градиенте сахарозы (0,32, 0,8, 1,2 М, 21000 об/мин 2 ч па роторе SW-25, L5-50, «Beckman», Австрия) [7]. При этом получены три фракции, первая из которых, находящаяся на границе 0,32 и 0,8 Ai сахарозы, обогащена миелином, вторая (0,8—1,2 М)—синап- тосомными мембранами, третья (осадок на дне пробирки)—митохондриями. Связывание [3Н]тафтсина с этими фракциями за 60 мин представлено па рис. 2, из которого видно, что фракция, обогащенная оипаптосомными мембранами, связывает тафтсип в 2,5 раза более эффективно, чем миелиновая и в 30 раз более эффективно, чем митохондриальная.На рис. 3 и 4 показана обратимость связывания [3Н]тафтсина с мембранами целого мозга при 50-кратном разведении и добавлении избытка немеченого пептида соответственно. Связывание зависит от времени и достигает равновесия через 40 мин при 30°. При добавлении 50-кратного избытка буфера или 1000-кратного избытка неме-30



ченого пептида наблюдается быстрая (1—2 мин) диссоциация половины связавшейся метки с последующим снижением до базового уровня в течение 60 мин. Термическая обработка мембран при 100°'

Рис. I. Связывание тафтсина с мембранами мозга (1), сердца (2), пе
чени (3). и почек (4) крысы при 30°. I мл реакционной смеси содержит 
1 мкКи (160 пмоль) [3Н]тафтсииа, 500 мкг белка и 2 мМ СаС12 в 
50 мМ трнс-НС1, pH 7,4. Неспецифпческое связывание определено в при
сутствии 100 мкМ немеченого пептида. Данные представляют результат 
двух экспериментов. Здесь и на рис. 2, 5, 7 по осн ординат—специфи

ческое связывание (нмп/мип. 10-3 М).в течение 15 мин приводит к полной инактивации участков связы
вания.Изучение влияния ионов двухвалентных металлов на связывание тафтсина с мембранами мозга показало, что Мй2+ (5 мМ) оказывает

Рис. 2. Связывание тафтсина с препаратами, обога
щенными миелином (1). синаптосомнымн мембранами! 
(2) и митохондриями (3). I мл реакционной смеси 
содержит 4,5 мкКи (500 пмоль) [3Н]тафтснна, 700 мкг 
мембран и 2 мМ СаС12 в 50 мМ трнс-НС1, pH 7,4. 
Инкубация 1 ч при 30°. Специфическое связывание 
определено в присутствии 100 мкМ немечеиного пеп
тида. Данные представляют средний результат двух, 

измерений.

слабое активирующее воздействие. Наличие в среде инкубации ионов Хп, Со и Мп (1 мМ) приводит к денатурации мембран. Ионы Са увеличивают специфическое связывание тафтсина максимум в 2 раза, 31



причем его зависимость от концентрации ионов носит колоколообразный характер (рис. 5). Оптимальным является 2 мМ раствор СаС1». Специфическое связывание [3Н]тафтсииа с мембранами мозга зависит от природы буфера. Наилучшие результаты (специфическое связывание 35 и 40%) достигаются в 50 мМ трис-НС1, pH 7,4, содержащем 2 мМ СаСЬ, и в растворе Хенкса соответственно. Применение последнего ограничивается его сравнительно высокой стоимостью и ■большим расходом буфера в эксперименте.

Рис. 3. Диссоциация тафтсина с мембран мозга при разведении (1). 
Связывание проводили в 0,5 мл раствора Хенкса при 30° в течение I ч. 
затем смесь разбавляли буфером в 50 раз (отмечено стрелкой). Кон
центрация [ЗН]тафтсииа в исходной смеси 6 мкКч/мл, белка—0,5 мг/мл. 
Контрольные пробирки содержали 3 мкКи метки и 250 мкг белка в 
25 мл раствора Хенкса (2). Данные представляют результат трех экс
периментов. Здесь и па рис. 4 по оси ординат—общее связывание 

(имп/мин- 10-3 М)На рис. б показана кривая вытеснения [3Н]тафтсина с мембран мозга крысы немеченым пептидом. Величины К<| и максимального связывания, определенные из данной зависимости, составляют около 10 мкМ и 40 пмоль'мг белка соответственно.
2. Связывание тафтсина с трансформированными нервными клетками.[3И]тафтсин специфически связывается с прикрепленными и неприкрепленными клетками глиомы крысы (линии С-6, НГУК-1) и нейробластомы мыши (лития Ыеиго-2А). Процент специфического связывания от общего изменяется для различных линий прикрепленных клеток от .30 (С-6) до 70% (Меиго-2А), а для неприкрепленных от 53 (С-6) до 78% (Ыеиго-2А), причем специфическое связывание полностью исчезает при использовании для снятия клеток с подложки раствора трипсина (0,05% в 0,2% ЭДТА) вместо раствора Версена (инкубация для открепления клеток в обоих случаях длится 10 мин при 37°). В качестве контроля были использованы прикрепленные32



трансформированные клетки почечного эпителия зеленой мартышки (линия Уего). Связывание в этом случае отсутствовало.Мембраны клеток нейрональных и глиальных линий, полученные так же как и мембраны мозга, сохраняют способность связывать [3Н]тафтсин с той же эффективностью, что и живые клетки (данные не приведены).

Рис. 7. Диссоциация (ЗН)тафтсина с мембран мозга под действием не
меченого пептида (/). Связывание проводили в 50 мМ трис-HCl, pH 7,4 
в присутствии 2 мМ СаС12 при 30°. Концентрация тафтсина в исходной 
смеси составляла 1 мкКи/мл (17 нМ), белка—500 мкг/мл. Через 60 мин 
(указано стрелкой) добавляли 50 мкл раствора немеченого пептида до 
конечной концентрации ]00 мкМ. Нсспсцифичсское связывание опре
деляли в присутствии 100 мкМ немеченого тафтсина (2). Данные

представляют результат двух экспериментов

Параметры связывания пептида оценены в эксперименте на неприкрепленных клетках линии Ыеиго-2А (рис- 7). Из кривой вытеснения найдено, что К<1 составляет около 2 мкМ, а максимальное связывание—2,3 пмоль на 100 тыс. клеток.Классические нейротрансмиттеры (норадреналин, дофамин, серотонин и гистамин), а также универсальный опиатный антагонист налоксон в концентрациях 50 .мкМ не оказывают влияния на взаимодействие тафтсина с клетками НС.Обсуждение результатовПредпринятый вами поиск центров связывания тафтсина на препаратах нервной ткани млекопитающих обусловлен наличием целого ряда работ, выполненных на физиологическом и поведенческом уровнях, и касающихся действия этого пептида на некоторые функции ЦНС [4—6, 9]. Сравнение эффективности связывания меченого пеп-
3-260
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тида с мембранами мозга, сердца, печени >и почек крысы убедительно демонстрирует предпочтительное взаимодействие тафтсина с препаратом нервной ткани (рис. I). Аналогичный результат был получен при работе с трансформированными культурами нервных и тлйальг

Рис. 5. Зависимость специфического связывания тафтсина е мембранами 
мозга крысы от концентрации ионов кальция. 1 мл реакционной смеси 
содержит 1 мкКи (17 нмоль) [3Н]тафтсииа в 50 мЛ1 трис-НС!, pH 7,4. 
Специфическое связывание определяли в присутствии 100 мкМ неме

ченого пептида. Данные представляют результат, двух экспериментов

Рис. 6. Вытеснение [3Н]тафтсина с мембран мозга крысы немеченым 
пептидом. Реакционная смесь содержит 1 мкКи (17 пмоль) [ЗН]тафт- 
сина, 500 мкг белка и 2 мМ СаС12 в 1 мл 50 мМ трис-НС1, pH 7,4. 
Инкубация 40 мин при 35°. Данные представляют средний результат 

двух измеренийных клеток грызунов. Специфическое связывание с этими клетками достигало 80% и полностью отсутствовало в экспериментах па трансформированных клетках почечного эпителия зеленой мартышки (линия Уего).34



Для изучения субклеточной локализации центров связывания тафтсина нами были получены фракции сахарозного градиента, обогащенные, согласно данным литературы [7], миелином, синаптосом- ными мембранами и митохондриями. При этом было обнаружено преимущественное связывание меченого пептида с синаптосомпымн мембранам»! (рис. 2). Довольно значительное включение метки в случае миелиновой фракции, вероятно, можно объяснить наличием в ней более легких фрагментов синаптосомных мембран.

Рис. 7. Вытеснение [3Н]тафтснна немеченым пептидом с неприкреплен
ных клеток линии Ыеиго-2А. Реакционная смесь содержит 0,3 мкКи 
(5 пмоль) [ЗН]тафтспна, 100 тыс. клеток и соответствующее количе
ство немеченого пептида в 100 мкл раствора Хенкса. Инкубация. 30 мин 
при 37°. Данные представляют средний результат четырех измеренийПреимущественное взаимодействие тафтсина с нервной тканью, в частности с синаптосомпымн мембранами, зависимость этого процесса от времени, его обратимость и термолабильность, а также колоколообразная зависимость от концентрации ионов кальция позволяют сделать вывод о существовании! на клетках НС центров связывания тафтсина. Вопрос о природе этих центров остается открытым, хотя результаты экспериментов по обработке клеток нейробластомы (К'В41ЛЗ) трипсином указывают па ее белковый характер.Обращает на себя внимание довольно высокое значение Ка, полученное в наших экспериментах (около 10 мкМ для мембран мозга и около 2 мкМ для клеток нейробластомы). Известно, что аналогии* пая величина для макрофагов и лейкоцитов составляет 50—100 нМ [2, 3]. Однако для других пептидов, в частности для опиоидных, известны участки связывания с низким сродством (Кд для Ьеи-энкефа- •липа 0,7 п 55 мкМ), локализованные не в НС, а на энтероцнтах [10], Важно отметить, что несмотря на относительно низкое сродство тафт-. сива к обнаруженным нами центрам, именно через них могут осуще* 35



ствляться описанные в литературе [4, 5, 9] физиологические эффекты этого пептида на ЦНС. Так, при системном введении от 100 до 1000 мкг/кг тафтсина крысе весом 200 г концентрация пептида в крови может достигать 13—130 мкМ. Если предположить, что значительная часть пептида проникает в мозг, то его действие на ЦИС может осуществляться через обнаруженные нами центры связывания. Для объяснения полученных результатов можно предложить несколько гипотез. Во-первых, возможно, на мембранах нервных клеток существуют рецепторы, аналогичные находящимся на клетках крови, но модифицированные таким образом, что сродство к ним пептида уменьшено примерно в 100 раз. Вторая возможность заключается в связывании тафтсина с рецепторами других регуляторных пептидов,, локализованных в мозгу. В этом случае становится понятным относительно высокое значение Ко. Не исключена также возможность связывания тафтсина со специфическими низкоаффинными центрами,, отличными от рецепторов клеток крови. Для прояснения этого вопроса предполагается проведение ряда дополнительных экспериментов.
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Трансмембранный перенос сигналов, внутриклеточные передатчики 
и рекомендации для разработки лекарств.

Известные эксперты международного класса из ведущих лабора
торий Европы и США обсуждают последние достижения в области 
расшифровки структуры рецепторов, трансмембранной передачи։ ин
формации, образования вторичных мессенджеров и их действия.

Впервые в пределах одной книги обеспечивается квалифициро
ванный подход к каждой из областей и даются рекомендации по ис
пользованию препаратов, управляющих трансмембранной передачей 
сигналов.

В книге имеются следующие разделы:
Структурные детерминанты связывания лигандов с а- и р-адре- 

норецепторами;
Молекулярная фармакология клонированных мускариновых ре

цепторов;
Подтипы С-бел«ов: структурная идентификация и изучение функ

ций;
Роль G-белков в сопряжении рецепторов с ионными каналами;
Трансмембранная передача сигналов G-белками;
Зависимая от G-белков регуляция фосфолипазы С в мембранах: 

эритроцитов индейки;
Модуляция тока Са в нейронах активированием G-белков;
G-белюи и передача сигналов, регулирующих рост клеток;
Регуляция аденилатциклазы;
Рецепторы, регулирующие внутриклеточный уровень Са2+;
Инозитолфосфатазы как внутриклеточные вторичные мессен

джеры;
Управление переноса Са2+ рецепторами;
Синтез и биология аналогов вторичных мессенджеров.
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ОБРАТИМЫЕ ИНГИБИТОРЫ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ 
ЗРИТЕЛЬНЫХ ГАНГЛИЕВ КОМАНДОРСКОГО КАЛЬМАРА:

СИЛАТРАНОВЫЕ ПРОИЗВОДНЫЕ 
ЭЛЕМЕНТООРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ

РОЗЕНГАРТ Е. В., КОВАЛЕВ Н. И., ФЕДОРЕЦ Ю. А., ШЕСТАКОВА Н. Н„ 
ЭПШТЕЙН Л. М„ ХОВАНСКИХ А. Е.

Институт эволюционной физиологии и биохимин им. И. М. Сеченова 
АН СССР, Ленинград

Показано обратимое ингибирующее действие группы силатрановых производных 
яа активность холинэстеразы зрительных ганглиев особей командорского кальмара 
Berrytheutis magister, обитающих в различных зонах Берингова моря. В качестве 
ингибиторов исследованы ониевые соединения с разной природой гстсроатома 
{азот, сера, селен, телур), а также тионовый силатрансодержащий фосфороргани
ческий ингибитор. Выявлена зависимость аитихолииэстеразного действия от опре
деленных нами геометрических параметров молекулы ингибиторов. Подтверждена 
гетерогенность свойств холинэстеразы особей кальмара из разных зон обитания, 
что, видимо, связано с наличием внутривидовых группировок у командорского 
кальмара.

Холинэстераза (ХЭ) обладает тканевой и видовой специфично
стью [1]. Как правило, это отражается на субстратно-ингибиторных 
характеристиках ХЭ из разных объектов. Нами были изучены свой
ства ХЭ особей командорского кальмара, обитающих в разных зонах 
Берингова моря [2—8]. Различия между ХЭ особей проявлялись в 
разной чувствительности к ряду обратимых ингибиторов.

Обратимые ингибиторы ХЭ (исключая «безадресные» антихолин- 
эстеразные вещества) можно подразделить па два типа: для одних 
(и их большинство) мишенью действия является область анионного 
центра ХЭ [9], а другие тормозят активность ХЭ за счет сорбции в 
районе эстеразного центра [7]. Такое деление является в известной 
степени условным, однако оно позволяет подойти к «конструирова
нию» обратимого ингибитора. Его молекула должна состоять из 
функциональной группировки; для первого типа ингибиторов может 
служить пералкилироваиный оииевый атом элементов V или VI 
групп Периодической системы, либо группа, способная к ионизации 
при близких к нейтральным значениях pH (например, замещенные 
аминогруппы), а также группа, пространственно имитирующая три- 
метиламмониевую группировку АХ, природного субстрата ХЭ (напри
мер, третично-бутильная группа). Для второго типа ингибиторов в 
38



качестве функциональной группы может выступать фосфорильная: 
группа молекулы фосфорорганического ингибитора (ФОИ), не спо
собного к фосфорилированию ХЭ. Этому условию отвечают либо тион- 
фосфаты (P==S), которые из-за отсутствия выраженного акцептора 
водородной связи не могут так «организовать» активный центр ХЭ, 
чтобы образовался активированный гидроксил серина [1], либо фос
фаты, которые более склонны к реакции алкилирования [1], либо 
циклофосфаты, атом фосфора которых экранирован, вследствие чего, 
недоступен для атаки активированным гидроксилом серина.

Что касается гидрофобной части, то здесь для химической 
«фантазии» нет ограничений. Однако именно гидрофобная часть мо
лекулы обратимого ингибитора, как правило, определяет его специ
фичность.

Исходя из этих теоретических представлений, мы изучили в ка
честве обратимых ингибиторов ХЭ командорского кальмара группу 
силатрановых производных элементоорганических соединений:

z аснг сн2 х

'H.-CHi-Si-OCHzCHz-N У 
^OCH^CHz^

х» (сн3 )3 ; <<?//=, 5 - (П); С֊сн3 )г3е сш), Л

у ՝ (СИ3)г Те - (IV);[(СН3)й СН0]2 P(3)3CHZ-(V).

На основании полученных результатов мы пришли к следую
щим выводам.

Наличие ониевой группы, способной взаимодействовать с анион
ным центром ХЭ, позволяет отнести соединения I—IV к первому 
типу обратимых ингибиторов. Соединения 1—IV представляют собой՝ 
уникальную группу с различной природой ониевого атома.

Соединение V, будучи тионовым ФОИ, неспособно необратимо- 
ингибировать ХЭ [1], однако обратимое торможение оно осущест
вляет главным образом за счет взаимодействия с эстеразным цент
ром [7], то есть может быть отнесено ко второму типу обратимых 
ингибиторов.

Все. эти соединения (I—V) содержат силатрановую группу, об
ладающую, с одной стороны, суперэлектроннодонорными свойствами 
[10], что должно понизить эффективный заряд ониевой группы 
(соед. I—IV) и препятствовать разрыву сложноэфирной связи в сое
динении V, а ,с другой стороны, из-за «втягивания» неподеленной 
пары электронов азота, что исключает его протонирование, снлатра- 
нил можно рассматривать как гидрофобную группировку.

Благодаря не содержащему силатрана соединению VI—(СНз)2-
SeGH2—Si (ОСН2СН3)з-1—(VI) появилась возможность оценить си
латрановый вклад в ингибиторные свойства соединения III.
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Представлял практический интерес поиск в этой группе соеди
нений специфических ингибиторов ХЭ особей командорского каль
мара из разных зон обитания.

Материалы и методы

Изученные соединения синтезированы в Иркутском институте ор
ганической химии Сибирского отделения АН СССР [10].

В качестве ферментов попользовали коммерческие препараты 
.ацетил—ХЭ (АХЭ) эритроцитов крови человека (НФ 3.1.1.7) и бути- 
рил-ХЭ (БХЭ) сыворотки крови лошади (НФ 3.11.8) с величиной 
У. А. 1,2 и 9,6 (Пермский НИИ вакцин и сывороток).

Особи командорского кальмара, Ве гу^еиИь тар1$(ег были 
выловлены в районе Курильских островов («южные»), а также в 
Олюторо-Наваринском («западные») и Прибылово-Аляскинском («се
верные») районах Берингова моря. Активность ХЭ в гомогенате 
(3 мг'мл) ткани зрительных ганглиев определяли модифицирован

ным колориметрическим методом Эллмана [И]. Эффективность ин
гибиторов характеризовали вычислением обобщенной ингибиторной 
константы К.1, которая при смешанном типе торможения взаимосвя
зана с конкурентной (КО и бесконкурентной (К՜։) составляющими 
•согласно формуле 1 /К| = 1 Кг— 1 К'1. Для определения величин К։ и 
К'1 измеряли начальные скорости ферментативного гидролиза суб
страта при разных его концентрациях, включая равную константе 
Михаэлиса как в присутствии разных концентраций ингибитора, так 
и без него. Величины констант ингибирования определяли графи
чески [11] и выражали в виде рК։=—1£?К1 и т. д. По соотношению 

,/величин рК1 и рК'1 определяли тип торможения: конкурентный 
рК';->О), смешанный (рК1>рК;'). неконкурентный (рК,'= рК\).

Результаты и обсуждение

Геометрия ониввой группировки. Катионные группировки сила
трановых производных (табл. 1) существенным образом отличаются 
как по уровню симметрии, так и по общему объему группировки. В 
3-, 4- и 5-й графах табл. 1 приведены линейные размеры катионных 
группировок (И1, Р2, Из), которые определяли как расстояние от 
центра ониевого атома вдоль радиусов, проведенных по направлению 
его валентных связей. Так, для соединения I триметиламмониевая 
катионная группировка имеет сферическую симметрию, о чем свиде
тельствует равенство значений К1 = Кг=Кз. У соединений II—IV ка
тионная группировка имеет неправильную форму: значения R։ зна
чительно меньше R’ и R։. Увеличение радиуса ониевого атома в 
представленном ряду, не отражаясь на общей конфигурации катион
ной группировки, существенным образом увеличивает ее объем (V). 
Как видно из 6-й графы таблицы, даже при переходе от триметилам- 
мониевой группировки к диметилсульфониевой, несмотря на потерю 
метильной группы, объем возрастает на 15%.
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Обратимость ингибирующего действия. Соединения I—VI оказа
лись обратимыми ингибиторами изученных ХЭ: 1) их эффективность- 
не зависела от времени инкубации с ферментом; 2) степень ингиби
рующего действия снижалась при разбавлении реакционной смеси. 
Обе эти характеристики являются необходимыми и достаточными для 
идентификации обратимого типа торможения.

Табл и ца I
Геометрические характеристики ониевых группировок силатрановых 

производных (расчеты проведены по данным Бокш [12])

Соедине
ния

Онневая 
группировка Rt, нм Ra. нм R3, нм V, нм3

I N(CH3)3 0.203 0,203 0,203 0,00770

II S(CH3), 0.104 0.237 0,237 0,00889

III Se(CHj)j 0,117 0,250 0.250 0.00991

IV Те(СН3)а 0,137 0,270 0,270 0.91201

Взаимодействие с АХЭ и БХЭ. Как показано выше, соединения 
I—IV принадлежат к такому типу обратимых ингибиторов, которые 
взаимодействуют главным образом с анионным центром (табл. 2). 
Принято считать, что обратимые ингибиторы выраженной ониевой 
природы являются более сильными эффекторами АХЭ [1, 9]. В пол
ном соответствии с этим соединения I, HI, IV оказались в 10—30 
раз, а соединение II—даже в 230 раз более сильными ингибиторами 
АХЭ, чем БХЭ. Превосходство сульфониевого производного (соеди
нение И) перед аммониевым (соединение I) по отношению к АХЭ 
можно предположительно связать с переходом от симметричной три- 
метиламмониевой группы к несимметричной диметилсульфопиевой 
группе (табл. 1). Такая асимметрия делает вероятным подход к

анионному центру АХЭ на меньшее расстояние, что может повлиять на 
электростатическую и стерическую характеристики сорбционного про
цесса. Снижение антиацетилхолинэстеразной эффективности у селе- 
пониевого (соединение III) и телурониевого (соединение IV) произ
водных, видимо, связано с увеличением объема ониевой группировки 
(табл. 1).

