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НЕЙРОХИМИЧЕСКИЕ И НЕЙРОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ 
ИЗМЕНЕНИЯ ПОД ВЛИЯНИЕМ ТАФТСИНА В УСЛОВИЯХ 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ЭПИЛЕПСИИ

ГЕРШТЕЙН Л. М„ ДОВЕДОВА Е. Л., ПОПОВА Н. С., ‘БЕСКОВ Р„
•СТОИЛКОВИЧ М.. ‘ПЕКОВИЧ С.. «СТУКАЛОВ П.

НИИ мозга АМН СССР, Москва $
‘Клинический Центр САН, Белград

В данной работе с целью выяснения особенностей взаимодействия структур 
мозга на системном, клеточном и субклеточном уровнях в условиях созданной экс
периментальной модели—эпилепсии, а также выяснения возможности корреляции 
ее проявлений под действием тетрапептида тафтсина был проведен сравнительный 
анализ поведения животных, биоэлектрической активности структур мозга и био
химических показателей в тех же образованиях до и после введения данного пеп
тида па фоне или до появления признаков пенициллиновой эпилепсии.

Современная, в основном отечественная, нейробиология накопила 
весьма разнообразные данные по действию тетрапептида тафтсина 
(ТЬг-Еуз-Рго-Аг£) на организм. Такие данные в основном касаются 
либо его влияния на поведение животных, либо на отдельные пока
затели нейрохимических процессов в структурах мозга. Так, изве
стно, что тафтсин стимулирует неспецифический иммунитет, влияет 
на двигательную активность животных, оказывает стресспротективное 
и антидепрессантное действие [1_ 4].

Механизм действия тафтсина на ЦНС еще не выяснен. Немно
гочисленные данные свидетельствуют о том, что эффект этого пре
парата опосредуется воздействием на катехоламинергическне си
стемы. Так, установлено его влияние на активность тирозингидрок- 
силазы, в частности в гипоталамусе и стриатуме [5].

Для решения вопроса о целесообразности использования тафт
сина в клинических условиях необходимо представить его действие 
не только на интактных животных, но и в условиях эксперименталь
ной патологии. Применяя широко используемую модель эпилепсии, 
мы пытались изучить действие тафтсина в условиях хорошо выра
женной на электроэнцефалограмме (ЭЭГ) эпилептиформной актив
ности и двигательной гиперактивности в условиях миоклонических 
судорог. Известно, что в механизмах пенициллиновой эпилепсии ак
тивную роль играет система глутаминовой кислоты—ГАМК, что не 
исключает возможности изменения и других нейромедиаторных си
стем (либо вторично, либо опосредованно).
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В настоящем комплексном исследовании в условиях эксперимен
тальной эпилепсии ставилась задача выяснить действие тафтсина на 
нейрохимические, электрофизиологические показатели в различных 
структурах мозга при контроле за поведением животных (крысы, 
кошки).

Материалы и методы
Опыты проводили на крысах и кошках с вживленными электро

дами во все области коры и хвостатого ядра. Животные были объ
единены в группы по сериям эксперимента: I группа—контрольные 
животные (беспородные крысы массой 250—300 г, кошки массой 
3,0—3,5 кг); II группа—экспериментальные животные, подвергнутые 
фармакологическому воздействию: одноразовое внутримышечное вве
дение пенициллина (кристаллический препарат калий-бензилпеницил
лин, «Galenika», СФРЮ), доза -100 000 Е/кг массы тела кошки, 
100 000 Е/кг—для крысы.

В* всех случаях развитие эпилептической активности наблюдали 
в течение 1—1,5 ч. III группа—экспериментальные животные, кото
рым вводили тафтсин внутрибрюшинно в дозе 0,3 мг/кг через 
45 мин после введения пенициллина, IV группа—экспериментальные 
животные, которым вводили тетра пептид тафтсин за 30 мин до дей
ствия пенициллина.

Введение тафтсина до появления эпилептиформной активности 
либо на фоне ее полного развития производили иод постоянным конт
ролем ЭЭГ каждой из структур мозга. Эффекты пептида прослежи
вали в течение 30 мин, после чего животных декапитировали и мозг 
использовали для биохимических и морфологических исследований.

Для биохимического исследования служили субфракции «легких» 
и «тяжелых» синаптосом (С и Д) и свободных митохондрий нейро
нов (Е), выделенные в градиенте плотности сахарозы 0,8—1,4 М [6], 
а также срезы сенсомоторной коры и хвостатого ядра. В указанных 
образованиях мозга спектрофотометрически определяли содержание 
белка по Lowry [7], активность молекулярных форм МАО типа А 
при 250 им (субстрат—серотонин) по методу Горкина [8] и типа Б 
при 450 нм (субстрат—пара-нитрофенилэтила1мин) по методу По
пова [9].

Для гистохимического исследования мозг фиксировали в жидко
сти Карнуа и после гистологической проводки заключали в парафи
новые блоки. Методом интерферометрии на микроскопе «Интерфакс» 
(ГДР) в нейронах слоев III и V сенсомоторной коры и нейронах 
хвостатого ядра определяли сухую массу плотных веществ (при 
535 нм), которые на фиксированном материале отражают содержа
ние структурированных белков [10].

Одновременно измеряли площадь профильного поля цитоплазмы 
и ядер нейронов с помощью окуляр-микрометра МОВ—<1 —15. Мор
фологический контроль осуществляли на срезах, окрашенных кре- 
зил-виолетом [11].
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Введение пенициллина животным через 30—45 мин вызывало на; 
ЭЭГ эпилептиформные циклические разряды, регистрирующиеся одно
временно во всех исследованных структурах мозга как у кошек, так 
и у крыс. Эпилептиформные разряды у всех животных сопровожда
лись миоклоническими сокращениями мышц шеи и мордочки.

Результаты и обсуждение • .
Не останавливаясь на подробном описании самих эпилептиформ

ных разрядов в структурах мозга, обусловленных введением пени
циллина, напомним, что их частота, длительность, амплитуда во> 
многом зависят от функционального состояния животных [12, 13]_

В наших экспериментах у бодрствующих животных (кошки,, 
крысы) эпилептиформные циклические разряды вмели длительность- 
от I до 1,5 с, следовали с интервалом 8—25 с и проявлялись на 
протяжении 4 ч 1։ более (рис. 1,а). После этого у большинства жи
вотных они переходили в генерализованные эпилептические при
ступы.. которые могли привести к гибели животных. До появления 
генерализованных припадков разряды сопровождались миоклониче
скими сокращениями мышц шеи и мордочки животных. Наблюдалась 
коррекция между эпилептиформной активностью и миоклоническими 
сокращениями мышц.

4 1 .•<Л-ХЛГ/Л-'Д.֊
а 2

1 ,-хг—

з

՛ Рис. 1. Электроэнцефалограмма различных областей коры больших полуша
рий мозга крыс, /—зрительная кора (левая), 2—зрительная кора (правая), 
3—сенсомоторная кора (правая); а—эпилепсия, б—тафтсип па фоне 

эпилепсии в—тафтсип до развития эпилептиформной активности

При биохимическом определении активности У. А. МАО типов А и 
Б сенсомоторной области коры и хвостатого ядра мозга крыс на суб
клеточном уровне в условиях опытов, описанных выше, было обна
ружено, что экспериментальная эпилепсия по сравнению с нормой 
практически не изменяла ферментной активности (рис. 2).
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Под влиянием пенициллина происходило также уменьшение раз 
^меров цитоплазмы и ядер нейронов, сопровождающееся снижением 
содержания и концентрации белков, что позволяет предполагать 
преобладание процессов распада белка над его синтезом (табл. 1).