Сравнение соединений III и VI дает возможность оценить вклад 
в ингибиторную активность наличия силатрановой группировки. 
Следует учесть неоднозначность замены силатраповой группы (сое- 
динениеШ) на триэтилсилоксановую (соединение IV). С одной стороны, 
отсутствие суперэлектроннодонорной группировки должно повысить эф
фективный заряд ониевой группы, вследствие чего можно ожидать 
усиления ингибиторных свойств. Но с другой стороны, переход от 
компактной силатрановой структуры к конформациоино гибкой объ
емной силоксановой группировке сопряжен с существенными стери
ческими затруднениями. Резкое снижение (более чем в 30 раз) ин-
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Кинетические параметры взаимодействия силатрановых производных с АХЭ 
из эритроцитов человека и БХЭ сыворотки крови лошади

Таблица 2

л- •----- ■---

Соединения Формула
АХЭ БХЭ

рК։ рк. Рк; тт рК, рК, Р՝(! тт

I (СН3)3$1-СН։֊5|(ОСН5СН։)зХ 1 5.04 4,92 4,42 С 4,07 3,54 3,92 н

11 (СНз)^-СН։-5!(ОСН։СНа1։Н 7 5.66 5,61 4,24 с 3,29 3.22 2,47 с

111 (С 'з'зЗе-СНз-ЗиОСНзСНз^ I 4 >90 4,48 3,54 с 3,54 3,54 — к

IV ^Нз)։Те-СНз-5.(ОСНзСНз^ I 4,58 4,55 3,41 с 3,10 3,10 — к

V
(СНз)։СНОх

(2113),СНО/ Ч5С,Н։-5։(ОСН։СН։),М
4,52 4,15 4,27 н 5,53 5,53 - к

VI (СНзЪ>е--СНз-51(ОСНаСНз)з 7 3,47 3,30 2,98 с 3.53 3,53 — к

Примечание. Типы торможения (тт): конкурентный (к), смешанный (с), некон
курентный (и).



либиторных свойств у соединения VI свидетельствует о приоритете 
стерического эффекта.

•Ранее была описана пространственно ограниченная модель анион
ного центра БХЭ [13]. С такой моделью в определенной мере согла
суются наши данные по соединениям I—IV. Сорбция конформацион- 
но жесткой молекулы ониевого силатранового ингибитора в районе 
анионного центра БХЭ пространственно затруднена. Видимо, с этим 
связана как сравнительно низкая эффективность, так и практическое 
отсутствие дифференциации от структуры ингибитора (по величинам 
рК,). Подтверждением этому служит и тот факт, что раскрытие си
латранового бицикла (соединение VI) не дало эффекта, в отличие от 
АХЭ, Другими словами, некомплементарность силатранового ингиби
тора по отношению к активной поверхности БХЭ столь существенна, 
что к этому ничего не добавляет ни превращение силатрана в объем
ную триэтилсилаксановую группу, ни увеличение объема ониевой 
группировки. Оказалось, что аммониевое производное (I) несколько՛ 
активнее остальных: так, по величине К1 соединение I в 5 раз силь
нее соединения II и в 10 раз эффективнее соединения IV. Предполо

жительно это связано со способностью (СН3)з М-группировки сорби
роваться и вне активного центра с периферическими анионными груп
пировками. Так, в случае АХЭ для соединения I характерен наи
больший вклад бесконкурентной составляющей Кр а по отношению 
к БХЭ преимущество соединения I перед соединением II по величине 
К, было 30-кратным.

Особого внимания заслуживает обратимый тионовый ФОН (сое
динение V), который может взаимодействовать с эстеразным центром 
ХЭ. Видимо, за счет того, что эстеразный центр БХЭ более компле
ментарен диизопропилфосфатной группировке (известно, что высоко- 
специфическим ФОИ для БХЭ является диизопропилфторфосфат [1]), 
соединение V оказалось на порядок более сильным ингибитором БХЭ 
по сравнению с АХЭ. Если же учитывать только сорбцию в активном 
•центре (по величинам конкурентной составляющей Кг), то различие 
в чувствительности между ХЭ было 25-кратным, Еще одно объяс
нение в ‘пользу БХЭ-эффективности соединения V: из-за не
способности силатрана к ионизации соединение V не имеет 
катионоидпой группы, и это позволяет сорбироваться вне анионного 
центра, а как указывалось выше, именно анионный центр БХЭ предъ
являет особенно высокие требования к комплемеитарности.

Взаимодействие с ХЭ особей командорского кальмара из разных 
зон обитания. Исследование субстратно-ингибиторной специфичности 
ХЭ командорского кальмара выявило своеобразие свойств этого фер
мента [14] по сравнению с реперными ХЭ—эритроцитной АХЭ и сы
вороточной БХЭ (табл. 3). Ткань зрительных ганглиев содержала 
только одну ХЭ [14]. Как по способности к гидролизу тиохолиновых 
эфиров, так и по чувствительности к достаточно широкому кругу не
обратимых ФОИ ХЭ особей кальмаров из разных зон обитания не 
проявили достоверных различий.
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Известно, что взаимодействие субстратов щ необратимых ФОИ с 
_ХЭ приводит к ацилированию (фосфорилированию) -гидроксила се
рина эстеразного центра ХЭ [1]. Полученные результаты дают основание 
предположить о сходстве окружения эстеразного центра ХЭ особей 
кальмаров ц предпринять поиски различий с помощью эффекторов 
анионного центра, то есть ониевых обратимых ингибиторов [2—8]. 
Как показано выше, эти поиски увенчались успехом: обнаружены 
специфические ингибиторы ХЭ особей тз разных зон обитания [3]. 
Для продолжения этих поисков силатрановые производные (соедине
ния II—VI) были изучены как обратимые 'ингибиторы ХЭ зрительных 
ганглиев «южных», «западных» и «северных» особей командорского 
кальмара.

Г а б л и ц.а 3
Кинетические параметры взаимодействия силатраиовых ингибиторов с ХЭ зрительных 

ганглиев особей командорского кальмара из разных зон обитания

3 о и 1 обитания
К
1 «южные» «западные» «северные»

Со
ед

1

р<1 рК1 Рк; тт рК1 рК1 рк,' ТТ р'К1 рК1 рК,' ТТ

II 3,85 3,60 3,50 н 4,59 4,54 3.61 С 4,24 4,18 3.32 с
III 4,92 4,80 4,31 с 4,45 — 4,45 б 4.20 — 4,20 б
IV 3,42 3,32 2,73 с 3,50 3.41 2,76 с 3,70 3.62 2.85 с
V 4,26 4 ,05 3,83 с 4,91 4.86 3,89 с 4.03 3.89 3.48 с

VI 2,91 2,88 1,95 с 3,17 3.13 2,11 с 2,90 2.80 2,21 с

Примечание. Типы торможения (тт): смешанный (с), неконкурентный (и), бес
конкурентный (б).

Как видно из табл. 3, по чувствительности к опиевым ингиби
торам (соединения II—IV) ХЭ кальмара занимала промежуточное 
■положение, уступая АХЭ ц превосходя БХЭ. Эффективность тионово
го ФОИ (соединение V) по отношению к ХЭ кальмара была суще
ственно ниже, чем по отношению к БХЭ (в случае ХЭ «северных» 
это различие было 40-кратным).

Мы обнаружили определенные различия между чувствительностью 
ХЭ разных особей к ониевы.м ингибиторам (соединения II—IV): для 
«южных»—III>II>IV, для «западных»—II.T>II1>1V, для «север
ных»—II = III>IV.

Таким образом, объем опиевой группировки (табл. 1) не во всех 
случаях был критерием эффективности. Кроме того, так называемый 
«силатрановый эффект» (ер. соединения III и VI) был для ХЭ каль
маров достаточно высок (аналогично АХЭ), особенно для ХЭ «юж
ных» особей (в 100 раз), f, связи с этим среди изученных ингибито
ров выявлена определенная специфичность действия. Так, соедине- 
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Jnie II оказалось в 6 раз более сильным ингибитором ХЭ «западных» 
особей, чем «южных». Соединение III сильнее тормозило активность 
ХЭ «южных особей», причем здесь отмечалось торможение по сме
шанному типу, а для других ХЭ—по бесконкурентному типу.

Как отмечалось выше, тионовые обратимые ФОИ взаимодейст
вуют главным образом с эстеразным центром ХЭ [7]. Весомым аргу
ментом в пользу этого положения была одинаковая чувствительность 
к таким ФОИ у ХЭ особей командорского кальмара из разных зон 
обитания, в связи с тем, что у этих ХЭ предполагается одинаковое 
окружение эстеразного центра [7]. Соединение V свидетельствует о 
неоднозначности такого вывода: его эффективность по отношению к 
ХЭ «западных» особей была выше, чем к ХЭ других особей. Инте
ресно, что эти различия (близкие к 10-кратным) за счет величин кон
курентной составляющей Ki, то есть .при взаимодействии непосредст
венно с активным центром ХЭ. По-видимому, здесь вносит свои кор
рективы снлатрановая группа.

Таким образом, нами предпринято комплексное исследование еи- 
Латрансодержащих элементоорганических обратимых ингибиторов ХЭ, 
показана роль ониевой группы с учетом уникальных различий в 
Природе ониевого атома (азот, сера, селен, телур), оценено влияние 
На антихолинэстеразные свойства суперэлектроннодонорной силатрано- 
вой группировки в молекуле ониевых эффектов и тионового ФОИ. 
Подтверждена гетерогенность свойств ХЭ особей из разных зон оби
тания, что, видимо, связано с наличием внутривидовых группировок 
У этого вида командорского кальмара.

REVERSIBLE INHIBITORS OF COMMODORE SQUID OPTICAL 
GANGLIA CHOLINESTERASE: SILATRAN DERIVATIVES

OF ELEMENTORGANIC COMPOUNDS

ROZENGA'iT E. V., KOVALEV N. N„ PEPORETZ Yu. A., SHESTAKOVA N. N.. 
EPSHTAIN I.. M, KHOVANSKIKH A. E.

1. M. Sechenov Institute o' Evolutionary Physiology and Biochemistry, 
USSR Academy of Sciences, Leningrad

The optical ganglia cholinesterase (CE) of commodore squid (Ber- 
Tytheutis magister) represented in different zones of Bering sea was jo- 
Hnd to be inhibited reversibly t y a group of new silatronic derivatives. 
Arnond the inhibitors investigated were onium compounds with different 
nature of heteroatom (nitrogen, sulfur, selenium, tellurium) and silatran- 
՝cOntaining thonic organophosphorus inhibitor. The relationship between 
a|iti-CE properties of studied inhibitors and several geometric parame- 
Htrs of ther molecules was shown. The heterogeneity in CE properties 
Qf squids repics. nting different living zones was confirmed that possibly 
is connected with the presence of inter-species groups of commodo e 
squid.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 10, № 1—2, 1991

УДК 577.152.344.037:612.82:613.863КИНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА КАТЕПСИНА D ИЗ БОЛЬШИХ ПОЛУШАРИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА ПРИ ПЕРЕНЕСЕННОМ СТРЕССЕ
ЯКУШЕВ -В. ,С„ КРИСАНОВА Н. В.

'Запорожский .государственный медицинский институт

Методом аффинной хроматографии из больших полушарий головного мозга 
6ыли выделены препараты катепсина 13 (КФ. 3.4.23.5) у здоровых животных и у 
«рыс, перенесших эмоциональный стресс. Л опытах in vitro установлено, что при 
Переиесонном стрессе увеличивается сродство катепсина D к субстрату. Однако 
Увеличение отношения К,п/Г препаратов фермента, выделенных у крыс, перенесших 
'эмоциональный стресс, свидетельствует о том, что протеолитическая функция катеп
сина D при перенесенном стрессе не реализуется полностью. В работе обсуждается 
вопрос о регуляторном воздействии :на .фермент со стороны кальция и сАМР.В настоящее время известно, что различные виды стрессорного воздействия на .организм приводят к .изменению активности лизосом- Чого аппарата клетки [1, 2]. Исследуемые факторы воздействия: общее [3] и локальное охлаждение [4], кратковременная гипотермия [5], ионизирующая радиация [6], эмоционально-болевой стресс [7] Приводят к лабилизации лизосомных мембран клеток тканей различных органов и выходу кислых гидролаз .в цитозоль клетки, активации Протеолиза. Стрессовые воздействия, повышающие функциональную Активность лизосомных протеиназ, могут привести к изменению их физико-химических свойств.Предметом проведенного нами исследования стало изучение кинетических свойств одного из наиболее активных протеолитических ферментов лизосом—катепсина D в больших полушариях мозга при эмоциональном стрессе, который является фактором риска в развитии Ряда заболеваний с.трессорной природы [I, 8].Целью работы явилось, во-первых, изучение кинетических свойств Катепсина ТЭ, выделенного из больших полушарий головного мозга здоровых животных и крыс, перенесших эмоциональный стресс; во- вторых, исследование активности препаратов катепсина D из больших Полушарий головного мозга здоровых крыс и перенесших эмоциональный стресс при .влиянии in vitro регуляторов активности фермента Кальция и сАМР.
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Материалы и методыОпыты проводили на 40 крысах линии Wistar массой 150— 200 г; из больших полушарий головного мозга методом аффинной хроматографии выделяли препараты катепсина D. Аффинную хроматографию [6, 9] осуществляли с использованием сорбента гемоглобин-биогеля֊ Р300, который синтезировали как описано Руослахти [10]. В качестве лиганда использовали перекристаллизованный бычий сывороточный гемоглобин [11]. Десорбцию фермента с колонки проводили со скоростью 8—10 мл'ч 0,1 М боратным буфером pH 8,6 с 1 М NaCI. Фракции, обладавшие активностью катепсина D, соединяли и диализовали против 0,1 М трис-HCI буфера с pH 7,2. Диализат концентрировали против полиэтиленгликоля (Мг= 15000), концентрат разводили 2 мл 0,1 М трис-HCI буфера с pH 7,2. Полученные препараты использовали для дальнейших исследований. Активность фермента определяли по методу Anson [12]. За единицу активности принимали количество фермента, вызывающего прирост экстинкции ТХУ-центрифугата на 1,0 в течение 1 ч [6, 9, 13]. Количественное определение белка проводили по методу Lowry и соавт. [14]. В методе определения эффективной величины Кт и V использовали концентрации гемоглобина 18, 40, 55, 92, 185 мкМ/л. Под эффективной Кт понимали сумму констант гидролиза всех пептидных связей, которые атакуются в составе полнпептидных цепей гемоглобина и образуют ТХУ-растворимые продукты гидролиза. При данной заданной концентрации субстрата [S]i рассчитывали начальную скорость ферментативной реакции Vi, под которой понимали изменение оптической плотности ТХУ-центрифугата в единицу времени (мин). Затем, имея пары значений [S]i и Vi методом Эйзенталя-Корниша-Боудена [15] рассчитывали Кт и V.В определении оптимума pH препаратов катепсина D попользовали 50 мМ цитратный буфер в диапазоне 3,0—4,0. При изучении влияния кальция и сАМР па активность препаратов катепсина D из- больших полушарий головного мозга использовали [Са2+]= 10՜6;. 10՜5 моль л и [сАМР] — IO՜7; 10՜6 моль/л.Всех животных разделяли па группы: I—интактные животные; 11—крысы, подвергнутые стрессу по Desitleralo in соавт. [16] (ОС); 111—крысы, исследованные на 2-е сутки после перенесенного стресса՛ (ПС); IV—животные, исследованные па 7-е сутки после ПС.Результаты, полученные в работе, обрабатывали статистически.Результаты и обсуждениеСтепень очистки препарата катепсина D из больших полушарий головного мозга здоровых крыс по отношению к гомогенату составила 540. Величина У. А. препарата 59,5 ед мг, выход по белку относительно гомогената—0,2%. 50%-пое ингибирование активности фермента пепстатипом наблюдали при добавлении 0,9 нг пепстатина в расчете на 1 мкг препарата фермента в 1 мл инкубационной смеси. Полученные данные согласуются с указанными в литературе [6. 17]. 48



Данные по кинетическим свойствам препарата катепсина Г) из- больших полушарий головного мозга интактных и перенесших стресс- животных представлены в таблице. Указанные значения Кт и V препарата фермента соответствуют литературным данным [6, 17]. Оптимум pH препарата фермента, по нашим данным, составляет для интактных животных 3,4. Эти результаты свидетельствуют об адекватности использованных методических подходов, предложенных в ряде работ [6. 9, 17].
Таблиц з 

Константы Михаэлиса (Кт), максимальные скорости ферментативной реакции (V). 
отношение К։п/И для препаратов катепсина О, выделенных из больших 

полушарий головного мозга крыс в условиях остро перенесенного 
стресса (п=8—10)

Примечание. р<0,05 по отношению к сроку ОС.

1 оказатель Интактные 
животные ОС ПС

2 суток
ПС 

7 суток

Кя.Х10-« м
V. • 10 -• М мии-1 
К„/У.х10-։

37,3+3.8
72,4+2 

0.51

9,7+1.8
11.3+0.6 

0.86

16.8+2.3
10,8-1-0,3

1.55

13+1.6
5.6-1-0.2 

2?32

Аиелчз результатов по очистке методом аффинной хроматографии катепсина Н из больших полушарий головного мозга крыс, перенесших эмоциональный стресс, дает возможность сопоставить и оценить кинетические свойства полученных препаратов фермента только в указанных условиях эксперимента. Это связано с тем, что степень очистки препаратов катепсина С из больших полушарий головного мозга крыс, перенесших стресс, варьировала от 43 до 97 по отношению к гомогенату. Выход фермента по белку по отношению к гомогенату составлял 0,66—1%. Величина У. А. препаратов фермента примерно ла порядок ниже по сравнению с значением, указанным для препарата катепонна Э, полученного от интактных животных. В условиях соблюдения аналогии в выполнении методических требований к очистке фермента по каждой серии эксперимента данные факты, возможно, объясняются тем, что при стрессе наблюдается перестройка в лнзосомном аппарате клетки (увеличение числа и размеров лизосом) [18] в сочетании с активацией синтеза белков и уменьшением седиментирующей активности катепсина О в головном мозгу [18. 19].Результаты по Кт свидетельствуют об увеличении сродства фермента к субстрату (гемоглобину) в период после ПС (III и IV группы) при сравнительно близких значениях V. Наиболее показательным является отношение Ки/У, которое при малых концентрациях субстрата является величиной, обратной кажущейся константе скорости взаимодействия субстрата с ферментом [20]; чем меньше отношение, тем быстрее вступает во взаимодействие фермент с субстратом. При ОС (II) отношение Кт(У в 1,4 раза меньше соответствующего значе
49
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ния для животных III группы, в 1,8 раза меньше соответствующего значения для IV группы. Данные соотношения свидетельствуют о '■более высоком уровне протеолитической активности 'Катепсина О из больших полушарий головного мозга при остром стрессе по сравнению с постстрессорным периодом.Именно в острый период стресса в условиях возрастания уровня ПОЛ в головном мозгу, значение которого для процесса активации 'протеолитических ферментов в клетке доказано [21, 1], возможно, уве- .личнвается сродство катепсина О к нативным растворимым белкам головного мозга [22], к основному белку миелина, 0-эндорфину, энкефалинам [23], субстанции Р [24], тубулину головного мозга, белкам .’цитоскелета нейрофиламентов [25]. Постстрессорный период, харак-
Рис. 1. Оптимум pH препаратов ка
тепсина О из больших полушарий 
головного мозга, выделенных после 
перенесенного стресса. 1—острый 
стресс, 2—перенесенный стресс (2 
суток), 3—перенесенный стресс (7 

суток).