Введение тафтсина на фоне развившихся эпилептиформных раз
рядов у кошек и крыс приводило (через 25—30 мин) к их учащению.

Рис. 2. Изменение величины У. А. 
МАО типа Л и Б во' фракциях ми
тохондрий сенсомоторной коры (М։) 
и хвостатого ядра (М2) мозга крыс 
под влиянием тафтсина в условиях 
экспериментальной эпилепсии (%). 
/—эпилепсия, 2—тафтсин до разви
тия эпилептиформной активности, 

3—тафтсин на фоне эпилепсии

■интервалы между разрядами укорачивались до 4—10 с, сами раз
ряды удлинялись во времени до 2,5 с, захватывая, как и прежде, все 
структуры мозга (рис. 1, б). В этих условиях эффект тетрапептида 
тафтсина приводил к снижению величины У. А. МАО типа А во 
фракциях митохондрий (М) обоих образований мозга по сравне
нию с нормой. Это подавление было выражено более в сенсомотор
ной коре (М|) для активности МАО А (рис. 2). По цитохимическим 
показателям введение тафтсина на фоне развившейся эпилептиче
ской активности стабилизировало выраженные изменения при пени
циллине, в некоторых случаях появлялась тенденция к их умень
шению.

Введение тафтсина до появления эпилептиформной активности 
приводило к некоторому удлинению латентного периода появления 
первых разрядов (45 мин—1 ч), однако, после того как возникали 
эпилептиформные разряды, они становились несколько более дли
тельными и следовали более часто, то есть эффект совпадал с тем, 
который наблюдался при введении тафтсина па фоне развившейся 
эпилептиформной активности (рис. 1, в).

Вместе с тем, после введения тафтсина даже через 4—5 ч боль
ших губительных генерализованных эпилептических приступов не на
ступало ни у крыс, ни у кошек.

По биохимическим показателям при использовании тафтсина до 
развития эпилепсии обнаружен некоторый стабилизирующий эффект 
пептида, особенно в субфракциях коры мозга крыс; в мозгу кошек, 
как при действии пенициллина, так и при действии тафтсина, введен
ного до или на фоне пенициллина, обнаружено подавление фермент
ной активности МАО типа Л (рис. 3).

В этих условиях тафтсин не оказывал влияния, а в некоторых 
случаях усугублял имеющиеся структурные изменения в цитоплазме 
(размеры, содержание и концентрация белка). При этом ядра ней
ронов увеличивались в размерах; имеющиеся литературные данные

I —.
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Таблица 1
Изменение морфохнмическнх показателей в нейронах сенсомоторной коры в норме 

и при экспериментальных воздействиях

Слой 111 Слой V

Контроль Пении длин
| Пеннцеллин-Ь 

тафтснн
Тафтсин + 

пеницнллин Контроль Пенициллин Пенициллин+ 
тафтсин

Тафтснн-|- 
пенициллин

Площадь цитоплазмы (мкм-)

70,15+1,14
100%

6'1.85+1.35 
87%

1 62,55+1,00
1 88.5%

59,11+1,13
84.2%

168,87+3,88 
100%

162.70+3.31
96.4%

154.69+4,09
91,7%

155,00+2,57
91.7%

Площадь ядра (ккма)

54.07+0 85 
100՜%

45.08 + 0.8}
83,3%

1 54,14+0,79
1 1С0%

72,14+1.17
133,3%

92,75+2,45
100%

$.6.49+1,93
104.3%

95.23+26,08
102,1%

117.60+2,13 
126,8%

ухой вес цитоплазмы (иг)

82.17+2.16 
10о%

| 68,53+1,87
| 82,9%

1 69,8+2,65
1 85,3%

65,84+1,64
80,4%

1217.41+5,.4
| юо%

192.3+1,9
88.4%

180.05+5.25
82.9%

183.13+4.56
84.3%

Кохцентрацня белка в цитоплазме (пг мкм')

18+0.01 | 1.15+0.016 1 1.99+0,908 1 1.14+0,017 1 1.25+0,(11 1 1,17+0,014 1 1,20+0.01 1 1,210+0,018
100% 97.5% | 92,3% 96,6% 1 110% ( 93,6% 96 76% | 96,8%



:и полученные нами ранее [14, 15] свидетельствуют об активации об
менных процессов в ядрах.

Указанные цитохимические изменения наиболее выражены в хво
статом ядре и в слое III сенсомоторной коры.

Рис. 3. Изменение величины У. Л. 
МАО типа Л в субфракциях синап- 
тосом С+Д и митохондрии Е сен
сомоторной коры (М|) и хвостато
го ядра (М2) мозга крысы (а) и 
кошки (б). Уровень активности при 
эпилепсии принят за 100%. Ос
тальные обозначения как па рис. 2.

В заключение можно сделать вывод, что эпилептиформная ак
тивность, вызванная большими дозами пенициллина, сопровождается 
-определенными нейрохимическими и морфологическими изменениями 

Таблица 2
Изменение морфохимических показателей в нейронах 

хвостатого ядра мозга крыс в норме и при 
экспериментальных воздействиях

Хвостатое ядро

Контроль
Пенициллин | Пенициллин 4- 

тафтсин
Тафтсин 4- 

пеиициляин

ПЯощадь цитоплазмы (мкм-)

59.34+0,82 
100%

45.5+0,72 I
76,2% 1

41.27+0,64
69.5%

38.27+0,77 
6!.4%

Площадь ядра (мкм3)

46.5 +0,77 I 
100%

40.49+0,53 1
86,9% |

47 .-.’6+0,68
102.1%

54.12+0,6՞
117.3%

Сухой вес цитоплазмы (иг)

74.10+1.34
1 СО %

1 52.10+1.54 |
1 70,2% |

46.38+1,00
62.1%

41,24+1.01
59,4%

Концентрация белка в цитоплазме (пг/мкм1)

1,26+0.02 
100%

1.14+0,01 I
90.4%

1,15+0.02
91.2%

1,150+0,008
91.2%

’мозга. А именно, наблюдается уменьшение размеров ядра и цитоп
лазмы нейронов слоев III и V, сенсомоторной коры и хвостатого 
ядра, а также содержания и концентрации в них белков. При этом 
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отмечается полная морфологическая сохранность отдельных компо
нентов нейрона (тпгроидное вещество, хроматиновые структуры ядра).

Из ранее полученных данных видно, что внутрибрюшинное вве
дение пенициллина кошкам через 60 мин приводит к реципрокным 
изменениям ферментной активности МАО: снижению МАО А и нара
станию МАО Б [13]. У крыс эти изменения не обнаружены, фер
ментная активность сохраняется на обычном уровне, что свидетель
ствует о большей устойчивости этих животных к экспериментальному 
воздействию.