теризующийся 'изменением условий нейрогуморальной регуляции [1] по сравнению с ОС, способствует снижению каталитической активности катепсина головного мозга, что подтверждается данными таблицы и результатами авторов [19], полученных при изучении динамики изменения активности фермента в субклеточных фракциях при ОС и после него.Из рис. 1 следует, что оптимум pH препарата катепсина О из •больших полушарий головного мозга крыс, перенесших острый стресс, лежит в диапазоне 3,0—3,2, а оптимум pH препаратов фермента, полученных из головного мозга крыс, подвергнутых исследованию в постстрессорный период (2-е, 7-е сутки) лежит в более широких пределах: 3,0—3,-1. В настоящее время считают, что регуляция активности аспарагиновых протеиназ (в том числе и катепсина В) осуществляется в клетке путем изменения pH и концентрации белковых субстратов [26]. Очевидно, что катепсин В из больших полушарий головного мозга крыс в условиях острого эмоционального стресса должен быть более чувствительным к 'изменению внутриклеточного pH, что действительно имеет место при эмоциональном стрессе [19].Вместе с тем известно, что при перенесенном стрессе в больших полушариях головного мозга увеличивается содержание ионов кальция и уменьшается коицеапр'ация сАМР [27]. Интересно было установить, могут ли данные факторы оказывать влияние на активность 50



препаратов катепсина О цз больших полушарий головного мозга крыс, выделенных в условиях перенесенного стресса.Данные по изучению влияния Са2* на препараты катепсина О из больших полушарий головного мозга крыс представлены на рис. 2, а. При изменении концентрации Са2* от 10՜° моль/л до 10՜° моль л наблюдалось значительное ингибирование (от 54 до 87%) активности препарата фермента, полученного от интактных животных. Эти данные противоречат результатам [28], полученным при исследовании препаратов катепсина О из селезенки крыс. Такое противоречие можно было бы' объяснить возможным присутствием в полученном нами

' Ю* 10* КС* 10й
[Са ]моль/л [сАМР]моль/л

Рас 2. Влияние кальция (а) и сАМР (б) на активность препаратов 
катепсина О нз больших полушарии головного мозга после перенесенного 
стрела. 1—интактные животные, 2—острый стресс, 3—перенесенный

• стресс (2 суток), -/—перенесенный стресс (7 суток)препарате малых количеств Са2*- зависимой протеиназы, способной подвергнуть эндогенному протеолизу катепсин В. Однако известно, что оптимум pH Са2+-зависимых протеиназ (кальпаинов) лежит в области нейтральных и слабо-щелочных значений [29], что позволяет сделать заключение о невозможности такого опосредованного влияния со стороны Са2* на катепсин О при соблюдении методических условий в проведенной нами работе. Для уточнения полученного эффекта, очевидно, необходимы дополнительные эксперименты.В то же время, при таких же концентрациях Са2* активность, препаратов катепсина О, выделенных при ОС и после его воздействия, уменьшается незначительно (рис. 2), хотя степень очистки препаратов значительно ниже, и примесь в виде других протеиназ должна быть значительно больше. Возможно, что в реальных условиях избытка кальция в цитозоле при ПС [27] данный фактор не оказывает влияния па неседиментирующую активность катепсина В головного мозга. 51



Данные по изучению влияния концентраций сАМР (10՜7 и 10՜° моль/л) на препараты катепсина D из больших полушарий головного мозга крыс представлены на рис. 2, б. Изменение концентрации сАМР от 10՜7 до 10՜° моль/л оказывало ингибирующее влияние (от 54 до 72%) на активность препарата фермента, полученного от здоровых животных. Препараты катепсина D, выделенного при ОС и на '2-е сутки после него, фактически не чувствительны к этим же концентрациям сАМР, что подтверждается динамикой изменения актив- .ности фермента, выделенного в указанные сроки (рис. 2).На 7-е сутки после ПС наблюдается парадоксальная ситуация: [сАМР]=10~7 моль/л увеличивает активность фермента на 36%, а [сАМР] = 10՜6 моль л уменьшает эту активность на 40%.В настоящее время исследования по влиянию циклических нук- .леотидов на лизосомальный аппарат клеток различных тканей ведутся достаточно интенсивно, однако работ, в которых рассматривается влияние этих веществ на катепсин D, не так уж много, а результаты противоречивы. Так, в работе UZatabe, Terada и соавт. [30] изучено влияние сАМР, AMP, ADP, АТР в концентрациях 2 мМ и 10 мМ на активность катепсина D из селезенки быка (в норме) по отношению к БСА при pH 4,6. Для всех указанных нуклеотидов наблюдали увеличение активности препарата фермента, причем концентрация 10 мМ оказывала более выраженное влияние, а [АТР] = 10 мМ увеличила активность фермента в 17 раз. Не доказано влияние циклических нуклеотидов на катепсин D из печени и семенных пузырьков. Было показано, что добавление сАМР к суспензии лизосом оказывает стабилизирующее влияние на лизосомальные мембраны, но угнетает лизосомальную активность катепсина D. Очевидно, что в решении вопроса о влиянии циклических нуклеотидов (даже в норме) на катепсин D важное значение имеют величина используемых концентраций сАМР, характер источника для получения препарата, методическая постановка эксперимента.Известно, что протеолиз, осуществляемый катепсином D, является первичным звеном распада белков в клетке, после чего в этот процесс включаются катепсины В, И, L [23]. Полученные нами данные позволяют сделать вывод о том, что каталитическая функция катепсина в больших полушариях головного мозга после перенесенного стресса в целом снижена, что, по нашему мнению, имеет определенное значение в молекулярных механизмах нарушения белкового обмена в структурах головного мозга.KINETIC PROPERTIES OF CATHEPSIN D FROM CEREBRAL HEMISPHERES OF RATS AFTER EMOTIONAL STRESS
YAKUSHEV 8. S„ KRISANOVA N. V.

Medical Institute. ZaporozhyePreparations of Cathepsin D were isolated by affinity chromatography from cerebral hemispheres of healthy rats and rats subjected to :52



'emotional stress. The affinity of Cathepsin D to its substrate increased after stress (K„, of the enzyme decreases’. However, the Increased Km/ Vna։ ratio characteristic of enzyme preparations Isolated from rats subjected to the stress points out that proteolytic properties of Cathepsin D cannot be realized to a full extent after stress. We discuss the regulatory effect of Ca։> and cAMP on Cathepsin D activity.
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Neurotransmitters and Epilepsy (Eds. R. S. Fisher and ./. T. Cioyle'),. 
./. Wiley. Chichester. England, 270 p., 1991.

Нейротрансмиттеры и эпилепсия.Книга имеет двойное назначение. Она предоставляет данные фундаментальных пейронаук клиницистам, желающим ознакомиться с научным обоснованием выбора путей лечения тех гили иных заболеваний мозга. С другой стороны, она корректирует работу исследователей, нуждающихся в определенных критериях для точной диагностики наблюдаемой ими картины тех или иных клинических нарушен!! (например, эпилепсии). Оба рассматриваемых в книге объекта—нейротрансмиттеры и эпилепсия—затрагивают практически все разделы нейронаук, но основное внимание в ней уделяется следующим направлениям: «Вторичные мессенджеры и эпилепсия», «Механизмы антцзпилепсического действия лекарственных препаратов», «Глутаматная система и рецепторы NMDA (Ы-метил-й-аспартата)», «Система ГАМК», «Адреналин, ацетилхолин, серотонин и опиаты». Книга содержит следующие главы: «Клинический обзор эпилепсии», «Механизмы действия рецепторов нейротрансмиттеров», «Возбудимость нейронов: роль систем вторичных мессенджеров», «Эффекторы действия системы вторичных мессенджеров», «Модели эпилепсии у животных», «ГАМК-ерпическая функция, связь с феноменом припадков», «Ацетилхолин и эпилепсия», «Роль центральной норадренарги- ческой системы в возникновении припадков», «Глутамат и эпилепсия», «Рецепторы N.MDA и >их ионные каналы», «Внеклеточные уровни- аминокислот при эпилепсии», «Опиоидные пептиды и припадки», «Нейротрансмиттерные маркеры припадков у человека», «Локализация и количественная характеристика рецепторов нейротрансмиттеров в случае эпилепсии», «Действие антиэпилептических препаратов на рецепторы нейротрансмиттеров и ионные каналы».Книга является очередным выпуском в серии «Новые области клинических пейронаук» («Frontiers of Clinical Neuroscience», т. 11). 54
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УДК 577.352:616—006.487ФИЗИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ МЕМБРАНЫ КУЛЬТИВИРУЕМОЙ КЛЕТКИ НЕЙРОБЛАСТОМЫ С 1300 С ИЗМЕНЕННЫМ ЛИПИДНЫМ СОСТАВОМволков г. л.
Институт биохимии им. А. В. Паллздина АН УССР. Киев

На моделях культивируемых клеток мышиной нейробластомы С1300 N18 с 
направленно измененным липидным составом показано, что повышение или пони
жение содержания холестерина в плазматической мембране не сопровождается ка
ким-либо нарушением ее нормальной микровязкости. Отмечается, что ранее обна
руженная перестройка липидного бислоя, вызванная изменением концентрации хо
лестерина* в плазматической мембране, носит характер компенсации уплотняющего 
эффекта холестерина. Обсуждается вопрос о роли холестерина и ацильных цепей 

-липидов как основных агентов липидного бислоя в процессе компенсации возни
кающих возмущении мякровязкостп плазматической мембраны живой клетки.Многочисленные эксперименты на искусственных и биологических мембранах свидетельствуют, что холестерин, введенный тем или иным способом в липидный бислой, вызывает увеличение его микро- вязкости [1—5]. С другой стороны, эксперименты, выполненные в ■опытах на ряде мембранных препаратов, противоречат, казалось бы. постулированному положению о холестерине как конденсирующем -агенте. Garda, Brenner не обнаружили существенного увеличения микровязкости фракции микросом при накоплении в ней холестерина [6, 7]. Необходимо отметить, что ранее при исследовании транспорта scRb+ из предварительно нагруженных изотопом клеток нейробластомы С1300 с повышенным или пониженным содержанием холестерина мы не установили изменений в базальном выходящем токе ֊одновалентного катиона [8], что косвенно может свидетельствовать в пользу выводов Garda, Brenner. Кроме того, при исследовании клеток мышиной нейробластомы 0300 N18 с повышенным или пониженным содержанием холестерина нами показано, что активность ряда ферментов липидного обмена в плазматической мембране и клетке в целом зависит от уровня холестерина. Накопление /снижение холестерина в указанной мембране активирует/ингибирует ле- цитинхолестсрилацетилтрансферазу и десатуразы высокомолекулярных ацильных цепей фосфолипидов, что приводит к накоплению /снижению в мембране эфиров холестерина, лизофосфатииилхолина и полиненаеыщешгых ацильных цепей липидов. Наряду с этим ингиби



руется/активируется в клетке синтез собственного холестерина и насыщенных высокомолекулярных жирных кислот [9—14].С нашей точки зрения эти холестеринзависимые процессы носили ярко выраженный характер компенсации конденсирующего эффекта холестерина на липидный бислой плазматической мембраны [3].Таким образом, разрешить возникающее противоречие можно было только в эксперименте по определению микровязкости плазматической мембраны клеток с измененным содержанием холестерина, что и явилось целью данной работы.Материалы и методыЭксперименты проводили на культивируемых клетках мышиной нейробластомы С1300 N18, используя методические подходы, описанные ранее [8—42]. В результате инкубации с фосфатидилхол.нно- выми или фосфатидилхолинхолестериновыми липосомами в заданных условиях получали։ жизнеспособные клетки с пониженным или повышенным содержанием холестерина [9—15]. Изменения в содержании липидов в клетке и мембранных фракциях регистрировали разработанными։ нами методами [16]. Контрольные клетки проводили через все процедуры, но без липосом.Высокоочищенные плазматические мембраны и фракцию микросом выделяли по разработанному нами методу [17]. Приготовление проб и измерения поляризации флуоресценции 1,6-дифенил- 1,3,5-гек- сатриена (ДФГТ) и перилена («Sigma», США) проводили в соответствии с методическими рекомендациями McVey и соавт. [18]. Степень эксимеризации бензофенантрена пирена («Sigma», США) измеряли по методу, описанному Макаровой и соавт. [19].Результаты и обсуждениеДля определения микровязкости плазматической мембраны клеток нейробластомы С1300 N18 с измененным содержанием холестерина мы выбрали метод измерения поляризации флуоресценции ДФГТ и перилена, а также'интенсивностей флуоресценции эксимеров и мономеров пирена. Чем вызвано использование именно этих зондов? Во-первых, ДФГТ и пернлеп при соблюдении определенных ограничений при приготовлении образцов характеризуют плотность упаковки углеводородных цепей бислоя [20]. Во-вторых, пирен характеризует два взаимосвязанных, но не одинаково изменяющихся параметра—плотность упаковки углеводородных цепей липидов и гидрофобный объем бислоя [20, 21]. В-третьих, три указанных зонда обычно располагаются в различных, ио перекрывающихся зонах фосфолипидов: ДФГТ—глицериновый остаток и ацильные цепи, перилен— ацильные цепи, пирен—ацильные цепи и концевые метильные группы [20].Данные по измерению поляризации флуоресценции ДФГТ м пери֊56



Таблица I
Поляризация флуоресценции 1,6-дифенил-1,3,5-гексатриеиа и целых клетках, 

плазматической мембране и фракции микросом при инкубации клеток 
мышиной нейробластомы С1300 N18 с липосомами различного состава 

(5,0 мкмоль фосфатиднлхолина па I мл липосом); М±т

Липо;омы
Время 

инкубации 
(мин)

Целые клетки 
(и=5)

Плазматическая мембрана 
(п-3)

Мембраны макросом
(п=3)

поляризация степень поляризация степень поляризация степень

Контроль — 0.209+0,008 1,000 0,319+0,019 |,ооо 0,248+0,017 1,000

15 0.205+0.015 0.981 0,322+0,025 1,009 0.2.3+0,014 0 980
Фосфатидил- 30 0-204*0,0! 1 0.976 0,307+0.034 0,962 0,237+0,021 0.955

холиновые •15 0,145+0,017»* 0.6'15 0,311+0.029 0,978 0.189+3,018» 0,762
60 0,139+0.018*» 0,666 0,295+0.027 0.925 0,175+0.025» 0.706
*5 0.120+0,015*»* 0.574 0.168+0,019»» 0,527 0.164+0,026’ 0,661
00 0,093+u,Oll”* 0,445 0,164+0,028*» 0,508 0,138+0,029» 0,558

15 0,217+0,009 1.038 0.330+0,020 1,034 0,251+0,019 1,012
30 0,223+0.0 >7 1,067 0,316-1 0,017 0,991 0.264+0,023 1,065

Фосфатидил- •15 0,253-1-0,020 1,211 0,3)4+0.027 1,047 0,3:8+0,025» 1,402
холинхолес- 60 0,296+0,0)1» 1.416 0,382+0,029 1,197 0,350+0,029* 1,411
териновые 75 0,312+0,0)3» 1,493 0.402+0,029 1.260 0.368+0,027* 1.484

90 0,321+0,034* 1,5,36 0,398+0.016* 1,248 0,362+0,030» 1,460

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3 'р<0,05, **р<0,01. **»р<0,001.



лена, а также степени эксимеризации пирена_ представлены в табл. 1—3. Важно отметить, что во всех экспериментах время затухания флуоресценции ДФГТ (т=8,0—8,4 нс), перилена (т=5,4— 5,8 нс) и пирена (т=46—51 нс) практически не изменялось и соответствовало результатам подобных экспериментов [3, 18].Обнаружение нами флуоресценции всех трех зондов во фракции микросом свидетельствует о проникновении их внутрь клетки и согласуется с литературными данными [22, 23].Как следует из результатов, представленных в табл. 1—3, поляризация флуоресценции ДФГТ и перилена, а также степень эксимеризации пирена в целых клетках остается неизменной в течение очень короткого времени инкубации с липосомами (не более 30 мин), что соответствует увеличению содержания холестерина на 10—11% или снижению его концентрации на 9—10% в целой клетке. При дальнейшем изменении концентрации стерина в клетке параметры флуоресценции зондов соответственно резко изменяются. Параллельно параметрам поведения зондов в целой клетке регистрируется повышение или снижение поляризации флуоресценции ДФГТ и перилена, а также степени эксимеризации пирена в мембранах фракции микросом. При концентрации стерина во фракции микросом от -|-12 до 4-143% поляризация флуоресценции ДФГТ возрастает от 10 до 50%, а перилена от 10 до 35%; степень эксимеризации пирена снижается от 15 до 70%. В случае снижения концентрации стерина от՛ —20 до —60% поляризация флуоресценции ДФГТ снижается на 25— 45%, перилена на 10—40%; степень эксимеризации пирена возрастает на 20—50%.Этц данные свидетельствуют об изменении плотности упаковки ацильных цепей фосфолипидов, то есть о повышении микровязкости мембран микросом при накоплении в них холестерина и её снижении при удалении из них стерина.Поведение зондов в плазматической мембране клеток в течение всего времени накопления или снижения содержания в ней холестерина не изменяется. Следует учесть, что максимально возможное изменение содержания холестерина в плазматической мембране клеток нейробластомы С1300 1418 достигается уже через 10—30 мин при инкубации с липосомами различного состава [И—15].Таким образом, поведение флуоресцентных зондов в процессе изменения содержания холестерина при измерениях на целой клетке фактически зависит от поведения зондов во фракции микросом и повышения или понижения микровязкости последней в связи с изменением в ней содержания холестерина. Действительно, в период на- копления/снижения холестерина в плазматической мембране (10— 30 мин инкубации с липосомами) изменений в параметрах флуоресценции зондов мы не наблюдали, так как в этот период еще не осуществлялся трансмембранный перенос холестерина (плазматическая мембрана-микросомы) [9—14]. Как только холестерин начинал
58



Т а б л и ц а 2

Поляризация флуоресценции пернлена в целых клетках, плазматических мембранах 
и фракции микросом при инкубации клеток мышиной нейробластомы С1300 №18 

с липосомами различного состава (5,0 мкмоль фосфатндилхолина 
на I мл липосом), М±т

Липосомы
Время 

инкубации 
(мин)

Цекыс клетки 
(п=5)

Плазматические мембраны 
(п= )

Мембраны микросом 
(н= )

поляризация степень поляризация степень поляризация степень

Контроль — 0,078+0.006 1.0J0 0.118+0,' 04 1,000 0.2(16+0.007 1.003

15 0,076+0,007 0.974 0.117+0,0 7 0.992 0 211+0,098 1.024
30 0.062л 0.006 0.795 0.110+0.004 0.932 0 l'-3+0.006 1.937

Фосфатидил- ■15 0. С11+0,006’» 0.52 1 0.123+0,0'5 1,042 0.131+0,004*’* 0.650
холиновые 60 0,034+0.0(5- ’ 0.436 0,105+0.012 0,898 0.117+0,006*** 0,568

75 0,02:+0,003*։“ 0-282 0.081+0.009'• 0.686 0.122+0.007**» 0,592
90 0.01-1+0, 03**' 0,179 0.074+0,00/'* 0.627 0,12 >+0,604”» 0,583

15 0,074+0.005 1 949 9.112+0.003 0 949 ОДОН 0.007 0.976
Фосфатидил- 30 0,(84+0,0 5 1,128 0,116+ ,0'5 0.983 0,207+6.008 1,005

холннхолес- 15 0.099+0,006' 1.269 O.121+O.011 1,025 0,263+0,018* 1 277
терииовые 60 0,10'1+0,0 >7֊ 1.359 0,123+0,006 1 012 0,289+0,00 1*»* 1,403

75 0.Г8+0.010” 1 513 0 168+0,(05՛” 1.421 0,291+0.016” 1,413
90 0,132+0,0:3’» 1-692 0,163+0,006**’ 1.81 0.283+0,013** 1.371



Таблица 3

Степень эксимеризации пирена (выражена соотношением интенсивностей флуорес
ценции эксимерной и мономерной форм, 1э/1м) в целых клетках, плазматических 

мембранах и фракции микросом при инкубации клеток мышиной нейробластомы 
С1300 N18 с липосомами различного состава (5,0 мкмоль фосфатидилхолина 

на 1 мл липосом), М±т

Липосомы
Время 

инкубации 
(мин)

Целые клетки 
п=5

Плазматические мембраны. 
п=3

Мембраны мик. осой 
п=3

степень эксиме
ризацни

соотноше
ние

степень эксиме
ризацни

соотноше
ние

степень экенме- 
рнза ни

соотноше 
ние

Контроль — 0,608+0,027 1,000 0,762 (-10,031 1.000 0,814+0,026 1.020

15 0,589+0.034 0,992 0,784+0,032 1,029 0.829+0,012 1,018
Фосфатидил- 30 0,718+0,029*- 1,191 0,769+0,037 1,109 0.962+0,041* 1,182

холиновые 45 0,764+0.021- 1,267 0,770+0,052 1,010 1.103+0.084* 1,355
60 0,790+0,043** 1.310 0,789+0,043 1.035 1,173+0,076** 1,447
75 0.838+0,051” 1,390 0.846+0.041 1,110 1,206+ 0,1 88’* 1.482
90 0.907+0,064»* 1,504 0,938+0,049* 1.231 1,200+0,072** 1.474

15 0,590+0,036 0,978 0.794+0,453 1,042 0,800+0.068 0,983
Фосфатидил 30 0,482+0.020** 0,799 0,751+0,038 0.986 0,691+0.043 0,849

холннхоле- 45 0,389+0.028*** 0,645 0.759+0.033 0,996 0,562+0 029" 0.69J
стернновые 6J 0.305+0,023*** 0,506 0,775+0,0.12 1.017 0.448+0,037** 0,538

75 0.223+0,019*** 0.370 0,613+0,039* 0,804 0,351+0.024*»* 0.431
90 0,184+0,01.*- 0,305 0.428+0.030-• 0,562 0,212+0,028*** 0,260



поступать извлекаться из фракции микросом, немедленно менялись, параметры флуоресценции зондов в целой клетке. Близкий к этому: результат был получен McVey и соавт. [18] при изучении поляризации флуоресценции ДФГТ и перилена в EL4 клетках, выращенных, на различных насыщенных и ненасыщенных жирных кислотах. Авторы при обнаружении накопления в плазматической мембране различных жирных кислот (от 6,7 до 40,3%) изменений в степени поляризации зондов не зарегистрировали, однако получили достовер- ные различия на целой клетке. Мы пришли к заключению, что изменения поляризации флуоресценции на целых клетках при использовании ДФГТ и перилена не дают объективной информации о физическом состояний плазматических мембран. Такие же выводы из подобных исследований сделали и друпне авторы [24, 25], предположив, что флуоресцентные исследования на целой клетке суммируют информацию и о физическом статусе внутриклеточных липидных ком- партментов. Наши исследования убедительно показывают, что существует достаточно близкая корреляция изменения в поведении зондов целой клетки и фракции микросом. Это указывает на то, что состояние липидного бислоя микросом («и, по-видимому, всех эндоплазматических мембран) вносит основную информацию при флуоресцентных исследованиях на целой клетке.Выше было отмечено, что микровязкость плазматической мембраны клеток нейробластомы С1300 N18 при тзменении в ней концентрации холестерина не изменяется. Но нельзя оставить без внимания разительные изменения поляризации флуоресценции и степени эксимеризании зондов в плазматической мембране в последние сроки инкубации с липосомами (75—90 мин). Эти изменения непосредственно не связаны с повышением или снижением содержания холестерина в плазматической мембране [9—14]. Скорее всепо, происходит следующее. Первые 60 мин инкубации повышенное или пониженное содержание холестерина в плазматической мембране компенсируется работой ферментов липидного обмена, трансмембранным переносом холестерина, а также ингибированием/активированием ферментных систем микросом, ответственных за синтез собственного холестерина и высокомолекулярных жирных кислот. Однако к 75-ой мин инкубации механизмы компенсации полностью исчерпывают собственные резервы. И теперь любое дополнительное встранвание/извле- чение холестерина плазматическая мембрана компенсировать не в состоянии, так как все резервы исчерпаны, и наступает гибель клетки [11—15]. Таким образом, изменения в поведении зондов в плазматической мембране через 75—90 мин инкубации клеток с липосомами отражают физическое состояние липидного бислоя уже погибшей клетки, то есть ситуацию, когда все возможные резервы компенсации исчерпаны.Попятно, что при нормальном состоянии организма холестерин поступает в клетку в количествах далеко не стабильных (большие или меньших), но в среднем также нормальных. И обнаруженные 61



компенсаторные реакции [13], прежде всего лецитинхолестерилацил- трансферазная, а затем десатуразные и элонгазные, являясь обратимыми, могут быстро «ремонтировать» отклонения в микровязкости плазматической мембраны. Постоянная флуктуация активности указанных систем является нормальной для живой клетки и не должна приводить к резким нарушениям функций плазматической мембраны.Как нами ранее было установлено, холестерин в плазматической мембране функционально разделен как минимум на три пула: струк туриый, обмениваемый и прочно (ковалентно) связанный с белками [II, 12, 14]. Причем, структурный и обмениваемый могут подвергаться этерификации [9—15]. Но, с нашей точки зрения, обмениваемый хо- .лестерин этерифицируется в процессе транспорта через мембрану, а структурный только в случае компенсации возникающих возмущений микровязкости мембраны. Однако это предположение • нуждается в дальнейшей экспериментальной проверке.Таким образом, результаты проведенных исследований свидетельствуют о том, что холестерин и ацильные цепи липидов живой клетки выполняют важнейшую функцию, а именно, посредством обратимой модификации соответствующими ферментными системами осуществляют регуляцию микровязкости липидного бислоя плазматической мембраны.
PHYSICAL PROPERTIES OF PLASMA MEMBRANE OF CULTIVATED NEUROBLASTOMA C 1300 CELL WITH MODIFIED LIPID COMPOSITION

VOLKOV G. L.

А. V. Palladin Institute oi Biochemistry, Ukrainian Academy of Science, KievUsing the mouse neuroblastoma C 1300 cells with modified content of cholesterol we showed that plasma membrane fl.uldity of these cells did not depend from cholesterol level. Earlier found lipids reconstruction stimulated by abnormal cholesterol level was directed to compensate the condensing elfect of cholesterol. The phisiologlcal role of lipid acyl chins and cholesterol as general agents of bilayer in the ccm- pensation of the appearing plasma membrane fluidity rejects is discuss d.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 10, № 1—2, 1991

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 616.8.009.24:615.217].001.5СВЯЗЫВАНИЕ рН]ГАМК И [“S]TBPS С СИНАПТИЧЕСКИМИ МЕМБРАНАМИ МОЗГА КРЫС ПОСЛЕ СУДОРОГ, ВЫЗВАННЫХ ГАМК-ЛИТИКАМИ
ГОЛОВКО А. И.

Военно-медицинская академия нм. С. М. Кирова, ЛенинградСудороги различного генеза нарушают функциональное состояние рецепторов нейромедиаторных систем мозга [1, 2]. Это касается как плотности рецепторов, так и их сродства к лигандам. ГАМК, являющаяся основным тормозным нейромедиатором в головном мозгу млекопитающих [3], вовлечена в процессы инициации и поддержания •судорожных приступов [4]. Изменения функционального состояния ГАМКл-рецепторов при судорогах, вызванных ГАМК-литиками, в частности бикукуллином и пикротоксином, изучены недостаточно. Выяснению этого вопроса посвящено настоящее исследование.Опыты выполнены на белых крысах-самцах массой 160—220 г. Бикукуллин («Sigma», США) и пикротоксин («Serva», ФРГ) растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО) и вводили внутрибрюшинно в дозе 8 мг/кг. Контрольным животным вводили эквивалентное количество растворителя. Крыс декапитировалн на 10-й мин после инъекции бикукуллина (длительность судорог—7,8±0,3 мин) и на 20-й мин после инъекции пикротоксина (длительность судорог—9,2±0,7 мин). Выделение синаптических мембран из ткани головного мозга (исключая мозжечок и ствол) для опытов с [3Н]ГАМК осуществляли, как описано в работе Кузнецова и соавт. [5].
Радиолигандный анализ. Инкубационная среда содержала мембранный препарат (320—420 мкг белка), 10 мМ трис-HCl буфер, pH 7,4, [3Н]ГАМК («Изотоп», СССР, 1530 ТБк/моль) в концентрациях 1—20 нМ. Общий объем инкубационной среды—1,0 мл. Неспецифическое связывание оценивали в присутствии 10 мМ ГАМК («Re- anal», Венгрия). Пробы инкубировали 20 мин при температуре 0—3°. Далее содержимое пробирок переносили на фильтры GF/B («Whatman», Англия) и промывали 10 мл ледяного буфера. Подготовку мембран фронтальной коры, стриатума .и мозжечка для изучения специфического связывания [S5S] t-бутилбициклофосфоротионата ([35SJ TBPS, NEN, ФРГ; 4,8 ТБк мМ, 2 нМ) и ход анализа проводили по 
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методу, описанному ранее [6]. Фильтры помещали в сцинтилляционные флаконы, содержащие сцинтилляционную жидкость ЖС-8. Радиоактивность подсчитывали на счетчике Rackbeta 1217—802. Параметры специфического связывания [3Н] ГАМК определяли по результатам 5—6 отдельных экспериментов. Данные о связывании [MS]TBPS получены в 3—6 экспериментах. Все опыты проведены в двойных параллелях. Содержание белка в пробах оценивали ло Lowry [7]. Кинетические характеристики специфического связывания [3И] ГАМК рассчитывали в координатах Скэтчарда с использованием линейного парного регрессионного анализа методом наименьших квадратов на ЭВМ ЕС-1841.В табл. 1 представлены данные о специфическом связывании [3Н] ГАМК с синаптическими мембранами головного мозга крыс после судорог, вызванных ГАМК-литиками. Судороги, вызванные пикротоксином, не сопровождались достоверными изменениями параметров связывания лиганда. Бикукуллин повышал сродство рецепторов к лиганду. Это выражалось в снижении значения Ка на 31% в сравнении с контролем. Плотность рецепторов ГАМК (Вшах) в обоих случаях оставалась в пределах исходных значений, что может свидетельствовать об относительной стабильности данного показателя при судорогах, вызванных ГАМК-литиками. Повышение сродства рецепторов к лиганду при воздействии бикукуллина может отражать развитие компенсаторных изменений ГАМК-ергических структур мозга. Не следует также забывать о возможности аллостерической модуляции низкоаффинных мест специфического связывания [3Н] ГАМК бикукуллином. Подобный механизм маловероятен в отношении пикротоксина, так как данный ГАМК-литик связывается внутри хлор-ионного канала ГАМКл-рецептора [8].В табл. 2 отражены данные экспериментов по изучению специфического связывания [3jS] 1 BPS с синаптическими мембранами различ-
Таблица I

Примечание. * р<0,02.

■Кинетические характеристики связывания [3||} ГДМК с мембранами мозга 
крыс после судорог, вызванных ГАМК-литиками (п = 5)

Вещество К.!, и М Вла«. фМ/мг белка

Д метилсульоксид 
Пикротоксин 
Бикукуллин

22.0+1,4
23,3+4,1
15.2+2.0'

539,5+44,2
604.9+59,4
555,8+62,1

Вых участков головного мозга крыс после судорог, вызванных бикукуллином. Во фронтальной коре и стриатуме изменений связывания лиганда не выявлено. В мозжечке отмечалось достоверное повышение Данного показателя после введения бикукуллина. Эти изменения могут быть обусловлены функциональной перестройкой хлор-ионофора в 65
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процессе развития судорожного синдрома.. По-видимому, места связывания [3oS]TBPS во фронтальной коре и стриатуме, с одной стороны, и мозжечке, с другой, функционально различаются. Маловероятно, что изменения связывания лиганда обусловлены влиянием, следовых количеств ГАМК-литиков, так как перед радиолиг-аадным анализом мембраны подвергались интенсивному отмыванию, а бикукуллин не относится к алкилирующим агентам [9].
Таблица -2

Специфическое связывание [35S] TBPS (2 цМ) с синаптическими мембранами 
различных структур головного мозга крыс после судорожного 

воздействия ГАМК-литиков (п=6)

Примечание. * р<0.05.

Вещество
Связывание ['՛. ] TBPS. ф-.’/МГ белка

фронталь
ная кора стриатум» мозжечок.

Ди метилсульф оксид 1о1,б±7.։ 66,2+6,2 71,1+4,2

Бикукуллин 93.2+12,6 61.5+4,5- 82,6+1,8*

Состояние ГАМК-рецепторного комплекса мозга при судорогах,, вызванных ГАМК-литикамн, остается недостаточно изученным. Вместе с тем, получены данные о возможности модуляции различных участков этого комплекса ГАМК-тропными препаратами. Так, антагонист бензодиазепиновых рецепторов FG-7142, вызывавший при хроническом введении киндлинг у мышей, понижал специфическое связывание [35S]TBPS в коре больших полушарий. При этом в мозжечке м гиппокампе такой эффект отсутствовал [10]. Длительное введение блокатора хлор-ионного канала ГАМКд-рецептора пикротоксина (в течение 10 дней) сопровождалось снижением числа мест связывания [35S] TBPS на мембранах мозга крыс. При однократном введении яда, напротив, отмечали повышение связывания лиганда [И]. ГАМК- рецепторный комплекс ретикулярной части черной субстанции мозга крыс оказался достаточно устойчивым к хроническим кортикальным судорогам, вызываемым электротоком. В указанной области не отмечалось нарушений специфического связывания [֊II] мусцимола и [3Н]флунитразепа.ма [1]. Бикукуллин повышал сродство рецепторов к лиганду. Судороги, вызванные бикукуллином, сопровождались усилением специфического связывания [35S]TBPS с синаптическими мембранами мозжечка. Во фронтальной коре и стриатуме изменений этого показателя не отмечалось. Выявленные нарушения могут отражать компенсаторные изменения ГАМК-ионофорного комплекса в. процессе развития судорог, вызванных бикукуллином.
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THE BINDING OF [3H]GABA AND [3:-S|TBPS TO RAT BRAIN SYNAPTOSOMAL MEMBRANES AFTER GABA ANTAGONISTS- INDUCED SEIZURES
GOLOVKO A. I.

Medical Military Academy, LeningradWe studied changes In high affinity [3H|OABA and [3:,S]TBPS binding by preparations of rat brain synaptosomes after seizures Induced in rats by administration of picrotoxin and bicuculline. No alterations in the maximal binding capacity (Braa։) of [’HJGABA in rat brain synaptosomal membranes was detected after picrotoxin induced seizures. However. bicuculline administration led to a 31% decrease in Ka. The binding of [:’:'S]TBPS increased after bicuculline administration in corebel- lum but not in striatum or frcntal cortex. The [33S]TBPS binding sites in cerebellum probably are functionally different from those in the frontal ■cortex' and striatum.
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УДК 577.17:591.5 г

КОРРЕЛЯЦИЯ МЕЖДУ КОЛИЧЕСТВОМ СЕРОТОНИНОВЫХ 
РЕЦЕПТОРОВ ПЕРВОГО ТИПА В ГОЛОВНОМ МОЗГУ 
И АГРЕССИВНЫМ ПОВЕДЕНИЕМ САМЦОВ. МЫШЕИ

МАСЛОВА Г. Б„ КУЛИКОВ А. В.
Институт цитологии и генетики СО АН СССР, Новосибирск

Серотониновые рецепторы первого типа (С1 рецепторы), харак
теризующиеся высоким сродством к серотонину и его агонистам [1], 
участвуют в ауторегуляции серотонинергической системы мозга [2]. 
Рецепторы, расположенные на телах серотониновых нейронов (С1А. 
рецепторы), подавляют активность последних [2, 3]. С1 рецепторы, 
локализованные на окончаниях серотониновых нейронов (С1В рецеп
торы), регулируют выход медиатора в синаптическую щель [2—4]. 
Можно предположить, что через С1 рецепторы реализуется влияние 
серотонинергической системы на выраженность контролируемых серото
нином форм поведения. В настоящее время не возникает сомнения 
в той значительной роли, которую играет серотонинергическая си
стема головного мозга в регуляции агрессивного поведения [5]. Ранее- 
мы показали, что С1 рецепторы принимают прямое участие в регуля
ции мсжсамцовой агрессии мышей [61. Возникает закономерный воп
рос: существует ли связь между количеством С1 рецепторов в мозгу 
и выраженностью агрессивного поведения. Широкие возможности для 
выявления различного рода коррелятивных связей предоставляют 
инбредные мыши. Различаясь генетически, животные отдельных линий, 
отличаются по поведенческим и нейрохимическим характеристикам. 
Сопоставление этих характеристик дает возможность выявить корреля
тивные связи между ними и выделить как генетически обусловленный 
компонент, так и чисто функциональные связи. Цель работы состояла 
в изучении взаимосвязи между количеством С1 рецепторов в мозгу и 
выраженностью межсамцовой агрессии на мышах инбредпых линий.

Опыты проводили па половозрелых самцах (возраст 2 месяца,, 
масса 20 г), содержавшихся в стандартных условиях вивария в груп
пах по 10 особей. За два дня до экспериментов животных изолиро
вали, чтобы снять влияние группового эффекта. Мышей тестировали 
на агрессивность, подсаживая к ним в клетки самцов аутбредных 
мышей (возраст 2 месяца, масса 20 г). Самцы, нападавшие на под
саженную мышь в течение 10 мин, квалифицировались как агрессив
ные. После начала агрессивного контакта самцам позволяли драться 
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2 мин, и за это время определяли длительность агрессивной реакции- 
Самцы, которые не проявляли агрессивного поведения в течение 
10 мин, характеризовались как неагрессивные [7]. Количество С1 ре
цепторов в коре мозга и гиппокампе оценивали по Вшах специфиче
ского связывания [3Н] серотонина («АгпегзИагп», Англия) выделенными 
из них препаратами мембран. Мозг гомогенизировали в 80 объемах 
холодного буфера (0,05 М трис-НС1, pH 7,6, 0,135 М ЫаС1, 5-10~3М 
КС1, 2-10֊3М СаС12, 10՜՜3 М МдС12), гомогенаты инкубировали 15 мин. 
при 37°, чтобы разрушить эндогенный серотонин, и центрифугировали 
30 мин при 18 000^ (4°). Осадок мембран суспендировали в том же 
буфере, в который был добавлен паргил-ин в конечной концентрации 
10 М, и суспензию из каждого отдела мозга 10 мышей одной ли
нии объединяли. Для определения величины Вшах суспензию инкуби
ровали 10 мин при 37° с 36 различными концентрациями [311] серото
нина (от 10՜9 до 6-10֊8М). Инкубацию останавливали, быстро филь
труя пробы через стекловолокнистые фильтры ОР/В («\Vhatinan», 
Англия) под вакуумом. Фильтры трижды промывали порциями хо
лодного буфера по 5 мл и их радиоактивность измеряли на сцинтил
ляционном счетчике с эффективностью 35%. Общее связывание [3Н] 
серотонина препаратами мембран выражали в фемтомолях метки на 
мг белка. Величину Вшах оценивали по кривой зависимости общего 
связывания [3Н] серотонина от концентрации последнего с помощью, 
нелинейного метода наименьших квадратов [8, 9]. Величину коэффи
циента межлпнейной корреляции между признаками оценивали по՛ 
Спирмэпу [Ю].

Данные, представленные в таблице, указывают на положитель
ную межлинейную корреляцию между величиной Вшах специфического 
связывания [3Н] серотонина в коре (г.ч = 1,0, р < 0,01) и в гиппо
кампе (г<։=0,8, р<0,1) и процентом агрессивных самцов в липни. 
Чем выше рецепторное связывание [3Н] серотонина в мозгу мышей, 
тем более они предрасположены к нападению на подсаженного самца. 
Ранее было показано, что повышение концентрации серотонина в: 
нейроне или в синаптической щели ведет к резкому уменьшению доли 
агрессивных животных у мышей линии С57ВЕ/6 [6]. В то же время, 
агонист С1 рецепторов 1-50-25 блокировал угнетающее действие ме
диатора на агрессивное поведение [6]. Повышенное содержание С1 
рецепторов в мозгу мышей линий, характеризующихся высоким про
центом агрессивных животных, хорошо согласуется с этими резуль
татами, что позволяет сделать заключение о существенной роли ре
цепторов этого типа в регуляции внутривидовой агрессии самцов мы
шей. Известно, что С1 рецепторы ингибируют функциональную ак
тивность серотониновых нейронов [11]. Поэтому у животных с гене 
тически закрепленным высоким содержанием С1 рецепторов в мозгу 
будет подавлена ингибирующая функция серотонинергической системы, 
вследствие чего чаще будет проявляться агрессивное поведение.

В отличие от процента агрессивных животных в линии, другой 
показатель агрессивного поведения—интенсивность (продолжитель
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ность) уже возникших драк не коррелирует с содержанием С1 рецеп
торов ни в коре мозга (г5 = 0,3, р<0,5), ни в гиппокампе (г8 =0,3, 
р>0,5). Ранее было показано, что эти два параметра агрессивного 
поведения контролируются различными генетическими механизмами

Табл и и а
Величина Втах рецепторного связывания [3Н]серотоннна в коре мозга, 

и гиппокампе, процент агрессивных животных в линии и продолжительность 
драк у мышей иибредных линий

Линия
Втах специфического 

серотонина (фмол 
кора

связываниями] 
ь/мг белка)
гиппокамт

Процент агрес
сивных мышей

Прод?лжитель- 
ность драк (с)

DD 48.1 95,4 16 20. С+5,2
BAI В с 56.2 33,7 22 13.5+2,0
СЗН Не 81.8 134,1 44 20-0+2,8
AKR 82,8 164.9 51 15,9+3,1
C57BL/6 107,2 143,3 55 30,7+2,7

[7]; выявлена высокая положительная межлинейная корреляция 
медеду продолжительностью драк и активностью ключевого фермента 
'■биосинтеза серотонина в мозгу—триптофангидроксилазы [12].

Таким образом, рецепторы серотонина первого типа участвуют в 
реализации агрессивного поведения у мышей. Генетически детермини
рованная высокая концентрация С1 рецепторов в мозгу связана с 
наследственно обусловленной повышенной предрасположенностью жи
вотных к проявлению агрессивной реакции, но не с интенсивностью 
уже возникшего агрессивного поведения.

CORRELATION BETWEEN SEROTONIN, RECEPTOR 
CONCENTRATION IN BRAIN AND INTERMALE AGGRESSIVE 

• BEHAVIOR OF MICE

MASLOVA G. B.. KULIKOV A. V.
Institute of Cytology and Genetics, Siberian Departament of the USSR Academy of 

Sciences. Novosibirsk

The genetic determined value of :։H-serotonin receptor binding in 
brain positive correlates with inherited predisposition <>f tunic mice to 
demonstration of intermale aggression, but does not correlate ttim inten
sity of aggressive behavior.
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Методы исследования белков.

При условии нарастающей стандартизации методологии .работы 
с ДНК, приемы белкового анализа поддаются обобщению гораздо՛ 
труднее из-за большего разнообразия в строении и свойствах этих 
макромолекул. Однако существование определенных основополагаю
щих правил, управляющих поведением практически всех белков, поз
воляет использовать множество простых приемов, пригодных для об
работки и анализа практически любой пробы белков.

«Методы исследования белков» являются универсальным совре
менным руководством, описывающим общелабораторные методы ана
лиза и определения белков. В нем приведены надежные стандарти
зированные лабораторные методы в доступном изложении, позволяю
щем даже начинающим работникам использовать разнообразные 
приемы Для более подготовленного читателя в тексте приводится 
критическая оценка предлагаемых методов и основные ссылки на 

источники, что предоставляет возможность для более оригинальные 
углубленного 
дится список 
относительно

изучения интересующих его вопросов. Там же прпво 
необходимых приборов и реактивов ,и предупреждения 
наиболее часто наблюдающихся ошибок

„ ...гьиярт следующие главы: «Подготовка к выделениюКнига включи՝֊1 >-^՝֊,*^
б . -о » «Экстрагирование белков», «Концентрирование белков», 
)г "чГэ’ф в денатури-руюших условиях», «Гель-.ЭФ в неденатурирую- 
щих условиях» «Изоэлектрофокусирование и двухмерный гель-ЭФ».
«И м мунобл оттинг».
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ВРЕМЕННАЯ ДИНАМИКА АМИНОПЕПТИДАЗНОЙ 
АКТИВНОСТИ—ПОКАЗАТЕЛЬ 

АДАПТАЦИОННЫХ ПРОЦЕССОВ В ЦИС

СЕРГУТИНА А. В., ГЕРШТЕЙН Л. М.

НИИ мозга АМН СССР, Москва
1

Нарушение интегративной деятельности мозга при хроническом 
введении L-ДОФА наблюдается как в эксперименте при моделиро
вании гиперактивности дофаминовой системы [1, 2], так и в клинике 
при длительном лечении L-ДОФА, когда после отмены препарата у 
некоторых больных возникают так называемые дискинезии [3]. Ней
рохимический механизм подобных нарушений во многом не ясен. 
Чтобы подойти к его раскрытию, у животных с исходно разной локо
моцией изучали корреляцию между длительностью введения L-ДОФА 
и изменением морфохимических взаимоотношений сенсомоторной 
коры и покорковых образований двигательной (хвостатое ядро) и 
мезолнмбической (п. accumbens) систем мозга, активно реагирующих 
на изменение дофаминового обмена. С этой целью в указанных обра
зованиях определяли активность аминопептидазы—фермента катабо
лизма белков.

Изучение влияния L-ДОФА проводили на крысах-самцах линии 
Wistar массой тела 250 г с высокой (ВДА) (число пересеченных квад
ратов 140—200) ц низкой (ИДА) (число пересеченных квадратов 
менее 80) двигательной активностью в «открытом поле» и различаю
щихся уровнем обмена веществ в норме [4]. Гиперфункцию дофами
новой системы создавали с помощью фармакологического препарата 
мадопар-125. Животным обеих групп препарат на физиологическом 
растворе вводили в течение 3-х или 14 суток в суточной дозе 
25,5 мг/кг массы, соответствующей действию 50 мг/кг массы чистой 
L-ДОФА. Контрольным животным вводили физиологический раствор.

После 3-х или 14-и суток введения L-ДОФА, а также через 14 су
ток после прекращения се введения животных декапитировали под 
легким эфирным наркозом, извлекали мозг и замораживали его в 
криостате КРИО-КАТ (США). Па срезах мозга, изготовленных в 
криостате (толщина 20 мкм), определяли активность аминопептидазы 
(АМП) на субстрате (1,1-аланнп-2-нафтиламид [5] в слоях III <и V 
сенсомоторной коры, хвостатом ядре и п. accumbens. Количественную
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оценку активности ЛМП проводили на микроскопе ЛЮМАМ-ИЗ при 
длине волны 550 нм. Статистическую обработку результатов осуще
ствляли по Стьюденту.

Па рисунке видно, что при 3-суточном введении С-ДОФА у жи
вотных ВДА имеет место статистически достоверное возрастание ак
тивности АМП в хвостатом ядре и особенно в п. асситЬепз соответ
ственно на 12 и 36%. В коре изменений не обнаружено. У этой же 
группы животных при введении Е-ДОФА в течение 14 суток актив
ность ЛМП имеет тенденцию к снижению лишь в хвостатом ядре (на 
8%), тогда как в других 'Исследованных образованиях она практи
чески не отличается от контроля. После отмены Ь-ДОФА уровень 
АМП соответствует контролю во всех образованиях.