Действие тафтсина на так называемую пенициллиновую эпилеп
сию показало, что эффект пептида имеет место и проявляется в 
большей мере при его введении до начала появления эпилептиформ
ной активности у животных. Введение тафтсина до развития эпилеп
тиформной активности оказывает превентивным эффект, что особенно 
проявляется в субклеточных структурах коры больших полушарий. 
Первичным в эффекте тафтсина, по некоторым литературным, а так
же нашим данным, является активация ДА-ергической системы.

Сравнивая цитохимические показатели, также можно сделать 
вывод о том, что выявленные изменения после введения тафтсина 
как бы стабилизируются или имеют тенденцию к усилению.

Па системном уровне превентивный эффект сочетается с удлине
нием латентного периода проявления эпилептиформной активности, 
отсутствием губительных эпилептических припадков, а также с тем, 
что фокальные разряды не переходят в генерализованные.

На основании проведенного нами комплексного исследования не 
представляется возможным использовать тетрапептид тафтсин в ка
честве седативного препарата при эпилепсии. Однако для оконча
тельного решения этого вопроса целесообразно исследовать более 
длительное воздействие тафтсина в условиях данной эксперименталь
ной патологии.

NEUROCHEMICAL AND NEUROPHYSIOLOGICAL CHANGES IN THE 
BRAIN INDUCED BY TETRAPEPTIDE TUFTSIN IN CONDITIONS 

OF EXPERIMENTAL EPILEPSY
GERSHTEIN I.. M., DOVEDOVA E. L., POPOVA N. C.. VESKOV R„ 

STO1LCOVICH M„ PEGOVICH S., STUKALOV P.
Brain Research Institute of the USSR Academy of Medical Science, Mo».tow 

Clinical center. S.AS. Bclgrad

The aim of the work was to study the peculiarities of brain struc
ture Interactions In conditions of experiment il epilepsy on systemic, 
cellular and subcellular level and to evaluate the possibility to correct 
its manifestions by means of t°trapeptide tuftsin For this purpose a 
comparative analysis of animals behaviour, bioelectric activity of brain 
structures and some biochemical parameters in the same brain structures 
before and after tuftsin i je tion to epileptic and healtny animals was 
performed.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 10, № 3—4, 1991'

УДК 612.822.3.577 112.38'

УЧАСТИЕ NAD В ПРОЦЕССАХ СИНАПТОСОМНОГО 
ВЫСВОБОЖДЕНИЯ И СВЯЗЫВАНИЯ ГАМК

В ГОЛОВНОМ МОЗГУ КРЫС

ТОВМАСЯН Е. к., АНТОНЯН А. А., КОЧАРЯН М. Г., ‘РОЗАНОВ В. А.. 
ГЕРАСИ.МЯК Г. Р.. АРУТЮНЯН Л. В.

Институт биохимии им. Г. X. Бунятяна АН Армении, Ереван 
‘Институт гигиены водного транспорта, Одесса

Изучено влияние NAD пл процессы спонтанного и К+-стимулируемого высво
бождения ГАМК сннаптосомами, а также связывание ее синаптическими мембра
нами головного мозга крыс. Показано, что NAD в концентрации 0,1 мМ активи
рует спонтанное высвобождение [КС]ГАМК. Вместе с тем, NAD оказывает выра
женный ингибирующий эффект па специфическое связывание [3Н]ГЛМК в диайа- 
зоне ее концентраций 8—10 нМ. Ингибирование носит неконкурентный характер. 
Полученные у. ։у..ь-;-зы. наряду с репсе опубликованными данными об ингибиро
вании высокоаффинного захвата ГАМК под влиянием NAD, свидетельствуют, о его 
участии в процессах пре- и постсинаптической регуляции ГАМК ергической си
стемы в ЦНС.

В настоящее время внимание исследователей широко привлекает 
изучение некоферментных функций NAD. К ним относится, в первую 
очередь, участие NAD в посттрансляционной модификации белков пу
тем ADP-рибозилировання и вызванное этим изменение матричной 
активности хроматина, дифференциации и трансформации клеток 
[1, 2]. Важным аспектом исследования некоферментной роли NAD в 
нервной ткани является его участие в модуляции синаптических 
процессов.

Известно, что NAD и его предшественники—никотинамид и нико
тиновая кислота используются при лечении шизофрении, эпилепсии и 
психозов различной этиологии. Как полагают некоторые авторы, 
благоприятный терапевтический эффект этих соединений обусловлен 
их взаимодействием со специфическими структурами синаптических 
мембран, что приводит к реализации еще окончательно не распознан
ной последовательности функциональных ответов возбудимых клеток 
[3]. Установлено, что синаптические мембраны содержат два участка 
связывания, отличающихся высоким и низким сродством к NAD [4]. 
Высказывается мнение, что NAD, как и аденозин, выполняющий 
функции нейромедиатора и нейромодулятора в ЦНС [5, 6], угнетает 
нейрональную активность, возможно, путем подавления процесса 
высвобождения возбуждающих нейромедиаторов [6, 7].
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Ранее в нашей лаборатории был показан ингибирующий эффект 
■ физиологических концентраций NAD на высокоаффинный захват 
ТАМК синаптосомами головного .моза крыс [8]. "Для более полного 
представления о нейромодуляторной функции NAD нами было пред
принято изучение его действия на процессы синаптосомного высво
бождения, а также связывания ГАМК.

Материалы и методы

Исследования проводили на половозрелых крысах-самцах массой 
180—200 г. Сипаптосомы выделяли из коры головного мозга крыс по 
методу Jlajos [9]. Чистоту и морфологическую целостность выделен
ных синаптосом контролировали электронно-микроскопическим путем. 
.Полученный осадок синаптосом суспендировали в 0,32 М растворе 
сахарозы и определяли высвобождение меченого лиганда, как было 

•описано ранее [4]. Суть метода заключалась в предварительном обо
гащении синаптосом меченой [’'С] ГАМК, после чего сипаптосомы 
выдерживали в инкубационной среде, содержащей NAD, аденозин 
(по 0,1 м.М) или КС1 в деполяризующих концентрациях. Остаточное 
накопление [։<С]ГАМК оценивали после быстрого центрифугирова
ния проб (16000g, 10 мин, 4°). Связывание меченой ГАМК опреде
ляли во фракции синаптических мембран, выделенных по методу 
Abita и соавт. [10]. Инкубационная смесь содержала 50 мМ трис-НС1 
буфера, pH 7,4, [3Н]ГАМК («Amcrsham», Англия) от 2 до 12 нМ, 
синаптические мембраны (100 мкг) и эффектор. Неспецифическое 
связывание определяли при наличии в инкубационной среде 1 мМ 
немеченой ГАМК. Пробы инкубировали в течение 30 мин при 0—4°. 
Реакцию останавливали быстрой фильтрацией проб под вакуумом 
через целлюлозные фильтры диаметром проб 0,3 мм («Synpor», Че
хословакия). Осажденные на фильтрах синаптические мембраны 
промывали 5-кратным объемом буфера. Радиоактивность измеряли в 
толуольном сцинтилляторе на счетчике «Intertechnique» (Франция). 
Специфическое спя'ыванне определяли путем вычитания значений 
неспецифического связывания из общего. Белок определяли по ме
тоду Lowry и соавт. [11].