Рис. Изменение активности аминопептидазы в % по отношению к конт
рольному уровню (100%) В слоях III (а) и V (в) сенсомоторной коры 
(1). хвостатом ядре (֊) 11 accunibens (3) мозга крыс вод влиянием 
L-ДОФА; изменение активности аминопептидазы у животных ВДЛ(—) 
у животных ИДЛ(—•)■ з сутки и 14 сутки—сроки введения мадопара-125, 

28 сутки—2 недели после отмены мадопара-125.

У животных ПДА при 3-суточиом введении L-ДОФЛ достовер
ных изменений во всех исследованных образованиях не выявлено. 
Вместе с тем при 14-суточном введении отмечается снижение актив
ности АМП как в подкорковых образованиях—хвостатом ядре (на 
22%) и п. accunibens (на 13%), так и в коре—в слое III—на 17% и 
слое V—на 18%. При отмене L-ДОФА у этих же животных измене
ния в хвостатом ядре (—14%) и слое V коры (—14%) сохраняются, 
а в слое III коры и п. accunibens активность ЛМП нормализуется.

73



Анализ полученных экспериментальных данных показал, что ис
следованные две группы животных характеризуются различной вре
менной динамикой уровня активности АМП—одного из ферментов 
обмена белков, в определенной степени отражающего состояние ка
таболических процессов в мозгу.

/Можно видеть, что у животных с ВДА наблюдаются уже через 
-3 суток достоверные изменения активности АМП в исследованных 
нами подкорковых образованиях мозга, особенно в п. accumbens— 
ключевой структуре в интеграции сенсомоторных функций лимбиче
ских՜ и стриатных отделов мозга. На последующих сроках (14-суточ
ное хроническое введение и отмена препарата) уровень активности 
АМП как в корковых, так и подкорковых структурах не отличается 
от такового у контрольных животных.

Вместе с тем, отсутствие изменений в уровне активности АМП 
при 3-суточном введении мадопара-125 у животных группы НДЛ при 
более длительном введении препарата (14 суток) вызывает достовер
ное снижение активности фермента во всех исследованных структу
рах, и, что особенно примечательно, выраженные изменения наблю
даются в коре. Отмена препарата (через 2 педели) приводит к нор
мализации уровня активности АМП в слое III сенсомоторной коры 
и п. accumbens. Однако достоверные изменения сохраняются в слое V 
коры и хвостатом ядре.

Ранее нами показано, что у исследованных групп животных в 
условиях рассматриваемого эксперимента проявляются различия и в 
■ответной реакции со стороны ферментов обмена медиаторов—АХЭ и 
МАО [6]. Основываясь на литературных данных, можно предполо
жить, что животные группы ВДА, которых относят к эмоционально 
реактивным [7, 8], обладают большей чувствительностью к действию 
L-ДОФА уже в начальные сроки введения препарата, однако в даль
нейшем, по-видимому, у них отмечается компенсация в обменных 
процессах, что может явиться препятствием для развития дискинезий 
при хроническом введении препарата.

Таким образом, ответная реакция как па краткосрочное, так и 
длительное введение препарата имеет свои особенности, что, по на
шему мнению, во многом определяется исходным типом поведения 
животных, в частности их двигательной активностью, которую связы
вают с эмоциональностью животных. Однако высказываемое нами 
предположение требует проведения физиологических экспериментов.

TIME-DEPENDENT CHANGES in aminopeptidase activity 
AS A MARKED OF ADAPTIVE PROCESSES IN’ CNS

ЧР’ЛЭиГЛ’Л A. V.. GERSHTEIN 1. M.

Brain Res՛ oc t InsHltKe. Academy of Medical Sciences. Moscow

Under the conditions of dopamine sys'em hyperiunction caused by 
short (3 days) ; r long (f<։ days’ term Madop.tr—125 injection the CNS 
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aminopeptidase activity in animals differing in their motor activity in 
the „open field0 is characterized by certain peculiarities. The probability 
of a correlation between the response to Madopar injection and its abo
lition and the differences in the animals initial behavior is discussed.
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Использование ВЭЖХ в биохимии рецепторов

В книге рассматривается методология ВЭЖХ и приводятся 
примеры наиболее важных успехов в очистке рецепторов, до
стигнутых благодаря использованию техники хроматографии. При 
водятся также разнообразные примеры лабораторного применения 
ВЭЖХ для решения отдельных биохимических задач, в том числе 
наиболее эффективное 'использование особо чувствительной техники, 
капиллярных колонок для синтеза, очистки и характеризации синте
тических пептидов. Сборник является очередным. 14-ым томом в про
должающемся издании «Биохимия и методология рецепторов».
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 10, № Гг-2, 1991

УДК 577.12:612.15:612.82-СОДЕРЖАНИЕ НЕКОТОРЫХ НЕЙРОСПЕЦИФИЧЕСКИХ БЕЛКОВ В КРОВИ БОЛЬНЫХС ЧЕРЕПНО-МОЗГОВОЙ ТРАВМОЙ
’БЕРЕЖНОЙ Г. л.. ЛИСЯНЫЙ И. Н., ’БЕЛИК Я. В.. ЧЕРЕНЬКО Т. И., 

•ЛЫХ.МУС Е. Ю.. ’КОМИССАРЕНКО С. В., ТУХТАЕВ Н. X., АРУСТАМЯН Р. С.
НИИ нейрохирургии АМИ УССР

’Институт биохимии АН УССР им. А. В. Палладино, КиевВыявление в крови у больных с различной патологией нервной •системы противомозговых антител послужило толчком , к выяснению •антигенной направленности этих аутоантител. Наиболее часто, как показывает анализ спектра противомозговых антител в индукции аутоиммунных реакций участвуют специфические для нервной ткани белки: ■Б-100, ОБМ—основной белок миелина, нейроспецифпческая енолаза или белок 1-1-3-2, глиальный фибриллярный кислый белок и некоторые другие. Определение этих и прочих нейроспецифических белков (НСБ) в биологических жидкостях у больных с помощью высокочувствительных радиоиммунного и иммунофсрментного методов при некоторых видах иммунопатологических заболеваний нервной системы позволяет делать некоторые, диагностические и прогностические выводы [1—5].В то же время практически не изучены особенности циркуляции НСБ в крови больных с травматическими поражениями головного мозга [6, 7]. В этой связи в ваших исследованиях было изучено содержание маркера олигодендроглии и миелина—ОБМ и нейросп-ецп- фического белка 14-3-2 в сыворотке крови больных в ранние сроки после легкой и тяжелой закрытой черепно-мозговой травмы (ЧМТ).Исследовано содержание пейрдспецпфвческих белков ОБМ и 14- 3-2 в сыворотке кров։! 87 больных с закрытой ЧМТ и 21 донора. Определение нейроантигенов проводили методом непрямого неконкурентного пммунофермеятного анализа (ИФА) [8]. Принцип метода заключался в двухэтажной nociawsj.fi реакции: на первом этапе взаимодействовали анти:<н и антитела в жидкой среде, а затем прореагировавшая смесь вступала во взаимодействие с антигеном, сорбированным на планшете с пос. ’Дуюш. м тгет-ироважнем вторичными проти- во видоны ми антителами, меченными пероксидазой хрена.ОБМ и белок 11-3-2 выделяли из бычьего головного мозга [9, 10]. Получение антисыворс ,..к ОБМ и 14-3-2 описано ранее [10, II].76



Для тестирования конечных этапов определения НСБ методом ИФЛ использовали конъюгат .антивидовых кроличьих иммуноглобулинов с пероксидазой («Атегзйат», Англия; Институт эпидемиологии и микробиологии им. акад. И. Ф. Гамалеи), а также биотин-стрептавидиновую систему («Атегайат», Англия). НСБ сорбировали в течение 18 ч при 3° на планшетах (Оупа(есЬ) в концентрации 5 мкг/мл. Для сорбции ОБМ использовали 0,1 М фосфатно-цитратный буфер pH 6,5, для белка 14-3-2—0,1 М карбонатно-бикарбонатный буфер pH 9,6. :Не связавшиеся места на лунках заполняли 1%-ным раствором БСА в 0,01 М фосфатно-солевом буфере pH 7,4 в течение 20 мин при комнатной температуре. Параллельно на втором планшете смешивали исследуемые сыворотки больных или доноров с антисывороткой к соответствующему нейроантигену в разведении, установленном предварительными исследованиями (1:6400 для 14-3-2 и 1:6000 для ОБМ). Исследуемую сыворотку и стандартную тест-систему антигена использовали в трех дублях. Пробы инкубировали в течение 3 ч при комнатной температуре. Впоследствии прореагировавшую смесь исследуемых сыворотки и.антисыворотки наносили на планшет с сорбированными НСБ. После двухчасовой инкубаци при 37° планшет промывали и добавляли конъюгат антивидовых антител с пероксидазой. Инкубация продолжалась 1 ч при 37°. В качестве субстрата использовали 0,08%-ный раствор 5;а.миносалициловон кислоты с добавлением 0,005%-ной перекиси водорода. Планшеты фотометрировали па приборе КАИ-Ц-01.Использование в качестве варианта индикации ’биотин-стрептавидиновой системы заключалось: а) в добавлении противовидовых биотинилированных антител в разведении, выбранном предварительными исследованиями (1:1000) с последующей инкубацией при 37°; б) в нанесении стрептавидин-биотинилированного ферментного комплекса в разведении 1 : 1500 и 30 мин, инкубации при 37 .В.качестве субстрата использовали АВ1 (0,55 мг 2,2-азииодиэтил- бснзиалозолинсульфоновой кислоты) в фосфатно-цитратиом буфере pH 4,3 с содержанием 0,002%-ной перекиси водорода. Останавливали реакцию 0,1 и раствором лимонной юислоты с 0,01%-пым азидом натрия. Спектрофотометрйровали при длине волны 410 нм.Определение содержания НСБ, в частности белка 14-3-2, в сыворотке крови здоровых лиц показало, что у 13 из 21 донора (у 62%) концентрация белка находилась за пределами чувствительности ИФА. основанного на применении меченных пероксидазой антител и составляла менее 2 нг-мл. .Пфгмекенис биотин-стрептавидиновой системы позволило добиться повышения чувствительности метода и определить меньшее количество нейронального антигена, вплоть до 0,4 нг/мл. Используя эту модификацию ИФА стало возможным выявить белок 14-3-2 у 21 донора в концентрации 1,67±.0,43 пг/'мл (таблица). При этом средние концентрации, превышающие указанные цифры, считали повышенными и обнаруживали с определенной частотой при травме мозга различней степени. Так, число отклонений от нормы в содср- 7-7



жании белка 14-3-2 у больных с сотрясением мозга и ушибом легкой степени составляло 26—41%. Существенно, до 87—88%, увеличивалась частота повышения концентраций нейронального антигена при тяжелой травме—ушибах мозга средней и тяжелой степени.Средние значения концентраций белка 14-3-2, определяемого в крови в 1—2-е сутки после травмы, колебались в пределах от 2.5 до 10,2 нг/мл и находились в определенной зависимости от тяжести ЧМТ. При этом значительное увеличение содержания антигена по сравнению с донорским уровнем найдено нами при тяжелой травме мозга. Продолжали возрастать концентрации нейроспецифического антигена в более поздние сроки после ЧМТ—на 5—6 сутки и достигали в среднем 16 нг/мл.
Т з бли ц з

Содержание белка 11-3-2 и основного белка миелина (ОБМ) в крови у .больных 
с ЧМТ различной тяжести (в нг/мл)

Тяжесть травмы

Срок по ле травмы
белок 14-3-2 ОБМ

1—2 сутки 5—6 сутки 1 —2 сутки 5—6 сутки

Сотрясение мозга 2,51+0.71 
п=19

3,65+0,99 
п 19

16,13+3.97 
п — 19

18,9*+4,23 
и 19

Ушиб легкой степени 4,09+1.13 
п = Т7

5.91**+1,24 
п 17

21,23*+5,67 
п 17

24.42*+6,38 
и 17

Ушиб средней сте- 9,57-*+! .76 14.52**+4,14 42.15**+8,74 35.41 -+10.14
пени п —16 п==16 п=16 |> 16

Ушиб тяжелой сте- 10.20***+25 16,53*»’+4.31 47,64’*+1О,55 37.22—+10,2С
пени п=17 п == 17 п .17 п 17

Контрольная группа 
(доноры)

1,67+0,43 
п— 21

8.63+2.30 
п=21

Примечание. *р<0,05, **р<0.01, ***р<0,001—достоверность различий изучаемых 
показателей с показателями у доноров.По данным единичных публикаций [5], концентрация белка 14- 3-2 при кровоизлияниях в мозг травматической природы составляет 364 нг/мл.Исследования содержания другого специфического для нервной- ткани белка—маркера олигодендроглии и миелина не только обнаруживало его повышение в сыворотке крови (по сравнению с донорскими значениями 8,6+2,3 нг/мл), но и выявило определенную зависимость между увеличением концентрации ОБМ и степенью деструкции нервной ткани (таблица). В ранние сроки после ЧМТ (1—2 сутки) средние значения концентраций ОБМ находились в пределах от 16,4 до 47,6 нг/мл, причем у некоторых пострадавших выявлялось до 200 нг/мл белка, что свидетельствовало о значительном деструктивном процессе в головном мозгу и проникновении большого количества этого антигена в кровь. По содержанию ОБМ от здоровых существенно отличались не только больные с тяжелыми повреждениями мозга, ио и с легким ушибом. Следует отметить, что увеличение содержания ОБМ в сыворотке крови травмированных выявлялось не во, 78



всех .случаях. Так, при легкой ЧМТ повышение концентраций антигена в 1—2 сутки после нее обнаруживалось в крови только в 36— ■58% случаев, при тяжелых повреждениях—в 76—81%.При исследовании крови пострадавших после ЧМТ на 5—6 сутки после травмы установлено, что концентрации ОБМ имеют тенденцию ж возрастанию при .легкой травме, а при тяжелых ушибах мозга уже на 1—2 сутки отмечается высокое содержание ОБМ, которое в дальнейшем снижается. Наиболее простым объяснением такой диспропорции .может быть медленное нарастание деструктивно-воспалительной иммунопатологической реакции при незначительном легком повреждении головного мозга и быстрое ее развитие при тяжелой травме головного мозга.Таким образом, обнаружение малых количеств НСБ в сыворотке крови доноров, что стало возможным благодаря биотин-стрептавидиновой модификации "ИФА, .свидетельствует, с одной стороны, о неполной иммунологической изолированности головного мозга и его аутоантигенов, с другой стороны—'О возможном существовании активно-супрессорной формы иммунологической толерантности к этим антигенам в норме. Исследование содержания различных НСБ в ликворе и крови больных с ЧМТ позволяет определять не только тяжесть травмы, но и дифференцировать вовлечение в патологический процесс нейроглии или нейронов, что представляется важным для понимания патогенеза и исходов этого вида патологии.
THE 1 FVEL OF՜ SOME NEUROSPECIFIC PROTEINS IN BLOOD OF PATIENTS AFTER CEREBRAL TRAUMA

BFRE71I.\OI G A ։ I5YANYI M. L- BELIK Ya. V., CHEREN KO 1. M.,
' LYKI1MUS N Yu. KO.MISSARENKO S. V.. TUKHTAEV N. Kh„ 

ARUSTA.MYAN R. S.

Institute of Keurosurijery. USSR Academy of Medical Sciences, Kiev 
institute oi В «chemistry. Academy oi Seleses of the Ukrainian SSR. KievThe level of neurospecific proteins has been studied in peripheral blood of՜ donors .֊nd patients with cerebral trauma using Immunoenzyme analysis (ELBA). It has bee:։ demonstrated that the use of non-direct competitive ELISA allows the detection of neurospecific autoantigens in blood. Specifically these antigens include myelin basic protein and protein 14-3-2. After cerebral trauma the level of neurospecific proteins, specif cally of p oteiri lJ-3-2. it։ circulating blood depends on the severity ol trauma and the time of investigation.Myelin basic profin aopaa.s after tu 11 as well as after severe trauma, whereas protein 1+-3-2, a marker of neurons, is detected pred'uninantlv a’ter severe trauma. This points out to a different extent of damage • f neuroglia and neurons after trauma of different severity. The jieirospecific ph.it.'ins appear in blood immediately after trauma and their level in vireulaiion increases at days 3—5 post-trauma. 79
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350 p., 1990.ГАМКвВ историческом аспекте рассматриваются и обобщаются данные литературы о рецепторах ГАМКв охватывающие фармакологические, биохимические и электрофизиологические аспекты, сведения о возникновении вторичных мессенджеров и их роли в нейротрансмиссии и нейромодуляции.В книге 'изложены новейшие сведения, о рецепторах ГАМКв. Так,, в ней впервые содержатся данные об антагонистах рецепторов ГАМКв. проникающих через ГЭВ, благодаря которым можно найти пути для сценки потенциала этих рецепторов как мишеней для препаратов, используемых при лечении эпилепсии,, депрессии,, расстройствах памяти и болеутоления.
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УДК 547.258.11:612.82] 615.9-

ОБЗОРЫОСНОВНЫЕ ПРОЯВЛЕНИЯ И МЕХАНИЗМЫ НЕЙРОТОКСИЧНОСТИ ОЛОВООРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ
РОЗАНОВ В. л., ШАФРАН Л. М.

Всесоюзный НИИ гигиены водного транспорта М3 СССР. Одесса

На примере группы оловоорганических соединений (ООС) представлены 
новныс проявления и возможные механизмы нейротоксического действия Прозе 
монстрнрован широкий спектр эффектов ООС па состояние основных жизненно 
важных процессов мозга (энергетический метаболизм, состояние биомембран и 
миелина, синтез и функции нейроспецифнческих белков, синаптические процессы)

Анализ основных нейроморфологических проявлений токсичности (избиратель 
пая нейрональная гибель в гиппокампе) в сочетании с другими признаками (сии 
женне содержания и транспорта ГАМК, нейрофизиологические признаки нейрона и 
пой гиперактивности) дает основание полагать, что одним из существенных компо
нентов повреждающего действия ООС на нервную ткань является нарушение про- 
цсссов центрального торможения. 1

Представлена обобщающая схема основных проявлений и механизмов реализа
ции нейротоксического действия, определяющая стратегию изучения нейротоксич
ности п эксперименте.Проблема нейротоксичности в настоящее время имеет в основном два аспекта. С одной стороны, это поиск нейротоксинов со специфическим узконаправленным механизмом действия и их использование в качестве инструмента нейрохимических исследований [1—3] с другой стороны—это выявление нейротоксического действия у многочисленных промышленных токсикантов, пестицидов, компонентов полимерных материалов и других химических загрязнителей внешней среды, общее число которых постоянно растет [4]. Согласно экспертным оценкам, прямым ii.hi опосредованным нейротоксическим действием обладают до 28% известных химических загрязнителей [5], при этом вполне вероятно, что нейротоксические свойства многих веществ остаются ^выявленными. В литературе имеются сведения о множественности эффектов различных токсикантов по отно шению к нервной ткани, что отражает, с одной стороны разнообразие механизмов их действия, а с другой-попытки найти новые чувствительные тесты на нейротоксичность. В результате работы международной группы специалистов под эгидой ВОЗ, Международной организации труда и Экологической Программы ООП был создан основополагающий документ [6], регламентирующий основные прин81
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ципы и методы оценки нейтротоксичностй, что. в свою очередь, отражает уровень недавних представлений об основных проявлениях и механизмах нейротоксического действия. В то же время, в связи с быстрым развитием нейрохимии уже в последние годы наметился ■сдвиг в область изменений на молекулярном уровне как первоосновы последующих проявлений нейротоксического эффекта. Эту тенденцию можно проследить на примере группы оловоорганических соединений (ООС), интенсивно изучаемых в последнее время. Интерес к СЮС обусловлен несколькими причинами, и прежде всею тем, что эти вещества проявляют отчетливое нейротоксическое действие по множеству тестов, что дает возможность на их примере рассмотреть многообразие проявлений нейротоксичности и их механизмы. Следует подчеркнуть, что, несмотря на то, что общая токсикология ООС нашла отражение в ряде обзорных статей [7—9] и справочных руководствах [10, 11], вопрос о нейрохимических механизмах их токсичности в отечественной литературе специально не обобщался. Имеющиеся в мировой литературе обзоры касаются только отдельных аспектов нейротоксичности ООС [12—14]. В то же время, в пашей стране вещества этого класса нашли широкое распространение в ■составе пластмасс, в качестве стабилизаторов масел и каучуков, а также компонентов необрастающпх красок для судостроения и нуждаются в гигиеническом регламентировании с учетом нейротоксических эффектов. Эти соображения послужили толчком для подготовки настоящего обзора.
Общая токсикологическая характеристика и клинические проявле

ния интоксикации ООС. Согласно имеющимся эспериментальным данным, по мере увеличения молекулярной массы органических радикалов острая токсичность ООС снижается [7—9]. Тетра- и триалкиль- ные производные более токсичны, чем ди- и моноалкильные [7, И], Выраженная нейротоксичность характерна в основном для низших ■ трехзамещенных гомологов (триметил- и триэтплолово) [11, 15], которым посвящена основная масса исследований нейротоксикологи- ческого характера. Острая интоксикация три метилоловом у животных сопровождается снижением массы тела, судорогами, впоследствии нарастающей мышечной слабостью, тремором всего тела, вокализацией и повышенной агрессивностью, а также многообразными поведенческими нарушениями, выявляемыми с помощью специальных тестов [7, 18, 17]. Большинство ООС относятся к веществам 1—2 класса опасности, согласно принятой в СССР классификации [16].
Нейроповеденчаские проявления интоксикации ООС. Нарушения повеления и когнитивной сферы являются чувствительным показателем нейротоксичности [17]. Применительно к триалкилзамещеинын пронзводным олова эти нарушения подробно описаны в обзоре [11]. Вкратце основные проявления нейроповедепческой токсичности ООС сводятся к следующему. Три метилол ово в дозах 55—35- 10~б моль/кг, что составляет 0,13—0.70 от 1.0:;о при внутрижелудочном введении вызывает у крыс и макак проявления гиперактивности [19, 20] «։ в «2



то же время у животных наблюдаются отчетливые и длительные (до՛ 40 суток) нарушения способности к научению (условно-рефлекторная, реакция с пищевым подкреплением) [21] и опсраитного поведения [19, 20]. Нарушения выработанного поведения при действии триме- тилолова наблюдались как у млекопитающих, так и в опытах на птицах, причем при меньших пороговых дозах [22]. Ряд данных, касающихся повышенного потребления алкоголя в условиях свободного выбора под влиянием триметилолова [23], нарушения отрицательного условного рефлекса на подслащенную воду [24] и безусловного рефлекса на воздушную струю [25] свидетельствуют о возможных нарушениях сенсорных функций и эмоциональной сферы.Триэтилолово проявляет схожее нейротоксическое действие. Так, после однократной .инъекции новорожденным крысятам триэтилолова в юзе 6,2-1 О՜6 и 12,4-10՜6 моль/кг (что составляет соответственно 1/40 и 1 20 от Е05о при подкожном введении и не влияет на прирост массы тела в постнатальном периоде) у животных выявлены повышение спонтанной двигательной активности, снижение реакции испуга на воздушную струю и звуковой сигнал, увеличение латентного периода реакции пассивного избегания на болевое раздражение [26]. При больших дозах (1/10 от Ь05о) токсиканта проявлялись изменения мышечного тонуса, паралич задних конечностей, тремор, нарушение координации движений, снижение спонтанной двигательной активности и нарушение функции сенсорных систем [14, 27, 28]. В •юзах составляющих 0,25 -0,75 от ЬО50 при подкожном введении триэтилолово в течение месяца снижало болевую чувствительность у крыс [25]Подводя итоги изучению нейроповеденческих проявлении токсичности ООС следует подчеркнуть, что в основном они относятся к низшим гомологам—триметил- и триэтилолова. Лишь В последнее время появились данные о нейроповеденческих сдвигах, вызванных бис (три-н-бутилолово) оксидом [29]. Характер нейроповеденческих нарушений свидетельствует о нарушении сенсорных функций, эмоциональной сферы, способности к научению, нарушении кратковременной памяти и консолидации следа памяти и грубых изменений двигательной функции и координации двлжеи..й.
Нейрофизиологические проявления токсичности ООС. Результаты нейрофизиолопических исследований в основном согласуются с приведенными выше данными. Так, в одной из наиболее обстоятельных работ [30] было показано, что при регистрации электроэнцефалограммы у кроликов с помощью униполярных вживленных в кору электродов и интоксикации дихлорднбутилоловом (0.33-10՜3 моль/кг или 0,57 от 1.050, внутрижелудочно) выявляется стойкое диффузное возбуждение корковых структур (сдвиг в область быстрых колебаний, снижение амплитуды, десинхронизация). Триэтилолово в значительно меньшей дозе (0,01-10՜3—0,04-10՜3 моль/кг, внутрибрюшинно) через 12 и 24 ч после введения вызывало у крыс в коре медленноволновую активность, которая на 2-е сутки сменялась резко выражеп- 83 



ной патологической картиной с увеличением числа дельта воли, появ- .ление.м спайков и изоэлектрических участков различной длительности [31]. Авторы подчеркивают сходство полученной кортикографической картины с изменениями, сопровождающими нарушение мозгового кровообращения и отек мозга. В условиях in vitro на срезах гиппокампа крыс показано, что аппликация триметилолова приводит к .деполяризации гранулярных клеток и нарушениям их взаимодействия с другими клетками [32]. Авторы считают, что триметилолово вызывает нарушение механизмов центрального торможения [32].В целом, приведенные данные свидетельствуют ,что одним из механизмов токсического действия ООС является перевозбуждение .нервных клеток, приводящее к их последующему повреждению.
Нейроморфологические проявления токсичности ООС. Основными проявлениями нейротоксичности ООС являются дистрофические изменения нейронов и более грубые изменения, вплоть до гибели нервных клеток, причем преимущественно в структурах лимбической коры [20, 33—35]. Известно, что нейроны лимбической коры, особенно пирамидные клетки полей СА։ и СА» гиппокампа относятся к разряду легко повреждающихся при гипоксических и ишемических состояниях [36, 37]. В качестве основных причин такой селективной чувствительности к нехватке О2 >и субстратов окисления рассматривается склонность этих нейронов к гиперактивности из-за сильного возбуждающего влияния кислых аминокислот (глутамата и аспартата) и входящего тока Саг+ [36—38]. В ряде работ подчеркивается, что нейрональная гибель в полях СА. и СА3 гиппокампа под влиянием ООС непосредственно связана с тх влиянием на возбудимость этих нейронов [20, 33, 34, 39]. Отмечено, что 'введение кортикостерона перед интоксикацией триметилолово.м защищает нейроны гиппокампа от гибели, что связывают со снижением <их возбудимости под влиянием стероидов [39]. Имеются данные, из которых следует, что одной из причин гибели пирамидных клеток может быть нарушение нейрокоммуникативных процессов, в частности, между ними и зернистыми клетками [40].В целом эти факты дают основание полагать, что одним из компонентов повреждающего действия ООС является срыв механизмов торможения и перевозбуждение с последующим повреждением наиболее чувствительных нейронов гиппокампа по гипоксическому механизму. Учитывая известную роль гиппокампа в формировании следа памяти, можно прийти к выводу, что эти сведения хорошо согласуются с приведенными выше данными о нарушении процесса обучения животных при 1цнтоксикации ООС.Следует, однако, отметить, что повреждения нейронов являются лишь одним из морфологических проявлений токсичности ООС. Их действие проявляется не только нарушениями в сером, но « в белом веществе мозга. Так, при внутривенном введении триэтилолова уже через несколько часов после инъекции отмечается отек белого вещества и вакуолизация миелина [41], а при инкубации срезов 84



n. opticus 41 присутствии триэтилолова нарушается дифракционный рисунок миелина [42]. В целом ряде работ отмечено, что триэтило- лово вызывает выраженный отек мозга с увеличением общего содержания воды [43] и ее отложением между слоями миелина [44, 45]. Выраженные явления отека белого вещества при интоксикации низшими гомологами трехзамещенных ООС дают основание расценивать эти вещества как средства для моделирования дегенеративных расстройств ЦНС [14]. Следует подчеркнуть, что пейроморфологиче- скне нарушения возникают в том же диапазоне доз ООС, что и пей- роповеденческне сдвиги, хотя по времени возникновения они заметно запаздывают [14].Таким образом, основными морфологическими проявлениями нейротоксичности ООС являются избирательное повреждение пирамидных нейронов лимбической коры и нарушения структуры миелина, сопровождающиеся отеком белого вещества.
Нейрохимические механизмы токсичности ООС. Анализ литературы показывает, что проявления токсического действия ООС на нервную ткань на нейрохимическом уровне могут быть в принципе разделены на три группы: нейрометаболнческне сдвиги .отражающие фундаментальные метаболические процессы применительно к нервной ткани; изменения состояния и обмена нейроспецифических белков и липидов и собственно нейрохимические изменения, отражающие состояние медиаторных систем мозга и синаптических процессов.Уже в первых работах по изучению биологического действия ООС было показано угнетение ими реакций цикла трикарбоновых кислот и окислительного фосфорилирования, торможение поглощения О2 срезами коры головного мозга [47]. В экспериментах in vitro три- этилолово в концентрации 10՜5 М ингибирует дыхание митохондрий па 60% [46]. угнетает окисление глутамата, в меньшем степени сукцината, а при больших концентрациях—пирувата [46, 47]. В аналогичных экспериментах подтверждено, что ООС самой различной химической структуры являются ингибиторами дыхания митохондрий, причем у большинства исследованных соединений 1С50 лежит в пределах 0,9—2,5-10՜° М [48]. Эти факты рассматриваются как проявление мембранотропного повреждающего действия гидрофобных ООС, что находит подтверждение при анализе состояния и других мембраносвязанных ферментных систем мозга, в частности АТА-аз [49]. В последнем случае эффективные концентрации для гомогенатов нервной ткани составляют 60—240-10֊° М. Таким образом, ООС повреждают мембраносвязанные ферментные системы, и, прежде всего, ферменты биоэнергетики, вызывая состояние, близкое к тканевой гкгок- сии. В связи с этим, представляет интерес работа, в которой з ; tpn- брюшинпое введение триметилолова (14-10՜° моль/кг) сопровождалось помещением животных в среду, обедненную (10%) пл,; обогащенную (40% и 100%) кислородом [50]. Выяснялось, что пребывание в среде с повышенным парциальным давлением О? усиливает влияние триметилолова, в частности па надпочечники, что можно 



рассматривать как суммацию мембранотоксического эффекта трмме- тилолова и Оо.Мембранотропное действие триметилолова (о-10՜6 моль/кг внутрибрюшинно, ежедневно, в течение 8 дней) проявляется также в ’резком усилении перекисного окисления липидов мембран, общем снижении их содержания, повышении липазной активности, изменении процентного содержания холестерина..ц ганглиозидов, преимущественно в мозжечке и стволе мозга [51]. Особое внимание следует обратить на уменьшение содержания ганглиозидов, что может иметь существенное значение в развитии неврологических нарушений Так, спустя 8,5 месяцев после перорального введения животным триметилолова в дозе 30-10՜6 моль/кг (0,0 от LD50) в экстрактах переднего мозга, ствола, мозжечка и амигдалы общее содержание холестерина и фосфолипидов было нормальным, в то время как в составе ганглиозидов, особенно в переднем мозгу, отмечено увеличение содержания GDlb и GM1. В стволе мозга снижалось содержание GTlb и увеличивалось содержание GDlb [52].Нарушение нативной структуры биомембран неминуемо влечет за собой дезорганизацию многих тонких механизмов передачи биологического сигнала, модулируемого мембраносвязанными ферментными системами. В частности, показано, что интоксикация триэтило- ловом (41-Ю՜6 моль/кг массы „внутривенно) приводит к угнетению функции ФДЭ, гидролизующей 3,5-сАМ Р, во фракции частиц и цитозоля гомогенатов головного мозга крыс [53].К числу наиболее чувствительных нейрохимических показателей токсичности ООС может быть отнесено состояние иейроспецифиче- ских белков. Наиболее отчетливо эти изменения выявляются в раннем постнатальном периоде, когда в процессе созревания мозга идет интенсивный биосинтез этих белков. Так, введение крысятам на 5-й день постнатального периода триметилолова (25—30-10՜6 моль/кг массы тела, внутрибрюшинно) через 1, 2 и 6 недель приводило к снижению содержания сннапсина I в гиппокампе [54]. У половозрелых животных при введении триметилолова (18—45-Ю՜6 моль/кг, внутривенно) содержание сннапсина I в нервной ткани также снижалось, при этом наблюдалось торможение эндогенного и стимулированного сАМР-завнсимого фосфорилирования этого ненронспеци- фического белка в гиппокампе [55]. Эти изменения сохранялись в течение 2—3 месяцев, после однократной инъекции триметилолова и сопровождались общим снижением содержания белка и гибелью пирамидных нейронов гиппокампа, в то же время наблюдалась пролиферация глиальных клеток и 3—5-кратное увеличение содержания астроцитарного глиального фибриллярного белка [56]. Эти данные подтверждены в работе Вегга и соавт. [52], в которой также отмечено снижение содержания мест связывания кортикостероидов в гиппокампе. Можно предполагать, что ускоренное размножение глиоцитов и признаки их метаболической активности отражают реакцию на нейрональную гибель в гиппокампе при интоксикации ООС.86



В последующих работах было показано, что не только классический нейротоксический агент три.метилолово, но и другие ООС, в частности трибутилолово и бис (три-н-бутилолово)оксид, при поступлении в организм, особенно в раннем постнатальном периоде, вызывают нарушения синтеза целого ряда нейронспецифических и глияспе- цифических белков—белка р38, нейрофиламента 200, основного белка миелина .и глиального фибриллярного кислого белка [57, 58]. Наиболее выраженными были сдвиги в содержании белка р38 и основного белка миелина в мозжечке; снижение содержания белков возникало при дозах вводимых веществ, которые не влияли на массу мозга и исчезали по мере взросления животных [57].Наблюдаемые сдвиги в биосинтезе и содержании нейроспецифи- ческих белков, особенно синапсииа I, свидетельствуют о нарушении ■синаптических процессов при действии ООС. В ряде работ на основании косвенных данных высказываются предположения о преимущественном нарушении механизмов торможения в ЦНС при действии ООС [29, 32]. Многократное введение новорожденным крысятам триметил- и триэтилолова (5.5-10՜6 и 1-I0՜6 моль/кг соответственно, ■ежедневно в течение 27 дней, внутрибрюшинно) приводит к исходу '2-.месячного постнатального периода к снижению концентрации ГАМК в гиппокампе при сохранении концентрации АХ. холина, диоксифенилацетата, гомоваиилиповой кислоты и норадреналина [59]. Таким образом, возможно, дефицит обусловленного ГАМК торможения действительно играет определенную роль в развитии неконтролируемого ■перевозбуждения и последующего повреждения пирамидных нейронов гиппокампа. Однако, вероятнее всего, это связано со спецификой нейронных систем гиппокампа, поскольку нарушение медиаторных систем при действии ООС не носит специфического узконаправленного па отдельные структуры мозга характера. Гак, триметилолово 
iin vivo и in vitro тормозит поглощение фракцией грубых синаитосо.м из мозга крысы как ГАМК, так и других нейромедиаторов [60]. Разнообразные проявления нейроповедеической токсичности и глубокие метаболические сдвиги в ЦНС при действии ООС свидетельствуют ■об их взаимодействии со многими медиаторными системами—ГАМК- ■ергической, норадренергической, дофаминергической, серотонинергической [14]. Кроме того, различные токсические эффекты ООС могут реализовываться по различным механизмам. Гак. прямое нейротоксическое действие на наиболее чувствительные к повреждению клетки гиппокампа, вероятнее всего, связано с дефицитом торможения, обусловленного ГАМК, в то время как угнетение обратного захвата ТАМК в нейроструктурах может лежать в основе антикоцииептивпого действия ООС в силу замедленной инактивгнги медиатора и наплетающего торможения определенный групп нейронов [60, 61]. Эти соображения подтверждаются тем, что антгнецкпептивное действие триметилолова усиливается при одновременном введении ингибиторов •обратного захвата и метаболизма ГАМК—;п.-"кетовой кислоты и ■у-вниил-ГАМК [01], и ослабляется под действщм бикукуллина, но 87



не налоксона [60]. Представляет интерес тот факт, что характер, локализация и, по-видимо.му, механизм формирования патологических очагов в гиппокампе и других структурах лимбической коры при интоксикации триметилоловом и введении конформационио жесткого аналога глутамата каиновой кислоты различен [62]. Это обстоятельство, а также тот факт, что барбитураты подавляют судорожные очаги, .индуцированные ООС [62], а триэтилолово блокирует судороги, вызванные введением антагонистов ГАМК-рецепторов [63], косвенно свидетельствуют о срыве процессов торможения как о начальном звене патологического процесса, за которым следует, по-види- мому, избыточная активация системы возбуждающих аминокислот.Ряд данных свидетельствует о вовлечении в процесс повреждения, связанный с действием ООС, холинергической и дофаминергической систем мозга. Так, внутримышечное введение половозрелым крысам трнметилолова в дозе 14,5 и 17,5- Ю՜6 моль/кг приводит к снижению плотности ,։(-холпнорецепторов на нейронах гиппокампа [64]. В модельных экспериментах на синаптосомах из электрического органа угряТ orpedo marmorata, чрезвычайно богатого н-холииорецеп- торами, показано, что преинкубация с триметнлоловом в концентрации 3,5-10~3М тормозит высвобождение АХ деполяризующими агентами [65]. Трибутилолово вызывало аналогичный, по менее выраженный эффект, однако в отличие от трнметилолова оно стимулировало высвобождение АХ .из интактных сипаптосом [65]. Эффекты триме- тилолова воспроизведены на переживающих срезах полосатого тела мышей [65]. Таким образом, ООС могут вмешиваться в тонкую регуляцию ацетилхолиновой медиации, что .может быть одной из причин нарушения межнейрональной коммуникации в головном мозгу, а также и в периферической и вегетативной НС.Изменения в системе биогенных аминов мозга наиболее выражены при интоксикации триэтилсловом. Показано, что триэтилолово снижает в головном мозгу уровень норадреналина [66] и дофамина [67] через 7—21 сутки после введения в дозе 22-Ю՜6 моль/кг, а также общее содержание серотонина [68]. Определенное влияние на метаболизм катехоламинов оказывает m триметилолово. Так, через 7 суток после внутрижелудоч- ного введения трнметилолова в дозе 39-10՜6 моль/кг крысам выявлено снижение уровня дофамина и 3,4-дигидроксифенилацетата в 
п. accunibens, содержания серотонина и повышение уровня 5-гпдрок- оииндолилуксусной кислоты в стриатуме и п. accunibens [69]. При этом обнаружено дозозависимое снижение метаболического оборота серотонина при неизменном обороте дофамина [69]. Все это дает основание предположить нарушение регулируемых процессов биосинтеза медиаторов катехоламинового ряда и других биогенных ам,инов.Другой точкой приложения действия ООС может быть эффекторный механизм реализации медиаторного действия катехоламинов— аденилатциклазная система. Так, показано, что триэтил- si трифенил֊ олово in vitro при добавлении к гомогенатам мозга ингибируют базальную активность адеиилатциклазы, не влияя па стимулируемую 88



норадреналином и дофамином активность [70]; в условиях in vivo, тем не менее, существенного снижения уровня сАМР под действием ООС не выявлено [70]. В то же время, связывание дофаминового агониста [3Н]спиперона с дофаминовым рецептором при интоксикаци триметилоловом существенно не изменялось [69].Таким образом, интоксикация ООС приводит к многообразным нарушениям медиаторных систем мозга. Многие звенья медиаторного цикла (в частности, везикулярная секреция) при этих условиях еще практически не изучены. Однако накопленный материал позволяет сделать заключение, что одним из компонентов нейротоксического действия ООС является нарушение взаимоотношений между медиаторными системами, что, наряду с метаболическими сдвигами, может лежать в основе поведенческих эффектов.ЗаключениеПриведенные данные свидетельствуют о множественности механизмов нейротоксического действия ООС. Особое внимание привлекают такие моменты, как нейрометаболические эффекты (угнетение энергетического метаболизма), нарушение биосинтеза белков, в том числе нейроспецифическпх, нарушение структуры миелина, признаки преимущественного дефицита обусловленного 1АМК центрального торможения, а также нарушения других медиаторных систем. Все эти изменения свидетельствуют о неспецифическом характере повреждающего действия ООС, когда в патологический процесс вовлекается сразу множество жизненно важных для головного мозга явлений Вероятнее всего, все они являются производными от наиболее общих механизмов влияния ООС на биологические системы. Таковым, по-виднмому, является их мембранотропное действие, а после стадий биотрансформации—токсическое действие олова, как тяжелого металла. Об этом, в частности, свидетельствуют данные по измерению содержания SH-групп в тканях [71]. Нс исключено также прямое модифицирующее действие ООС на гемсодержащне белки, как па гемоглобин, так и на цитохромы.В ряде работ продемонстрированы гепатотоксические 'ффекты ООС [72, 73] и их угнетающее влияние на иммунный статус организма [74, 75], действие на выделительную функцию почек [76]. В связи! с этими данными следует ожидать, что некоторые проявления могут быть вторичными, обусловленными влиянием на экстраневраль- ныс системы. В то же время, ранние нейроповеденческие и нейромор- фологические сдвиги, целый ряд нейрохимических нарушений, в частности нарушение синтеза нейроспецифическпх белков н состояние миелина, свидетельствуют об избирательной нейротоксичности ООС. что может рассматриваться как специфическое действие данного класса соединений. Многообразие проявлений и механизмов этого действия позволяет па примере ООС представить обобщенную схему, отражающую возможные типы нейротоксических эффектов в соответ- 89



ctbhii с современными представлениями о структуре и функции ЦИС.Эта схема не претендует на исчерпывающую полноту и является, попыткой систематизировать все многообразие нейротоксических эффектов, так или иначе реализуемых через нейрохимические процессы, лежащие в основе работы мозга. Она базируется не только на ана-
Г рэяглзпия иейлоток-

СИЧНССТ4 JJ 1 оксиколо* 
г. ч.-ск м зкспсримсше

Наблюдаемые измен? ни-։

1 1ейроповеден1еские Изменения спонтанной двигательной и исследовательской 
[активности, сенсорных функций, эмоциональной сферы, пи
щевого и полового поведения, условно-рефлекторной дея
тельности и консолидации навыков.

Не1рофиз юлог веские Изменения интегральных показателей деятельности НС,, 
скорости проведения нервных импульсов, состояния нервно- 
мышечной передачи, изменения функциональной активно
сти нервных центров, нейрональных групп, отдельных ней
ронов.

Нейроморфол >г. ческпс Макро- и микроскопические изменения нейрбцптов и со
судистого компонента, изменения цитоархитектоники нейро
нов, ультраструктурные нарушения биомембран, синаптиче
ского аппарата, субклеточных структур, изменения нейро
глиальных взаимоотношений.

Нейрохимические и 
ненрэнммунол отче
ские

Изменения фундаментальных биохимических процессов— 
энергообеспечения, биосинтеза белка, протеолиза, наруше
ния надмолекулярной организации энзиматических систем и. 
комплексов, изменения скорости и направленности реакций 
биокатализа.

Сдвиги в содержании и обмене нсйроспсцпфическпх бел
ков и пептидов, ковалентная модификация белков.

Изменения специфических характеристик синаптических 
процессов—синтеза, везикулярного высвобождения, циторе- 
цепции, обратного пресииаптического захвата и глиального 
поглощения нейромедиаторов, механизмов функционального 
сопряжения рецепторных и эффекторных систем, структуры 
и функции канал-рецепториых образований и аппарата их 
управления.

Развитие аутоиммунных процессов на фоне измененной 
проницаемости ГЭБ.

лизе приведенного фактического материала, но и на многочисленных данных, представленных в руководстве ВОЗ [6]. Схема намечает также стратегию нейротоксикологического эксперимента, проводимого с целью выявления нейротоксических свойств у ксенобиотиков.
90



THE MAIN MANIFESTATIONS AND MECHANISMS GF NEUROTOXITY OF THE TIN-ORGANIC COMPOUNS
ROSANOV V. A.. SHAFRAN L. M.