Результаты и обсуждение

Нами обнаружено, что при применении NAD в концентрациях 
10֊°—IO՜5 М, : гибирующих обратный захват ГАМК [8], он не ока
зывает существенного влияния на процесс ее спонтанного высвобож
дения синаптосомами коры головного мозга крыс. С повышением 
концентрации отмечается активирующий эффект, достигающий макси
мума при добавлении к синаптосомной фракции 10~4М (стимулиро
вание высвобождения [НС]ГАМК па 38%). Аналогичное, еше более 
выраженное действие на этот процесс оказывает аденозин в эквимо
лярных NAD концентрациях (рис. 1). Исходя из полученных резуль-
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татов можно предположить, что как NAD, так и аденозин, эффек
тивность которых проявляется при применении достаточно высоких 
концентраций, выступают в данном случае в качестве агентов, инду
цирующих деполяризацию мембраны сипаптосом и 'выброс ГАМК в 
синаптическую щель. Аналогичные данные в отношении стимулирую
щего влияния высоких концентраций NAD (1О~ЗМ) были получены 
ранее Халмурхдовым и соавт. в отношении высвобождения других 
нейромедиаторов, в частности серотонина и дофамина [4]. При изу
чении захвата [|4С]ГАМК сииаптосомами головного мозга крыс было

/’w. /. Влияние NAD и аденозина на высвобождение [ЧС]ГЛМК из 
сипаптосом головного мозга крыс, /—контроль. 2—NAD (10~GM)

՛/ NAD (10—5 Al). 4—NAD (10—4 M), 5—аденозин (1O-4A1).
Puc. 2. Связывание [3Н]ГАМК с синаптическими мембранами голов
ного мозга крыс. 1—контроль, 2—NAD (10-* М) 3—аденозин (10֊4М). 
По осн абсцисс—концентрация [3Н]ГАА1К (нМ)’ по оси ординат—свя

зывание [3Н]ГАА1К (фмоль/мг.мни)

показано, что ингибирующий эффект NAD не связан с образованием 
продуктов его метаболизма [8]. В связи с этим нами было исследо
вано высвобождение [14С]ГАМК под влиянием NAD в присутствии 
никотинамида (10 мМ). ингибирующего NAD-азу, являющуюся един
ственным ферментом, ответственным за синаптосомный распад NAD. 
Согласно полученным ранее в нашей лаборатории данным [13], ак
тивность NAD-азы во фракции сипаптосом, используемой нами для 
изучения влияния NAD па процессы захвата и высвобождения 
ГАМК, составляет всего 26,6 нмоль/мг белка-мин и ингибируется в 
присутствии 10 нМ никотинамида на 80%. Сам никотинамид в этой 
концентрации не оказывает существенного действия на стимулирую
щий эффект NAD в отношении высвобождения [3Н]ГАМК (данные 
не представлены). Известно, что высвобождение ГАМК, в основном, 

123



осуществляется пресинаптическими нервными окончаниями. После 
высвобождения она подвергается обратному захвату՜клетками нейро
нов и глии при участии высокоаффинных Ыа+-зависимых транспорт
ных систем [12]. Полученные нами результаты, наряду с опублико
ванными ранее данными о влиянии NAD на процесс высокоаффиипого 
захвата ГАМК сннаптосомами, свидетельствуют об участии никоти- 
намидадениндинуклеотида в пресинаптической регуляции ГАМК-ерги- 
ческой системы.

В следующей серии опытов была предпринята попытка изучить 
влияние NAD па процесс постсииаптической рецепции ГАМК. С этой 
целью было исследовано специфическое связывание [3Н]ГАМК си
наптическими мембранами головного .мозга крыс. В керном варианте 
экспериментов, которые носили ориентировочный характер, было ис
следовано связывание возрастающих концентраций [3Н]ГАМК (2— 
12 нМ) фракцией синаптических мембран. Как видно из рис. 2, в 
этом диапазоне концентраций выявляются две системы рецепции 
ГАЛАК—с высоким и низким сродством, что соответствует литератур
ным данным [14, 15]. Добавление в среду инкубации NAD и адено
зина в концентрации 10՜4 М, которая оказывает максимальный эф
фект па процесс высвобождения меченой ГАМК, приводит к отчет
ливым изменениям ее связывания. В диапазоне минимальных кон
центраций [3Н]ГАМК (до 2 нМ) оба соединения слегка ингибируют 
процесс связывания, при повышении концентрации меченого лиганда 
до 4—6 нМ аденозин значительно активирует его, в то время как 
NAD практически не оказывает эффекта. При дальнейшем увеличе
нии концентрации [3Н]ГАМК (10—12 нМ) аденозин стимулирует ее 
специфическое связывание, тогда как NAD в значительной мере по
давляет. Этот эффект NAD, выявляемый в зоне насыщения низкоаф
финной системы связывания, представляет значительный интерес и 
нуждается в дополнительном изучении. Данные о влиянии пуринов и 
их производных на №+-независимое связывание [3Н]ГАМК синап
тическими мембранами мозга крыс носят противоречивый характер. 
Показано, в частности, что аденозин, наряду с другими пуринами 
(инозин, дезоксиаденозин, гипоксантин), ингибируют этот процесс, 
аденозннфссфаты—сАМР и АТР не влияют па него [16]. По нашим 
данным, аденозин и NAD, в зависимости от концентрации [3Н]ГАМК, 
оказывают разнонаправленное действие па его рецепторное связыва
ние синаптическими мембранами мозга. Представляется вероятным, 
что оба соединения связываются на одних и тех же участках пост
синаптического ГАМК-рецептора, на что указывает симметричный 
характер полученных в их присутствии кривых связывания [’II]ГАМК.

Дальнейшие исследования преследовали цель детализировать фе
номен влияния NAD на связывание ГАМК, оцепить его кинетические 
параметры и выявить концентрационную зависимость этого эффекта. 
Для этого была выбрана рабочая концентрация [3Н]ГАМК 6 нМ, на
ходящаяся на линейном участке кривой зависимости связывания 
ГАМК от ее концентрации (рис. 2).В данном случае .мембраны под
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вергали двукратному переосаждению в бидистиллированной воде с 
последующим ресуспепдированнем в 50 мМ трис-НС1 буфере, pH 7,4. 
Эта процедура, согласно данным литературы, способствует освобож
дению от эндогенных ингибиторов связывания [17, 18], что дает воз
можность повысить чувствительность метода. Как ожидалось, в этих 
условиях были получены более высокие значения связывания (при
мерно в 5 раз), при этом характер концентрационной зависимости

Рис 3. Влияние NAD на специфическое связывание [3Н]ГАМК с си
наптическими мембранами головного мозга крыс: а—действие различных 
концентраций NAD на специфическое связывание [3Н]ГАМК (6 иМ). 
/—контроль, 2— NAD—10֊с М, 3—NAD— IO՜5 М, 4—NAD—10-< М,
5—NAD—IO-3 М; б—кинетика ингибирования связывания [3Н]ГАМК в 
обратных координатах Лайпунвсра-Бэрк.ч: /—контроль, 2—NAD 10՜5 М, 

3— NAD—10-։ М.