All-Union Scientific Research Institute of aquatic transport, USSR 
Ministry of Public Health, OdessaThe main manifestations and possible mechanisms of neurotoxic •effects of a group of tin-organic compouns (TOC) have been represented. The wide spectrum of TOC effect upon the state of vitally important processes in brain (energetic metabolism, biomembrane and myelin state, nettrospecific proteins synthesis and functions, synaptic processes) has’been demonstrated. The analysis of the main neuromorphoiogical manifestations of toxlty (selective neuronal death in hippocampus) In conjuction with other indications (decrease of GABA content and transport, neurophysiological symptoms of the neuronal hyperactivity) give ground to suppose that the disturbance of central inhibition processes is • one of the sufficient components of I Ok- injuring action upon the nervous tissue. The summarizing scheme of neurotoxic action manifesiations and realization mechanisms that determines the strategy of experimental studi s of neurotoxicity has been represented.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 10, № 1—2, 1991

Письма в редакцию

УДК 577.152—615.015

ВЛИЯНИЕ ГИПОТАЛАМИЧЕСКОГО ФАКТОРА 
НА СОКРАТИТЕЛЬНУЮ СПОСОБНОСТЬ ГЛАДКОЙ 

МУСКУЛАТУРЫ АОРТЫ

АЛЕКСАНЯН А. Р.
Институт биохимии им. Г. X. Бунятяна АН Армении, Ереван

Открытие в 60-х годах кардиоактивных нейрогормонов гипотала
муса—регуляторов сердечного кровообращения [1] и, в последую
щем, их множественных форм [2] показали, что эндокринный гипо
таламус регулирует сердечную активность.

В системе исследований Отдела биохимии нейрогормонов Инсти
тута биохимии АН Армении по выделению и изучению как коропаро
расширяющих, так и коронаросуживающих нейропептидов гипотала
муса .и сердца, значительный интерес представляет группа коронаро- 
расширяющих соединений типа нейрогормона «С», которые были оха
рактеризованы как полициклические соединения непептидной при
роды, так как они в значительной степени сохраняются при фермента
тивном, кислотном и щелочном гидролизе.

Недавно Галояном и соавт. были выделены из гипоталамуса 
крупного рогатого скота четыре соединения, которые условно были 
названы веществами 1, 2, 23, 44. Были изучены физико-химические 
свойства кардиотропных соединений ЯМР, ЭПР и масс-спектральиым 
анализом. Полученные данные свидетельствуют о сложном полицик
лическом характере этих веществ [3].

Учитывая ингибирующее влияние одного из кардиотропных ве
ществ (44) па Са2+-кальмодулинзависимую фосфодиэстеразу и на 
фосфорилирование легких цепей миозина, представляет интерес изу
чение влияния этого вещества па сократительную способность глад
кой мускулатуры аорты.

Низкомолекулярные соединения гипоталамуса, содержащие мно
жественные формы кардиотропных соединений, получали по методу, 
описанному ранее [4]. Разделение осуществляли методом ВЭЖХ в 
обратнофазовом решении. Кардиотропную активность определяли по 
ранее описанному методу [5]. Влияние соединения 44 па гладкую 
мускулатуру грудной аорты кролика определяли следующим методом: 
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белых кроликов массой 2,3—2,7 кг умерщвляли эмболией через ушную- 
вену и быстро изолировали аорту.

После удаления окружающих тканей аорту спиралеобразно выре
зали под углом 45°. При этом образованную полоску шириной 2,5 мм 
и длиной 30 мм помешали в рабочую камеру, содержащую раствор 
следующего состава (в мМ): ХаС1—39,7, КС1—80. МцС12-Н»О—1,2, 
Х’аНСОз—25. КН2РО4—1.2, глюкоза—10,0 мМ [6]. Раствор кахгеры 
при температуре 37±0,5°, pH 7,4, аэрировали смесью 95%—0;, 5% — 
СО2. Механическую активность сосудистой мускулатуры изучали в- 
изометрическом режиме с помощью двуханодного диодного механа-

Рис. Влияние вещества 44 па сокращение полоски грудкой аорты кро
лика Максимальное сокращение, вызываемое СаС12 (3.10--1М). прини
мали за 100% (1). Стрелкой указано время, когда в среду добавляли 

вещество 44 (2)

трона типа 6МХХ2Б. Для записи механограммы использовали само
писец (Endiin), скорость движения составляла 1,6 мм в мин, нагруз
ка на препарат равнялась 2 г. Препарат сначала инкубировали в те
чение 1 ч, а затем добавляли СаС12 в концентрщби 3-10֊< М, вызы
вая сокращение аорты и на этом фоне рассматривали действие ве
щества 44 Эта концентрация СаС12 вызывает сокращение полоски 
аорты которое доходит до плато, достигая устойчивого состояния и 
сохраняется на этом уровне в течение нескольких часов. Па этом 
фоне добавляли вещество 44 (2-10֊’ опт ед.). Эта доза вызывала 
постепенную релаксацию аорты иа 40 50 /0 в течение I ч (рис. 1). 
Полученные данные свидетельствуют о прямом и весьма эффективном 
влиянии этого нового ,-нпоталамического кардиотропного фактора на 
гладкую мускулатуру аорты и подтверждают наше предположение о 
том что вещество 44, ингибирующее фосфорилирование легких цепей 
миозина, должно вызывать релаксацию гладкой мускулатуры.
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INFLUENCE OF HYPOTHALAMIC FACTOR ON AORTA SMOOTH 
MUSCLE CONTRACTILITY

ALEKSANIAN A. R.
H. Ch. Buniatlan Institute ot Biochemistry. Armenian Academy of Sciences, 

Yerevan

The effect of a cardiotropic compound isolated from liypothalam tts 
inhibited Ca-CAA-dependent PDE and myosin light chain phosphoryl a. 
tion upon aortic smooth muscle contractility has been investigated.
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Биофизическая химия функций мембран.

В книге приведена сбалансированная информация о биологии, 
химии и физике мембран, их специфических функциях, связанных с 
транспортом веществ, переносом энергии и преобразованием сигна- 
.лов. Содержащиеся в книге современные данные о столь разпообраз 
ных свойствах m функциях позволяют использовать ее в качестве 
универсального справочника по таким вопросам, как строение и со
став мембран, все известные к настоящему времени системы транс
порта, разнообразные механизмы переноса энергии m отдельные 
типы трансформации сигналов.
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ХРОНИКА

К 80-ЛЕТИЮ СО дня РОЖДЕНИЯ Н. Н. ДЕМИНАИсполнилось 80 лет одному из замечательных советских нейрохимиков профессору Николаю Николаевичу Демину. Основные вехи его жизненного пути и научно-общественной деятельности были изложены в юбилейной статье, посвященной его 75-летию (Нейрохимия, т. 5, с. 85—87, 1986). Сегодня нам представляется целесообразным остановиться более подробно на научных достижениях проф. Н. Н. Демина, не нашедших полного отражения в той публикации.Воспитанник Ленинградского государственного университета, сформировавшийся под влиянием акад. А. Д. Сперанского и проф. Е. С. Лондона, Николай Николаевич Демин очень рано посвятил себя функциональной биохимии. В 1935—40-ые годы им была выполнена серия работ по изучению гомеостатической функции эритроцитов в отношении концентрации аминокислот (и полипептидов) в плазме крови. В 1946—начале 70-ых годов сотрудниками Николая Николаевича в разных лабораториях был проведен большой цикл исследований по экспериментальной разработке его основополагающей оригинальной идеи о том, что нейромедиаторы, в частности ацетилхолин, не только участвуют в передаче нервных импульсов, но могут играть и более широкую роль как модуляторы многих метаболических процессов. Было установлено, что действие ацетилхолина на клеточный метаболизм осуществлялся прежде всего через изменение свойств мембранных структур (не только синаптических, но и других, включая внутриклеточные), а синаптические эффекты ацетилхолина являются частным случаем его общей мембранной активности.В результате космобиологических исследований проф. Демина и соавт. (196!—82-ые годы) были охарактеризованы нейрохимические последствия космических полетов подопытных крыс; особо следует отметить, что установленное им в свое время совместно с А. А. Гурд- жианом, Г1. В. Корнеевой и др. отсутствие следов влияния космической радиации па метаболизм у собак, перенесших космический полет, явилось одной из важных предпосылок для организации полета в космос человека.Начиная с копна 60-х годов, под руководством Николая Николаевича в лаборатории функциональной нейрохимии Института физиологии им. И. П. Павлова АН СССР были широко развернуты работы по выявленью ряда метаболических коррелятов сна и экспериментальных нарушений циклов бодрствовав ие-различные фазы сна. Такие исследования были проведены па различных специфических 97
7-2И0



структурах головного мозга, имеющих отношение к регуляции динамики этих циклов. Но если в настоящее время активно развивающееся изучение нейрохимических процессов во время сна сводится, в основном, к выявлению нейромедиаторных и нейро.модуляторных механизмов его динамики с исследованием метаболизма соответствующих биоактивных веществ, то ценность работ проф. II. Н. Демина связана прежде всего с тем, что он сконцентрировал внимание на остающихся пока мало изученными фундаментальных внутриклеточных процессах во время сна. Так, были исследованы сдвиги метаболизма белков и РИК в отдельных клетках нервной ткани (телах нейронов и окружающих их глиоцитах). На основе многочисленных собственных и некоторых литературных данных проф. И. И. Деминым была сформулирована достаточно аргументированная гипотеза о причинах биологической необходимости сна. В 1988 году он писал, что причиной потребности в периодических эпизодах сна может быть необходимость восстановления нормальной структуры липопротеидных компонентов, в первую очередь, синаптических мембран, которые прогрессивно денатурируются при бодрствовании; при этом было подчеркнуто, что для репаративных процессов в нейронах особенно важна именно парадоксальная фаза сна.В последние годы Николай Николаевич занялся нейрохимическими исследованиями другого, весьма своеобразного состояния деаффе- рентации, причем длительного, гипобиотического характера (зимняя спячна млекопитающих)— состояния, хорошо контролируемого определенными структурами головного мозга. В результате проведенных исследований (на кавказских сусликах) был установлен тот существенный факт, что, несмотря на температуру головного мозга, сниженную До 3—4°, в некоторых ядрах гипоталамуса и шва происходят сложные процессы метаболизма белков и РНК, имеющиеся в динамике зимней спячки. На основании собственных экспериментальных данных, а также имеющихся материалов других исследователей проф. И. Н. Деминым в соавторстве с Т. X. Шортановой и Э. 3. Эмир- бековым была опубликована не имеющая еще аналогов в мировой литературе монография «Нейрохимия зимней спячки млекопитающих» (Л., «Наука», 1968).Перу проф. Н. И. Демина принадлежит около 160 научных публикаций, в число которых входят 3 монографии и ряд крупных обзоров. Он является заслуженным членом Международного HSN) и Европейского (ESN) нейрохимических обществ, а также Международной организации изучения мозга (IBRO).Николай Николаевич вносит большой вклад в работу нашего журнала, принимая постоянное участие в рецензировании и редактировании публикуемых в нем статей.Редколлегия журнала «Нейрохимия» сердечно поздравляет дорогого Николая Николаевича с замечательным юбилеем и желает ему՛ крепкого здоровья, неустанных сил и новых творческих достижений.РЕДКОЛЛЕГИЯ
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всесоюзный симпозиум «физиологическоеИ КЛИНИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ РЕГУЛЯТОРНЫХ ПЕПТИДОВ»
(27—29 декабря 1990 г.. Нижний Новгород)С 27 по 29 декабря 1990 года в Нижнем Новгороде проходил Всесоюзный симпозиум «Физиологическое и клиническое значение регуляторных пептидов». В организации симпозиума принимали участие Академия наук СССР, Академия медицинских наук СССР, министерство здравоохранения СССР, Горьковский научно-исследовательский педиатрический институт.На симпозиуме были рассмотрены итоги исследований по проблеме регуляторных пептидов (РП), проведенных в нашей стране в течение последних лет т намечены наиболее перспективные направления дальнейших исследований.В работе симпозиума приняли участие 139 человек. Было проведено одно пленарное и 7 секционных заседаний. Пленарное заседание было посвящено кардинальным проблемам современной пептидологии, па секционных заседаниях рассматривались фундаментальные и эволюционные проблемы физиологии пептидов, структура и функциональные свойства РП, мембранные и молекулярные механизмы действия РП на возбудимые структуры, структурно-функциональная организация передачи информации РП, РП в регуляции функции нервной и висцеральной систем организма, использование РП в клинической практике.В докладе А.М. Уголева (Институт физиологии им. И. П. Павлова АН СССР, Ленинград) были изложены основные проблемы эволюции эндогенных регуляторных олигопептидов и представлен прогноз дальнейших исследований гормональной системы желудочно-кишечного тракта. Приведены многочисленные примеры структурного сходства и различия пептидных молекул, выделенных из эволюционно далеких биологических источников, показано функциональное разнообразие гомологических структур и функциональное сходство пептидов с сильно՛ различающейся последовательностью аминокислотных остатков. Эта информация представляет собой богатейший материал для формулирования основных принципов эволюции функций, для объяснения явления полнфункциональности (полипотентности) н для характеристики целого ряда других важнейших физиологических явлений.Принципиальным вопросам методологии исследования биологического действия пептидов был посвящен доклад И. П. Ашмарина (Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова) «Пря99>



мые, косвенные и иллюзорные эффекты пептидов-бпорегуляторов». Докладчик обратил внимание на то, что заключения о новых физиологических функциях РП часто делаются на основании использования доз или концентраций РП, в Ю3—10® раз превышающих их содержание в тканях и жидкостях организма. Следует при этом учитывать, что реальные концентрации свободных РП в 10։—103 раз ниже определяемых с помощью радиоиммунных и 'иммуноферментных методов, так как РП действуют и транспортируются связанными с белками-носителями. В связи с этим наиболее адекватно исследование эффектов концентраций в 102—103 меньших, чем те, которые описываются как средние при использовании радиоиммунных и иммуно- ферментных методов. Неправомерны оценки эффектов РП, основанные только на повышении их концентрации; действительная оценка может быть дана только с учетом эффекта снижения концентрации РП. Решение вопроса о прямом или косвенном происхождении наблюдаемого эффекта РП возможно лишь при выявлении рецепторов к данному РП. Исходя из изложенных соображений, И. П. Ашмарин сформулировал минимальные требования к объективности оценки того, насколько выявленная биологическая активность данного РП обеспечивает его физиологические функции в организме. Минимальный комплекс тестов, позволяющих признать эффект пептида соответствующим его биохимическим и физиологическим функциям в организме включает:а) изучение действия пептида в концентрациях, превышающих средние концентрации в тканях и жидкостях организма не более, чем в 100 раз;б) изучение действия «сверхмалых» концентраций (10_|2М и менее); в) изучение эффектов пассивной иммунизации к пептиду;г) изучение эффектов активной иммунизации к пептиду;д) выявление рецепторов к пептиду, локализованных в клетках, тканях и органах, прямо связанных с биохимическим и/или физиологическим эффектом.Веским подкреплением положения о тесной взаимосвязи и взаимодействии эндогенных пептидов могут служить данные, приведенные в обстоятельном сообщении П. К. Климова и Г. М. Барашковой (Институт эволюционной физиологии՛;։ биохимии им. И. М. Сеченова, Ленинград). Согласно этим данным, отклонения от базального уровня любого из регуляторных пептидов обязательно воспринимаются рецепторами соответствующих структур как мозга, так и висцеральных органов, что приводит к изменениям содержания других пептидов в крови. Так, введение через ту же самую канюлю в бледный шар соматостатина снижало содержание в крови эндогенного гастрина, а введение метэнкефалина, напротив, повышало содержание гастрина; введение субстанции «Р» вызывало незначительные изменения содержания в крови гастрина и инсулина, ио достоверные изменения содержания соматостатина и вазопрессина. Инъекция субстанции «Р» в хвостатое ядро увеличивала содержание в крови инсулина в 
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течение 90 мин. Обобщая результаты многолетних исследований,. 
П. К. Климов объяснил физиологическое действие регуляторных пептидов специфичностью молекулярного кода, многовариантностью рецепторов клеток-мишеней, каскадным действием пептидов. Он сформулировал «камертонный» принцип отражения содержания пептидов мозга в периферической крови, выдвинул представления о меняющемся «образе» пептидной мозаики при смене физиологических ситуаций,, обосновал тесную взаимосвязь регуляторных пептидов с другими эндогенными веществами организма, в том числе—с моноаминами при рефлекторных актах в пищеварительной системе. Предложенный нм «камертонный» принцип действия пептидов по существу отражает тот факт, что пептиды образуют своеобразные функциональные семейства с центральными звеньями, «прикосновение» к которым сказывается па сонастроенных периферических звеньях («камертонный» эффект).Выдвинутое П. К. Климовым представление о «камертонном» эффекте, как и каскадные однонаправленные регуляторные процессы, осуществляемые короткоживущими пептидами, отражают системный, характер действия РП. РН функционируют не автономно, а в тесной связи с другими РП и эндогенными веществами гак, что наблюдаемый эффект всегда представляет собой результат включения системы РП и других эндогенных веществ. Системному характеру эффектов РП был посвящен и доклад Р. И. Кругликова (Институт высшей нервной деятельности и нейрофизиологии АН СССР, Москва), рассмотревшего место нейрспептидов в нейрохимических механизмах обучения и памяти. В докладе были приведены данные об участии РП в регуляции функционирования нейрохимических систем, обеспечивающих интегративную деятельность мозга. В частности, было показано, что влияние РП па процессы обучения и памяти зависит от состояния нейромедиаторных систем мозга. В свою очередь, РП модулируют активность нейромедиаторных систем, модифицируя их влияние на процессы обучения и памяти.Совокупность полученных данных позволяет видеть в системных эффектах РП механизм системной детерминации деятельности организма О А Гомазков посвятил свои доклад проблеме уровней молекулярной и структурной организации системы РП в клетке. Выдвинутая автором концепция включает три основных положения, суть- которых состоит в следующем. Все этапы синтеза РП и их секреция контролируются обратными связями, зависящими от характера и интенсивности вызываемого РП эффекта, реализующимися через соответствующие рецепторы, активация которых в конечном счете приводит к изменениям активности генетического аппарата клеток. В одной .и той же клетке могут синтезироваться несколько предшественников и далее__ РП. Вместе с тем биогенез РП в разных тканях носит специфический характер, определяемый особенностью данной ткани Изложенные положения составляют теоретическую схему взаимосвязи между биосинтезом и функциями РП.

ЮГ



С обобщением многолетних исследований _цо эволюционным аспектам пептидологии выступила Т. И. Солертинская (Институт эво- люционной физиологии и биохимии им. 11.М. Сеченова, Ленинград). Исследования, основанные на теории Л. И. Карамяна о критических этапах развития интегративной деятельности мозга в филогенезе, позволили установить, что нейрохимическая пептидная регуляция поведенческой активности в эволюции реализуется по общему принципу развития от диффузных неспециализированных форм влияния к дискретным специализированным формам. Предполагается, что распределение и содержание РП в ядрах мозговых структур коррелирует с их влиянием на ЦНС.Среди материалов, посвященных эволюционным аспектам пептидологии, большой интерес представляют также результаты изучения влияния РП на пищеварительные функции у рыб (/7. /<. Климов. 
И. А. Шпарковский, Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова АН СССР, Ленинград; Мурманский морской биологический институт Кольского научного центра АН СССР). В хронических экспериментах на рыбах фазного филогенетического уровня и экологической специализации исследованы влияния внутривенного или ин- трацентральпого введения ряда РП на двигательную и миоэлектри- ческую активность пищеварительного тракта, интенсивность питания и пищевое поведение. Обнаружена зависимость эффектов РП от способа введения, исходного функционального состояния, видовых особенностей рыб, выявлены некоторые нейрохимические механизмы исследованных реакций. Высказано предположение о наличии у рыб рецепторов к некоторым РП.Оригинальное представление об участии регуляторных пептидов в формировании и поддержании устойчивых функциональных состояний организма выдвинули С. А. Титов, О. И. Мамиконова (Институт! системных исследований АН СССР). Исходя из концепции акад. 
И. П. Ашмарина, в соответствии с которой освобождение или эндогенное введение определенного пептида вызывает запуск каскадного процесса выброса одних соединений при ингибировании освобождения других, авторы полагают, что каждый из освобожденных пептидов регулирует скорость выброса не только новых пептидов, по и тех, которые принадлежат предыдущим ступеням каскада. Таким путем формируется система с большим числом положительных, отрицательных и взаимоугпетающих обратных связей. Соотношение концентраций функционирующих пептидов и непептидных соединений создают определенный нейрохимический «фон» или «контекст», который в значительной мере предопределяет реакции организма на разнообразные воздействия. Авторы предполагают, что разработанные па основании этих предпосылок модели позволят оценивать состояние организма .н прогнозировать, в частности, реакции на введение фармакологических препаратов.Ряд сообщений был посвящен дизайну пептидов. В докладе 
Л. К. Полевой (Институт органического синтеза АН Латвийской 102



ССР) были рассмотрены молекулярные механизмы эффектов некоторых вазоактивных пептидов и особенности специфических клеточных рецепторов. Учет особенностей рецепторов позволяет осуществлять модификации природного пептида, направленные на повышение его стерической и функциональной ко.мплементарноспи с рецепторрм.
Т. А. Гудалиева и соавт. (НИИ фармакологии АМН СССР) обосновали новый принцип пептидного дизайна. Этот принцип исходит из предположения о том, что .многие лекарственные вещества с неизвестным механизмом действия проявляют свою активность через пептидергические рецепторы. Отсюда вытекает возможность конструирования новых биологически активных олигопептидов, исходя из структуры лекарственных веществ. Путем такого пептидного дизайна классического ноотропа пирацетама получена группа дипептидов-ноотро- пов, активность которых в 103 раз превосходит активность пирацетама. Интересно, что один из высокоактивных дипептидов—Рут-Аэп-МНо представляет собой фрагмент и возможный метаболит вазопрессина. По данным Р. У. Островской и соавт. (ИИИ фармакологии АМИ СССР),, такие дипептиды нормализуют высшие интегративные функции мозга, нарушенные различными повреждающими воздействиями. Большого внимания заслуживает выявленная авторами способность исследованных пептидов нормализовать врожденные нарушения процессов обучения и памяти у животных, подвергавшихся воздействию алкоголя в пренатальном периоде.эффектам синтетических аналогов трех ранее выделенных из мозга быка, было посвящено (Институт нормальной физиоФизиологическим неизвестных пептидов,