в диапазоне 3—10 нМ [3Н]ГАМК остался прежним. В. соответствии 
с целями эксперимента вначале было проверено влияние возрастаю
щих концентраций NAD (10՜5—10 3М) на связывание 6 нМ ГАМК. 
Как видно из представленных данных (рис. 3, а), ингибирующий 
эффект NAD в этих условиях проявлялся, начиная с концентрации 
10-5М, и при дальнейшем увеличении мало изменялся. Исследование 
кинетики ингибирования под влиянием NAD связывания ГАМК по
казало его неконкурентный характер (рис. 3, б). Как было установ
лено, NAD, не меняя сродства рецепторов к лиганду (Ко 14,3 нМ), 
снижает максимальную скорость процесса связывания. Примечатель
но, что эффект NAD наблюдается в области физиологических кон
центраций. Возможно, NAD, являясь эндогенным лигандом бензодиа
зепиновых рецепторов [19], функционально сопряженных е ГАМК-ре
цептором, оказывает косвенное влияние на сродство ГАМК к рецеп
торным участкам.

Представленные в данном сообщении данные, наряду с опубли
кованными ранее результатами [8], свидетельствуют о роли NAD в 
ГАМК-ергической передаче. Можно думать, что NAD, неконкурент
ным образом ингибируя связывание ГАМК, ограничивает возмож
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ности реализации его медиаторного эффекта. Наряду с этим, путем 
активации процесса высвобождения и ингибирования обратного зах
вата ГАМК, К’АО может создавать условия для ее избыточного на
копления в синаптической щели, что, в свою очередь, способствует 
метаболическим превращениям ГАМК в нервной ткани [20].

THE PARTICIPATION OF NAD IN THE PROCESSES OF GABA
SYNAPTOSOMAL RELEASE AND BINDING IN RAT BRAIN

TOVMAS1AN E. K., ANTONIAN A. A.. KOCHARIAN M. G„ ’ROSANOV V. A., 
•GERASIMYAK G. R.. ARUTUN1AN A. V.

G. Ch. Виniatian Institute of Biochemistry, Armenian Acad. Scl . Yerevan 
’All-Union Institute of water transport, Odessa

The effect of NAD on the processes of spontaneous and K ! -stimu
lated release of GABA in synaptosomes, as well, as its binding by rat 
brain synaptic membranes has been studied. The activation of [l։C] 
GABA spontanecu release by 0,1 niM NAD is shown. Besides In the 
ranges of 8—10 nM concentrations NAD exerts the pronounced inhibi
tory effect upon the [3H] GABA binding. The inhibition has noncompe
titive character. Side by side with the earlier publications concerning 
the inhibition by NAD of high affinity uptake of GABA by NAD, the 
results obtained testify to its participation in the processes of pre- and 
postsynaptic regulation of GABA-ergic system in CNS.
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НЕЙРОХИМИЯ
f7 10, № 3—4, 1991

УДК 612.82.015.1.014.46:615.21 ZКИНЕТИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ МАО ТИПА Б ОТДЕЛОВ МОЗГА ЧЕЛОВЕКА К ДОФАМИНЕРГИЧЕСКОМУ НЕЙРОТОКСИНУi - ME 11 f Л.4-ФЕН ИЛ, 1,2,3,6-ТЕТРАГИД РОП И РИДИ 11 У
ЕРМАКОВ Н. В.. ИШКОВ А. Г., МИКЕРОВ С. В.

Всероссийский научный центр молекулярной диагностики и лечения. Москва

Исследована скорость окислении I-метил, 4-фенил, I, 2. 3. 6-тстрагидропирилина 
(МФТИ) в МАО-реакции флуорофотометрическим методом на препаратах фер
мента, выделенных из 6-и отделов мозга: n. Accumbeus, и, (au. a’us, Pulamen, 
glob. Pallidur, s. Nigra, luc. Cerulcus. Максимальной скорость образования нейроток
сического агента МФП+ отмечена в n. Caudatus. Можно полагать, что этого отдел 
мозга, в котором локализованы синапсы дофаминергических нейронов, подвержен 
наибольшему воздействию МФГ1+ и является местом первичных нарушений функ
ции ЦНС. Выявлены различия между исследованными 4-мя образцами мозга ио 
величине биохимического индекса скорости МАО-реакции (V/Km), который отра
жает скорость накопления МФП+ при низких (< I мкМ) концентрациях МФТП в 
тканях мозга и связан с индивидуальной чувствительностью лиц к дофаминерги
ческому нейротоксину.Известны случаи развития симптомов болезни Паркинсона и даже гибели людей, использовавших наркотические анальгетики типа пептидина и сходных с ни.м аналогов химических соединений [1, 2]. Эти препараты содержали примесь МФТП, оказавшего столь губительное действие на организм человека. Нейротоксический и нейро- фармакологический эффекты МФТП определяются длительностью сохранения определенного уровня МФП+ в тканях мозга и зависят от кинетики клиренса нейротоксина из отделов мозга и скорости наработки МФП+ из МФТП в реакции, контролируемой МАО.Целью настоящей работы является оценка кинетических параметров МАО-реакции к субстрату МФТП, выявление структур мозга с максимальной скоростью образования МФП+ и прогнозирование чувствительности лиц к воздействию нейротоксина МФТП и сходных с ним аналогов химических соединений.Материалы и методыВ работе был использован мозг 4-х здоровых лиц мужского пола в возрасте 25—50 лет через 3—10 ч после наступления (фиксиро
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вания) клинической смерти в результате несчастных травматических случаев. Мозг после аутопсии охлаждали при 8° в течение 1 ч и затем извлекали дофаминергические и связанные с ними отделы: n. accumbens, n. candatus, Putainen, globus Pallldus, s. Nigra, loc. Ceruleus. 150—200 мг ткани указанных отделов гомогенизировали в 10-и объемах 0,32 М сахарозы стеклянным гомогенизатором Поттера и получали Р2-фракцию синаптосом, содержащую МАО мозга, по стандартной методике Gray и соавт. [3, 4]. Гомогенат центрифугировали при 200 g в течение 10 мин, после чего надосадочную жидкость вновь центрифугировали при 16000 g в течение 20 мин для осаждения синаптосом. Осадок, содержащий синаптосомы, промывали дважды 0,1 М натрий-фосфатным буфером, pH 7,4 и суспензировали в нем. Все операции проводили с использованием охлажденных растворов. Для исследования кинетических характеристик МАО типа Б 350 мкл суспензии синаптосом с концентрацией 0,05—0,20 мг/.мл инкубировали в течение 5 мин при 37э. Реакцию начинали введением 50 мкл раствора МФТИ в 0,1 М натрий-фосфатном буфере, pH 7,4, достигая конечной концентрации нейротоксина в различных пробах в диапазоне от 0 до 1 мМ. Пробы инкубировали в течение 60 мин при постоянном перемешивании. Реакцию останавливали введением в пробы 0,1 мл смеси, состоящей из равных объемов свежеприготовленных растворов 1,5 М соляной кислоты (НС1) и 10%-ного ДДС-Na Измерение количества МФП+, образовавшегося в пробах в ходе МАО-реакции, проводили на флуорометре при длине волны возбуждения 290 нм и длине волны эмиссии 375 нм, по стандартным растворам МФП+. Концентрацию белка в пробах определяли по методу Lowry и соавт. [6], используя в качестве стандартных растворов БСА. Расчет кинетических параметров МАО (V образования МФП+ и Кт для МФТП) определяли в системе обратных координат Лайнуивера-Берка [7]. Регрессионный анализ проводили на компьютере типа IBM-PC с указанием доверительных интервалов для Кт и V при уровне значимости р<0,05 и ошибки средней величины.Результаты и обсуждениеВ таблице представлены кинетические характеристики мембраносвязанной МАО , содержащейся в препаратах Р2 фракции синаптосом различных отделов мозга по 4-м образцам. Наблюдается индивидуальный разброс в величинах V и Кт.Препараты МАО выделяли из отделов мозга крыс линии Spraque- 
Doiclev, которые получали через 3—10 ч после наступления клинической смерти. Режим и сроки храпения животных могли повлиять па кинетические характеристики фермента, в связи с чем были проведены специальные исследования. Установлено, что храпение трупов животных при 4° в течение 48 ч и при 20° в течение 10 ч не приводит к достоверному изменению кинетических характеристик МАО, выделенных из отделов ■ ՝. striatum, s Ni г...
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Из литературных данных известно, что активность МАО мозга (конкретно формы МАО типа Б) увеличивается с возрастом, в особенности после 60 лет. Однако в диапазоне 25—50 лет значения активности МАО типа Б увеличиваются не более чем в два раза [8]. Поэтому причины обнаруженных нами значительных индивидуальных различий в величинах V и К,,, следует искать в другом.В пределах одного и того же отдела мозга отмечены значительные вариации в величине V и Кш. На наш взгляд, условия микроокружения фермента в мембране могут быть причиной различий в функциональных свойствах исследуемой МЛО-реакции, отражаясь па величине К,п и V.

низких

Рис. Значения биохимического ин
декса МАО-реакции (V/KIrl) для 
6-и отделов мозга. По оси абс
цисс—отделы мот :; 1 и. Accumbens. 
2—n. Caudatus, 3—Putamen, 4 -glob. 
Pallidus, 5 —s. Nig'a, 6—locus Ceru- 

leus. no осн прдчплт-V/Km
(нмоль МФП f'(мг/ч'-.гм .'".ФП!)

ТП в тканях мозга порядка 1 мкМ и менее скорость образования МФП+ из МФТИ прямо пропорциональна величине У/Кш.՛где С—концентрация МФТП; указанный биохимический индекс МАО- реакции (У/Кш) целесообразно оценить в исследуемых отделах мозга, чтобы определить их потенциальную чувствительность к нейротоксину при таких низких концентрациях, которые могут быть созданы при приеме фармакологических доз лекарственных препаратов пли поступлении в организм химических соединений, содержащих примесь МФТП или его аналогов, из окружающей среды.На рисунке представлены данные статистически обработанных значений У/Кт, полученных для 6-и отделов мозга. Наименьшая величина зафиксирована в отделе Ри1атеп, а наибольшая— в зоне п. СапбаШз. Если принять во внимание, что в синаптосомах, выделенных из этого отдела мозга, имеются и системы обратного захвата дофамина (по которым образованный в МАО-реакции МФП+ попадает внутрь нейрона), то можно считать, что этот отдел дофаминергической системы наиболее чувствителен к воздействию МФТП. Высокий 130



биохимический индекс МАО-реакции и, следовательно, значительная скорость продуцирования МФГН в n. Caudatus при низких (С— 1 мкМ) концентрациях МФТП в мозгу предполагает, что эта зона должна быть местом развития первичных обратимых нарушений функций дофаминергической системы и через псе—ЦИС в целом, locus Cerulens не имеет систем обратного захвата дофамина, поэтому МФП+ не попадает в нейроны этого отдела мозга [9], который, несмотря на высокий биохимический индекс МАО-реакции (V/Ки.) проявляет устойчивость к нейротоксину МФТП.
Таблица

Кинетические характеристики МАО отделов мозга человека к МФТП

Отделы мозга № K;, (мкМ)
v , нмоль МЬП+\

՝ мг/ч /

nucleus 1 2.'.5+0.7 15.2+0.3
accumbens 2 3'46,2+89.7 14,2+5.8

3 88.9+22.7 77,6+16.4
4 21.5+1.3 13,0+0,7

nucleus 1 69,6+5.5 120,9+9,1
caudatus 2 140.0+38.1 37,7+7,6

3 106,3+10,4 269.2+25.8
4 27,2+2,9 14.2+ .4

Putamen 1 7v.5+10,1 18.3+2,2
2 61՝, 1+9,7 11,6+1,5
3 76.6+16,8 39,6+7-2
4 44.4+22,8 5,7+2,2

globus
P.ilhdus

1
2

54.3+6.1
63,5+8,0

33.9+3.5
12,4 + 1.4

3 42,3+9.. 44,2+8,6
4 28,5+6,4 11.4+2.2

subsiani a 1 30.0+1.1 14-8+1.8
nigra 2 205,4 + 159.1 69,0+3. .3

3 55.3+21.9 75.7+ 3.4
4 25,2+2.9 7.6+0.8

locus 1 42,9+8,8 35.8+6.3
Ceruleus 2 204..'֊+44 5 48.0+8.8

3 181,3+59 8 48/,3 .■: '->.2
1 23.8+1.5 9.3 г ',6Отдел s. Nigra представляет собой зону с высокой концентрацией дофаминергических нейронов; воздействие МФТП характеризуется разрушением клеток именно этого отдела, приводя к структурным необратимым нарушениям дофаминергической системы и являясь причиной развития симптомов, сходных с идиопатической болезнью Паркинсона [8]. Высокий индекс МЛО-реакции (характеризующий скорость наработки токсического агента МФП+), определяемый в s. nigra указывает на этот отдел как на чувствительную ми шень. Как правило, структурные изменения в этом образовании мозга являются результатом хронических неоднократных воздействий МФТП. Образующийся МФП+, проникая в тело клетки, накапливается iiciiooMcnaiiituoM и аккумулируется, оказывая длительное воздей131