Детально охарактеризовав по-сообщение В. В. Шерстнева и соавт. логин им. И. К. Анохина АМН СССР. Институт биоорганической химии им. М. М. Шемякина АН СССР). Детально охарактеризовав поведенческие эффекты трех аналогов, авторы пришли к заключению о целесообразности дальнейшего изучения роли исследованных аналогов в механизмах агрессивности, обучения и памяти.Убедительные данные о биологических эффектах пептидов семейства бомбезинов представили А. Т. Марьянович и соавт. (Военно-медицинская академия им. С .М. Кирова, Ленинградский государственный университет). Как показали авторы, введение бомбезпна в мозг вызывает брадикардию, системную пипертензию и вазодилатацию в специализированных органах теплоотдачи. Введение бомбезипа кроликам с предварительно удаленными ушными раковинами не вызывает гипотермии. Сопоставляя влияние на терморегуляцию бомбезпна, нейротензина и субстанции Р, авторы показали, что оомбезин повышает теплоотдачу без увеличения теплопродукции, а два других пептида стимулируют оба процесса. Факт существования в головном мозгу эндогенных ^бомбезинподобных пептидов указывает, по мнению авторов, на их участие в центральных механизмах регуляции кровообращения.
Л. Е. Громова и соавт. (Институт биофизики ЛИ СССР, Институт белка АН СССР) провели сравнительный анализ влияния ана- 103



логов кеи-энкефалина на исследовательское поведение- крыс. Авторами выявлена зависимость эффектов пептидов от времени и дозы введения вещества. Физиологическая активность исследованных аналогов Ьеи-энкефалина обусловлена их химической структурой.Новые данные о биологических эффектах пептида дельта-сна (НДС) привел в своем сообщении В. М. Ковальзон (Институт эволюционной морфологии и экологии животных им. Л. II. Северцова АН СССР). В тщательных исследованиях не удалось обнаружить гипногенной активности ПДС, но такая активность была обнаружена у некоторых аналогов ПДС с повышенной устойчивостью к аминопептидазам. Предполагается, что гипногенпые -ффскты аналогов ПДС связаны с их взаимодействием с нейропептида ми, участвующими в регуляции сна. Как отмечает автор, в настоящее время формируется представление о ПДС как о трофотропном гормоне, который является новым, ранее не известным звеном эндокринной регуляции организма.В докладе /1. М. Уголева, А. Д. Дмитриева и М. Б. Смирновой՛ «Кишка как двойной эндокринный орган» представлены экспериментальные доказательства того, что в эндорфинпродуцирующих клетках кишечника (нервных, эндокринных и клетках иммунной системы) могут иметь место два типа негативной регуляции синтеза эндорфинов: в одних клетках синтез эндорфинов может подавляться глюкокортикоидами, как это имеет место в клетках передней доли гипофиза, в других клетках синтез эндорфинов может подавляться дофамином, как это происходит в клетках промежуточной доли. Путем расчленения тонкого кишечника крыс на слизистый и мышечно-серозный слои показано, что до 80% иммунореактивного гастрина локализуется в мышечно-серозном слое. Таким образом, по крайней мерс в тонком кишечнике крыс основными продуцентами пептидов могут быть нервные клетки, а не эндокринные, как считалось до сих пор.
В. Г. Зилов, С. К. Рогачева, Л. И. Иванова (кафедра нормальной физиологии I ММИ им. И. М. Сеченова) сообщили о повышении толерантности оборонительной мотивации к этанолу под влиянием субстанции Р. Обобщая собственные и литературные данные; авторы пришли к важному заключению о возможности использования пептидов в качестве средств, повышающих устойчивость организма к этанолу или подавляющих отрицательное влияние алкоголя на формирование целесообразного поведения.Большое внимание участников симпозиума привлекло сообщение 

М. В. Козловой и В. А. Коленчука (Институт экспериментальной кардиологии ВКНЦ АМН СССР) о нейротрофических эффектах опиоидных пептидов и вещества Р. В экспериментах, проведенных на диссоциированных культурах спинного мозга, было обнаружено повышение выживаемости нейронов под влиянием Беи-энкефалнна, далар- гина и субстанции Р. Отмечены усиление нейрнтного роста и изменения адгезивности. Как полагают авторы, отмеченные эффекты мо
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гут лежать в основе лечебного действия даларгина при боковом амиотрофическом склерозе.Принципиальные вопросы классификации эндогенных регуляторных омегопептидов затронули в своих докладах А. А. Замятнин и 
Т. В. Стрекало (Институт нормальной физиологии им. П. К. Анохина АМН СССР, Москва). На основании анализа современных подходов к структурной классификации олигопептидов А. А. Замятнин пришел՛ к заключению о том, что задача классификации олигопептидов сводится к сравнительному анализу первичных структур. Автором предложен 50%-ный критерий оценки гомологии первичных структур. Предлагаемый критерий может быть использован для анализа дипеп- тидов и даже «монопептидов», то есть аминокислот. Что касаетс(я функциональной классификации эндогенных регуляторных .омегопептидов, то основу такой классификации могут составить наборы клеток, обладающих рецепторами к данному пептиду и реализующих ту или иную форм)' функциональной активности.С помощью компьютерного подхода продемонстрировано многообразие структур и функций физиологически активных олигопептидов, дана характеристика первого в нашей стране специализированного банка данных EROP—Moscow. Совокупность данных этого банка была рассмотрена как самостоятельный объект исследования, что позволило автору провести структурную классификацию природных аминокислотных последовательностей, в результате чего получены группы структурно и функционально родственных молекул. Результаты этой классификации в дальнейшем использовались для выявления функционально-значимых химических радикалов, характерных для физиологически активных веществ пептидной природы. О банке данных по структурно-функциональной организации и активности пептидов и белков-регуляторов сообщили А. М. Ерошкин и соавт. (НПО «Вектор», ВНИИ молекулярной биологии, Новосибирская область).Большой интерес участников симпозиума вызвал доклад А. И. 
Масюка, В. К. Рыбальченко и соавт. (Институт физиологии Киевского университета), в котором рассматривалось взаимодействие вазопрессина и субстанции Р с плазматической мембраной гепатоцитов.Взаимодействие пептидных гормонов субстанции Р с плазматической мембраной клетки начинается с nix погружения в липидную фазу мембран. Затем вследствие изменения конформации молекулы субстанции Р оказывается возможным ее взаимодействие с неспецифическими рецепторами, в результате которого активизируются системы вторичных посредников и реализуется соответствующий физиологический эффект. В этой связи интересно, что А. А. Болдырев в монографии «Биологические мембраны и транспорт ионов» (М., Изд. МТУ, 1985) высказал предположение о том, что безрецепторное действие нейропептндов» осуществляется помимо влияния на специфические нейрональные рецепторы. Все более широкое применение начинают находить пептиды в клинической практике. На симпозиуме были 
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представлены материалы, отражающие две основные линии клинического использования пептидов. Первая из них—исследование изменений содержания пептидов в крови при различных заболеваниях, вторая—лечебное применение пептидов. По данным Е. М. Стародуба (Государственный медицинский институт, Тернополь), синтетические пептиды кальцитрин и даларгип оказывают выраженный лечебный эффект при язвенной болезни желудка и двенадцатиперстной кишки. Обнадеживающие данные были приведены в сообщении Г. А. Вар
таняна, М. В. Нвуй миной и А. И. Чибисова (НИИ экспериментальной медицины, Ленинград), посвященном участию нейропептидов в лечении центральных двигательных расстройств. Установлено, что при органических повреждениях центральных моторных систем (травма, опухоль, инсульт) в цереброспинальной жидкости проявляется низкомолекулярный пептидный фактор, имеющий отношение к клиническим проявлениям центрального пареза. Позднее в цереброспинальной жидкости появляется другой высокомолекулярный пептидный фактор, комплементарный первому и образующий с ним единый комплекс, который является важным фактором компеисаторио- вссстановительных перестроек. Исходя из этого, авторами предложен метод ликворотерапии для лечения остаточных двигательных нарушений центрального генеза. Полученные данные свидетельствуют о выраженном лечебном эффекте, в происхождении которого определенную роль играют компенсаторные перестройки в нейродинамике мозга в виде активации стволовых образований >и симметричных структур интактного полушария.Помимо рассмотренных докладов на симпозиуме был -представлен целый ряд интересных сообщений, затрагивающих различные аспекты пептидологии .л использования пептидов в клинической практике.В целом, материалы симпозиума свидетельствуют о возросшем методическом уровне исследований и повышении интереса к клиническим аспектам пептидологии. Наметилось сближение проблемы регуляторных пептидов с фундаментальными проблемами нормальной и патологической физиологии и нейробиологии. Можно ожидать, что концентрация усилий исследователей па наиболее актуальных направлениях пептидологии приведет к дальнейшему углублению представлений о роли регуляторных пептидов в жизнедеятельности организма.

КЛИМОВ к. Г1„ КРУГЛИКОВ Р. и.
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ПРИЛОЖЕНИЕ I
Стандартные обозначения некоторых тривиальных названий 

химических соединений

Ala* —аланин

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

** Соответствующие дезоксирибонуклеотиды обозначаются путем добавления ла
тинской строчной буквы <1 перед трехбуквенным символом.

AMP, ADP, АТР** —адснозин-б'мо- 
1Ю-, ди- и трифосфаты

сАМР—циклический аденозинмоно
фосфат

Ага* —арабиноза
Arg—аргинин
Asn- аспарагин
Asp—аспарагиновая кислота
Asx—аспарагиновая кислота или ас

парагин
CAMP, CDP, СТР—цнтндии-б'-моно-, 

ди- и трифосфаты
СоА- коэнзим А
CoASAc—ацетилкоэнзим А
Cys— цистеин
FAD. FADHj—фламипадсниндипу-

клеотид и его восст. форма
FMN, FMNH,— фламиимоионуклсо- 

тид и его восст. форма
Fuc—фукоза
Fru— фруктоза
Gal—галактоза
Glc—глюкоза
GlcA—глюкуроновая кислота (анало

гично другие уроновые к-ты)
GlcN—глюкозамин
GleNAc—ацстилглюкозамии (анало

гично другие дезоксисахара и их 
ацстилпроизводные)

Gin—глутамин
Glu—глутаминовая кислота
Glx—глутамин или глутаминовая 

кислота
Gly—глицин
GMP. GDP, GTP—гуанозин-б'-моно-, 

ди- и трифосфаты
GSII, GSSG—глутатион и его окис

ленная форма
His гистидин
Hyl—оксплизин
Нур—окенпролин
11с—изолейцнн
1А1Р, IDP, 1ТР—инозин-5-моно-, ди- 

и трифосфаты
Еси—лейцин

Lys—лизин
Мап—манноза
Mel—метионин
NAD. NADH—никотинамидаденин-

динуклеотид и его восст. форма
NADP, NADPH— ппкотинамидаде-

пнидннуклеотидфосфат и его восст. 
форма

NMN—никотинамидмононуклеотид 
Оги—орнитин
Plie—фенилаланин
Р, —неорганический фосфат
РР։ —неорганический пирофосфат 
Pro—пролин
Rib, dRib—рибоза. 2-дезоксирчбоза
Q. QH,—убихинон, убихинол
Ser—серин
Thr—треонин
ТМР, TDP. ТТР—рнбознлтнмин-б'- 

моно-, ди- и трифосфаты
Тгр—триптофан
Туг—тирозин
UMP. UDP. UTP—уриднн-б'-мерго. 

ди- и трифосфаты
Vai—валин
АКТГ—адренокортикотропный гор

мои
АХ—ацетилхолин
ГАМК—гамма-аминомасляная кис

лота
ДДС-Х’а—додецнлеульфат натрия
ДОФА—диОксифснилаланин
ДНК—дезоксирибонуклеиновая кис

лота
Д OX-Na—дезоксихолат натрия
РНК—рибонуклеиновая кислота 
рРНК—рибосомная РНК
мРНК— матричная (информацион

ная, ядерная) РНК
тРНК—транспортная РНК
Glu-тРНК и т. п.—аминоацилпроиз- 

водные РНК
ТХУ—трихлоруксусная кислота 
трис—трис (оксиметил) -аминометан 
ЭГТА—этиленгликольтетраацетат 
ЭДТА—этилендиаминтетраацетат



ПРИЛОЖЕНИЕ 2֊

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

АХЭ—ацетилхолииэстераза
БСА—бычий сывороточный альбумин
ВЭЖХ—высокоэффективная жидко

стная хроматография
ГЖХ—газожидкостная хроматогра

фия
ГЭБ—гематоэнцефалический барьер 
ДЭАЭ-ц—диэтнламщюэтилцеллюлоза 
ИКС—инфракрасная спектроскопия 
ИОХ—ионообменная хроматография 
ИЭТ—изоэлектрическая точка 
ИЭФ—изоэлектрическое фокусирова

ние
КМ-ц—О-карбоксиметилцеллюлоза
МАО—моноаминоксидаза
М. Е.—международная единица 
М—молярность
Мг —молекулярная масса (вес) 

о-, п-,—мета-, орто-, пара- 
11—нормальный (раствор) 
НС—нервна։։ система
ПААГ—полиакриламидный гель
ПОЛ—перекисное окисление липи

дов
СМЖ—спинномозговая жидкость 
т. кип,—температура кипения 
т. пл.—температура плавления 
ТСХ—тонкослойная хроматография 
У. А.—удельная активность 
УФ-спектр—ультрафиолетовый спектр 
ФДЭ—фосфодиэстераза
ЦНС—центральная нервная система
ЭПР—электронный парамагнитный

резонанс

ЭСР—электронный спиновый резо
нанс

ЯМР—ядерный магнитный резонанс 
А—абсорбция (поглощение) 
г—константа скорости реакции 
К —константа диссоциации 
К։ —константа ингибирования 
Кт —константа Михаэлиса

—субстратная константа 
пн —коэффициент Хилла 
V—максимальная скорость реакции 
Кп—кюри 
мКи—милликюри 
Р—рентген 
имп/мин—импульсы за минуту 
Д—дальтон 
кД—килодальтон 
ч—час 
мин—минута 
с—секунда 
мкм—микрометр 
мл—миллилитр 
мкл—микролитр 
мг—миллиграмм 
мкг—микрограмм 
иг—нанограмм 
нм—нанометр 
пг—пикограмм 
мкатом—микроатом 
ммоль—миллимоль 
мкмоль—микромоль 
нмоль—наномоль 
пмоль—пикомоль 
фмоль—фемтомоль

Примечание. Сокращения для названий ферментов, как например. ГДГ, ГДК, 
ГФ6ДГ и т. д„ не допускаются. Однако нет возражений против замены названия 
субстрата, входящего в тривиальное наименование фермента, стандартной аббре
виатурой. например: АТРазы, РНКазы, МАПН дегидрогенеза и т. и. Химические 
элементы следует обозначать символами, а простые неорганические соединения— 
формулами, например: МдС12. Символы ионов следует писать так: Мд2+, С1-, РО-з.



СОДЕРЖА И И Е

Дамбинова С. А., Бычов Б. Р.. Краснова И. Н„ Шевченко К- А., Корольков А. В. 
Влияние комплексной терапии антипаркннсантами и аутогемоликворо- 
•граисфузии на активность нейромедиаторных систем мозга боль
ных паркинсонизмом . . ......... ..................................................3

/Кулин В. В., Плескачева М Г. Связывание ГАМК и диазепама в головном 
мозгу крыс линни Крушннского-Молодкиной, генетически предрасполо
женных к аудигенпым судорожным припадкам..................................... 10

Буданцев А. Ю„ Васильчиков В. В. Проблемноориентированный банк дан
ных «Физико-химическиеосновы межнейрональной коммуникации в мозгу» 18

Арефьева И. А., Алфеева Л. /О.. Гривенников И. А. Связывание тафтсина с 
плазматическими мембранами мозга крысы и нейробластомы мыши . 28

Роленсарт Б. В. Обратимые ингибиторы холинэстеразы зрительных ганглиев 
командорского кальмара: силатрановые производные элсмснт-органи- 
чсских соединений ....................................................................................... 38

Якушев В. С., Крисанова II. В. Кинетические свойства катепсина Д из боль
ших полушарий головного мозга при перенесенном стрессе ... 47

Волков Г. Л. Физические свойства плазматической мембраны культивируемой 
клетки нейробластомы С 1300 с измененным липидным составом . 55

Краткие сообщения
Головко А. И. Связывание [3Н]ГАМК и [353]ТВР8 с синаптическими мем

бранами мозга крыс после судорог, вызванных ГАМК-литикамн . . 64
Маслова Г. Б., Куликов Л. В. Корреляция между количеством серотониновых 

рецепторов первого типа в головном мозгу и агрессивным поведением 
крыс . . . .......... ................................................. . . 68

■Сергугина А. В.. Герштейн Л. М. Временная динамика аминопептидазной ак
тивности—показатель адаптационных процессов в ИНС ... 72

■Бережной Г. А., Лисиный Н. И., Белик Я. В., Черснько Т. .И., Лыхмус Б. Ю.. 
Комиссаренко С. В., Тухтаев И. X., Арустамян Р. С. Содержание неко
торых нсйроспсцнфических белков в крови больных с черепно-мозговой 
травмой ............................................................................................................. 76

Обзоры
Рованов В. А., Шафран Л. М. Основные проявления и механизмы нейроток

сичности оловоорганических соединений................................................. 81

Письма в редакцию

Алексанян А. Р. Влияние гипоталамического фактора на сократительную спо
собность гладкой мускулатуры аорты ......................................... 94

Хроника

К 80-летик> Н. Н. Демипа...................................  97
'■Климов П. К., Кругликов Р. И Всесоюзный симпозиум «Физиологическое и 

клиническое значение регуляторных пептидов ................................ 99



C O N T ENTS

Dambinova S. A.. Bychkov E. R.. Krasnova I. X.. Sh.-.chenko K. Korolkov ..
A. V. The Influence of complex therapy by antiparkinsonian drugs and 
the autohaemoliqurotransfusion on the activity of neurotransmitter systems 
in the brains of patients with parklnson's disease.................................................  3

Xhulin V. V., Pleskacheia Al. G. GABA- and benzodiazepine receptors in the 
brain ol Krusblnsky-Molodkina rats genetically prone to audiogenic sei-, 
zurcs...............................    • . 10

Budantsev A. Yu.. Vasilchikov V. V. Specialized data banc .Physical tod ...
chemical basic of interneuronal comm unication in brain (PCBIC 91)’ 18

Are/yeva I. /1.. Alfeeva Yu., Grivcnnikov I. A. Tuftsin binding to rat brain
plasmatic membranes, rat glioma and murine neuroblastoma cell lines . 28

Rozengart E. K. Kovalev X. A՜., Ecdoretz Yu. .'I-. Shestakova A'. A' . Epsh-
tain /.. Al.. Khozanskikh A..E. Reversible inhibitors of commodore squid 
optical ganglia cholinesterase: sllatram derivatives ol klementorganic com .
pounds..........................................................................................................  ... 38.

Yakushev B. S.. Krisanova A'. V. Kinetic properties of cathepsin D from ce
rebral hemispheres of rats after emotional stress................................. -17

Volkov G. /.. Physical pioperties of plasma membrane of cultivated neuroblas
toma C 1300 cell with modified lipid composition............................. 55

Short communications

Golovko .-I. 7. The binding of [3H| GABA and [®SJ ’BPS with rat brain synap
tosomal membranes alter GABA antagonists-induced seizures • . . . . 64

Maslova G. B., Kulikov A. V. Correlation between serotonin։ receptor concen
tration tn brain and Intermalc aggressive behavior of mice . -.... 68

Sergutina .4. V.. Gershtein /.. M. Time-dependent changes in aminopeptidase 
activity as a marker of adaptive processes In CNS............................ 72

Berezhnoi G A.. Lisyanyi N. Belik Ya. V., Cheren'ko T. Al.. Lykhnuis E.
Yu, Komissarenko S. V., Tukhtaev N. Kh. Aruslaniyan il. S. T?.c level 
of some neurospecific proteins in blood of patients after cerebral trauma 76

Revievs

Rosanov V. A., Shafran L. At. The main manifestation and mechanisms of 
nenrotoxity of the tin-organic compounds............................................ 81

Letters to Editor

Aleksanian A. R. Influence of hypothalamic factor on aorta smooth muscle . . 94

Chronicles

In commemoration of the 80th anniversary of N. N. Doemin................................ 9/.
Klimov P. K. Kruglikov R. /. All-Union Symposium .Physiological and clini

cal meening of regulatory peptides’................................................................... 99


	red.col
	obl
	obl._resize
	obl1_resize
	obl2_resize

	red
	red._resize


	swed
	swed_resize

	3-9
	3_resize
	4_resize
	5_resize
	6_resize
	7_resize
	8_resize
	9_resize

	10-17
	10_resize
	11_resize
	12_resize
	13_resize
	14_resize
	15_resize
	16_resize
	17_resize

	18-27
	18_resize
	19_resize
	20_resize
	21_resize
	22_resize
	23_resize
	24_resize
	25_resize
	26_resize
	27_resize

	28-37
	29_resize
	30_resize
	31_resize
	32_resize
	33_resize
	34_resize
	35_resize
	36_resize
	37_resize

	37
	38-46
	38_resize
	39_resize
	40_resize
	41_resize
	42_resize
	43_resize
	44_resize
	45_resize
	46_resize

	47-54
	47_resize
	48_resize
	49_resize
	50_resize
	51_resize
	52_resize
	53_resize
	54_resize

	55-63
	55_resize
	56_resize
	57_resize
	58_resize
	59_resize
	60_resize
	61_resize
	62_resize
	63_resize

	64-67
	64_resize
	65_resize
	66_resize
	67_resize

	68-71
	68
	69
	70
	71

	72-75
	72_resize
	73_resize
	74_resize
	75_resize

	75
	76-80
	76_resize
	77_resize
	78_resize
	79_resize
	80_resize

	81-93
	81_resize
	82_resize
	83_resize
	84_resize
	85_resize
	86_resize
	87_resize
	88_resize
	89_resize
	90_resize
	91_resize
	92_resize
	93_resize

	94-96
	94_resize
	95_resize
	96_resize

	97-98
	97_resize
	98_resize

	99-106
	99_resize
	100_resize
	101_resize
	102_resize
	103_resize
	104_resize
	105_resize
	106_resize

	pril1
	pril1_resize

	pril2
	pril2_resize

	sod
	cont._resize
	sod._resize