ствие на нейрон [9, И]. Накопление МФП+ в теле нейрона зоны s. Nigr может происходить и за счет переноса МФП+ из синапсов отдела п. Caudatus, хотя эти отделы разделены между собой значительным расстоянием.Так, исследования на приматах, проведенные Imai Н. и соавт. [2], показали, что унилатеральная инфузия МФТП в зону п. caudatus характеризуется разрушением собственно тела нейронов компактной зоны s. nigra. Авторы полагают, что МФТП, трансформируясь в нейротоксический агент МФИ* ио системам обратного зах- iiaia до<|»а nponiiloio uiiyipi» синапса [ *;iJ ՛* ьн։рфуИл’։|*у<2Т fjO аксону в направлении тела клетки.
Таким образом, высокий индекс МАО-реакции для отделов мозга п. С aidatus и s. Nigra характеризует устойчивость дофаминергической системы мозга к нейротоксину МФТП. При низкой величине клиренса МФТП и МФП+ из мозга [14] эти структуры представляют собой наиболее чувствительную мишень воздействия МФТП и его аналогов.Анализ величины индекса МАО-реакции показывает, что индивидуумы могут различаться по своей чувствительности к МФТП. Можно составить следующий ряд в порядке убывания величины V/Km для исследованных лиц: 3> I >4>2, тем самым определив их чувствительность к нейротоксину.Предварительные исследования, проведенные на препаратах МАО тромбоцитов крови, показывают, что по своим кинетическим характеристикам МАО тромбоцитов подобна М/\О дофаминергических отделов мозга. Так как тромбоциты наиболее доступны для анализа МАО-реакции к МФТП, то прогнозирование устойчивости (чувствительности) лиц к нейротоксину и сходных с ним аналогов целесообразно проводить на полученных из них препаратах МАО.Лица с высоким индексом МАО-реакции должны характеризоваться быстрым и необратимым развитием нейротоксического эффекта при хроническом воздействии даже малых концентраций МФТП на организм человека. И наоборот, низкий индекс скорости МАО-реакции՛ должен характеризовать устойчивость лиц к нейротоксину и обратимость (нормализацию) функций при неоднократных воздействиях, препарата и сходных с ним химических соединений.KINETIC PARAMETERS OF HOMAN BRAIN MAO CONCERNING DOPAMINERGIC NEUROTOXIN MPTP

YERMAKOV N. V., ISHKOV A. G., MIKEROV S. V.
Research Center of Molecular Diagnostics, Nos ovThe kinetic oaratne ers of brain MAO-reactipn were investigated to find the aeas with a maximal rate of MPP+ production. Spectrofluoro- photometrh a ay of MAO-reaction revealed the following distribution

132



։ .. . . nM MPP +of the V.„„։,Kn index - of the synaptosomal P։ frac
tion in the following G brain areas: nucl. Caudatus (1,50 + 0,66), nucl. Accumbeiis (0,73 + 0,88), sub t. Nigra (0,63 + 0,25), glob. Pallidus (0,57 0,18), locus ceruleus (0.43 + 0,18), Putamen (0,26 + 0,09).The 1,1+hest rate of MPP+ production is observed in nucl. Caudatus. It may be assumed that this area is an area of primary functional disturbances under the action of MPTP.Human brain dopaminergic system is characterised by wide varia
tion 1-1 lh<- bio hoinl-nl l,«l-* (V.... K.-1 "f 111- , ol MAO rv.n |lo>, I..
MP I P. Fills Indicates an Individual sensitivity of I patients to the neu
rotoxin at low (SS10՜0 M) concentration of MPTP in brain tissue.
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ВЛИЯНИЕ МОРФИНА НА ПОСТТРАНСЛЯЦИОННОЕ 
ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ ОБЩИХ ЯДЕРНЫХ БЕЛКОВ 

ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС НА РАЗНЫХ СТАДИЯХ ОНТОГЕНЕЗА.

ВЕЛИЧКОВА А. А., ТЕНЧЕВА Ц. С.

Институт но изучению мозга. Болгарская Академия Наук, София

Однократное впадение морфина в дозе 5 мг/кг крысам на ранних стадиях пост
натального развития вызывало увеличение фосфорилирования общих ядерных бел
ков коры больших полушарии головного мозга Включение меченого фосфата у од
нодневных крыс увеличивалось на 35%, а к ll-му дню—лишь на 16—17%. У взрос
лых же животных введение морфина приводило к снижению фосфорилирования бел
ков в гиппокампе па 12%, а в коре больших полушарий—из 26%. Обсуждается 
вопрос о возможных путях действия морфина на фосфорилирование общих ядерных 
белков головного мозга.

Обратимость фосфорилирования белков является важным меха
низмом контроля внутриклеточного метаболизма у всех эукариотов. 
Уровень фосфорилирования является показателем состояния актив
ности протеинкиназ и протеинфосфатаз, обеспечивающих процессы, 
фосфорилирования и дефосфорилирования. Ядерные протеипкииазы 
включают ферменты, переносящие у-фосфат АТР на сериновые, трео
ниновые, лизиновые или гистидиновые аминокислотные остатки бел
ков. Эти протеипкииазы еще мало изучены, хотя есть уже множество 
данных об их значимости в регуляции ядерных процессов п спе
циально хромосомной конденсации, митоза и контроля транскрип
ции [1—3].

Известны литературные данные об изменениях уровня фосфори
лирования ядерных белков головного мозга, вызванных сдвигами 
функционального состояния ЦИС или действием биологически ак
тивных веществ, таких как спермин, адреналин, энкефалины и их. 
производные, а также, в частности, морфин [4—7]. Изменения под 
влиянием этих веществ зависят от конкретного периода развития 
организма, когда имеет место такое воздействие.

Несмотря на широкое исследование влияния морфина на орга
низм, продолжает вызывать интерес, в частности, изучение механиз
ма его биохимического действия при однократном и хроническом 
введении. При однократном введении, как показывают исследования 
последних лет, морфин проявляет свое действие через G-белки, ко
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торые представляют собой мембраносвязанные группы белков с вы
раженным сродством к GTP [8]. Литературные данные свидетель
ствуют о том, что морфин влияет на адёиплатциклазу (АЦ), вызы
вая, в зависимости от продолжительности его воздействия, активи
рование или ингибирование фермента [9, 10]. Установлено, что в 
■системе in vitro морфин нс действует на посттрансляционное фосфо
рилирование белков [4]. В литературе отсутствуют данные о влия
нии морфина на фосфорилирование ядерных белков на ранних эта
пах развития, тогда как в этот период уровень посттрапсляционной 
модификации белков, так же как и влияние биологически активных 
веществ, являются максимально высокими.

Цель настоящей работы—исследование влияния морфина на 
фосфорилирование общих ядерных белков, выделенных из головного 
мозга крыс в псстнатальном периоде развития, и определение зна
чения зависимости степени происходящих изменений от продолжи
тельности воздействия морфина.

Материалы и методы

Опыты были проведены па крысах-самцах линии Wistar. Живот
ным подкожно вводили морфин из расчета 5 мт/кг однократно, а в 
отдельной серин—4 раза в той же дозе с интервалом в 12 ч.

Одну из групп подопытных животных составляли крысы 1-, 4- и 
11-го дня после рождения, которым вводили морфин однократно. В 
другой группе были взрослые животные (3-месячные), которым вво
дили морфин однократно и повторно (4 раза). Через 2 ч после вве
дения морфина животных дека цитировали. извлекали головной 
■мозг, у животных 1-й группы выделяли лишь кору больших полуша
рий (КБП), а у животных 2-й группы—КБП и гиппокамп. Ткань 
гомогенизировали в смеси, содержащей 1,8 М сахарозу. 10 мМ MgC!2, 
10 мМ трис-НС1, pH 7,4, центрифугировали в SW-роторе RPS-25-2 на 
ультрацентрифуге «Hitachi» при 91000 g 60 мин. Ядерную суспензию 
(50 мкг ДНК) инкубировали 5 мин в реакционной смеси, содержав
шей 0.32М сахарозу, 1 мМ MgCl2, 50 мМ КС1, 50 мМ NaCl, 5 мМ 
Na2P2O;, 2 мМ 2-мсрка'Птоэтанола. 50 м.М трис-НС! (pH 7,4), 3 мкКи 
y32P-ATP («Amersham», Англия). Фосфорилирование общих ядерных 
белков определяли способом пилотирования 20 мкл инкубационной 
смеси на фильтрах Whatman GF/А. Белки фиксировали в 10%-пой 
ТХУ, содержавшей 0,5М Na.tP2O7 и высушивали этанолом и эфиром. 
Радиоактивность определяли в сцинтилляционном растворе, содер
жащем 4 г РРО, 0,4 г РОРОР в 1 л толуола на счетчике «Beckman 
3801» (Австрия).

Количество белка определяли методом Lowry и соавт. [II].
Результаты и обсуждение

Морфин в использованной нами дозе 5 мг/кг, по литературным 
данным, не влияет на синтез белка в течение 3 ч после введения пре



парата. В более высоких дозах (10 и 25-мг/кг) морфии первона
чально ингибирует, а затем активирует включение меченых амино
кислот в молекулы белка [12]. Нами обнаружено, что однократное 
введение морфина на ранних стадиях постнатального развития вы
зывало повышение уровня фосфорилирования общих ядерных белков 
КБП крыс (рис. I). Повышение включения меченого фосфата ока
залось наиболее выраженным у животных 1-го дня жизни на 35%,
к 4- и 11-му дням постнатального

I
развития уровень белкового фос-

Рис. I. Влияние морфина на фос
форилирование общих ядерных бел
ков коры больших полушарий мозга 
крыс в процессе постнатального 
развития. Однократное введение 
морфина в дозе 5 мг/кг крысам в 
возрасте 1,4 и 11 дней после рож- 
дения, п = 6; здесь и на рис. 2.

3: а—контроль, б—морфин.

форилирования снижался, достигая прироста лишь на 16—17%. Эти 
результаты соответствуют полученным ранее данным о влиянии ряда 
биологически активных веществ на фосфорилирование белков, в ко
торых было показано, что наиболее выраженный эффект обнаружи
вался именно в эмбриональный период развития и 1-й постнатальный 
День [7].

Для того, чтобы объяснить действие морфина на фосфорилиро
вание белков, необходимо иметь в виду время появления и формиро
вания опиоидных рецепторов. С помощью авторадиографии они были 
выявлены и определены в ЦНС крыс на 14-й день эмбрионального 
развития. При этом число рецепторов для морфина оказалось до
статочно низким, оно мало изменялось в первые дин постнатального 
развития, а затем быстро увеличивалось в период между 2- и 3-й 
неделями постпатального онтогенеза [13—16]. По данным Zhang и 
соавт. [17], у новорожденных животных при введении морфина 
имело место значительное снижение дыхания по сравнению с 14-днев- 
ными животными. Это дает основание предполагать, что влияние 
морфина в первые постнатальные дни жизни связано с изменением 
функциональной активности ЦНС, сопровождаемой активированием 
протеинкиназ [17].

Основной путь действия морфина реализуется через активность- 
АЦ, в результате чего изменяется концентрация сАМР в клетка՝՛ 
[9, 10]. Наши исследования показали, что в первые дни после рож
дения уровень фосфорилирования общих ядерных белков не изме
няется под влиянием сАМР, что свидетельствует о низком уровне 
активности фермента в этот период. Изученное нами фосфорилирова- 
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нне обших ядерных белков обусловлено главным образом действием 
сАМР-незавнсимых, Са։+-кальмодулннзависимых протеинкиназ и про- 
теинкиназы С. Полученные данные позволяют предположить, что на 
ранних стадиях постнатального развития морфин вызывает активи
рование белкового фосфорилирования, что является компенсаторным 
механизмом при понижении интенсивности дыхания под влиянием 
морфина.

По литературным данным, морфин в такой же дозе использо
вали и другие авторы. При этом однократное введение его в этой же 
дозе вызывало ингибирование синтеза ДНК у животных на 4-й день 
после рождения, не действуя на более поздних сроках развития [18].

Авторы высказывают предположение, что морфин, вероятно, ока
зывает влияние на клеточную пролиферацию путем генерализован-

Рис. 2. Влияние морфина на фос
форилирование ядерных белков, вы
деленных из мозга взрослых крыс. 
I—кора больших полушарий, 2— 
гиппокамп. Однократное введение 

морфина в дозе 5 мг/кг, п = 6
Рис. 3. Изменения фосфорилирова
ния общих ядерных белков после 
4-кратного введения морфина в 
дозе 5 мг/кг с интервалом 12 ч 
половозрелым животным. /—кора 
больших полушарий, 2—гиппокамп, 

п = 6

кого метаболического воздействия. Установленное нами активирова 
ние фосфорилирования в ранние сроки постнатального развития сви
детельствует именно о подобных метаболических изменениях.

При исследовании влияния морфина на фосфорилирование бел 
ков в КБП и гиппокампе взрослых животных было показано, что 
плотность морфиновых рецепторов в этих структурах НС высока 
[16]. В наших опытах однократное введение морфина в дозе 5 мг/кг 
не вызывало изменений фосфорилирования общих ядерных белков, 
выделенных из КБП и гиппокампа (рис. 2). Однократное введение 
морфина даже в более высоких дозах не вызывало изменений фос
форилирования белков микросомных фракций [20]. В синаптосомной 
фракции этих же структур мозга не установлено изменения вклю
чения меченого фосфата [20]. Отсутствие изменений в посттрансля 
ционной модификации общих ядерных белков, выделенных из КБП 
и гиппокампа, свидетельствует о высокой резистентности половозре
лых животных к действию морфина. Учитывая гетерогенность нерв
ной ткани, следует полагать, что полученные нами результаты сум
мируют специфические ответы разных типов ее клеток, так как воз
можна активация одних, торможение или отсутствие реакции у дру 
тих. Изменение активности АЦ-системы одной клеточной популяции 
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может сглаживать реципрокные изменения иди отсутствие таковых 
у других популяций.

Увеличение интенсивности включения меченых аминокислот свя
зывают с продолжительностью действия морфина [12]. Нами уста
новлено, что 4-кратное введение морфина приводило к снижению 
фосфорилирования белков в гиппокампе па 12% и в КБП на 26% 
(рис. 3). Наряду с этим Duman и соавт. [10] показали ингибирова 
пне АЦ-активности но фронтальной зоне КБП на 20—25%. Это дает 
основание предположить, что наблюдаемое нами понижение фосфо
рилирования белков являлось следствием пониженной активности 
сАМР-зависимой протсиикииазы.

Полученные результаты дают основание сделать заключение о 
наличии возрастной зависимости уровня фосфорилирования белков 
при воздействии морфина. Однократное введение морфина в ранний 
период постнатального развития увеличивало интенсивность включе
ния меченого фосфата в белках, тогда как 4-кратное введение мор
фина половозрелым животным сопровождалось снижением включе
ния меченого фосфата.

THE EFFECT OF MORPHINE TREATMENT ON 
POSTTRANSLAT1ONAL PHOSPHORYLATION OF THE RAT BRAIN 

TOTAL NUCLEAR PROTEINS DURING VARIOUS STAGES 
OF ONTOGENESIS

VELICHKOVA A.. TENCIiEVA Z.
Brain Research Institute, Bulgarian Academy of Science, Sofia

Single administration of morphine (5 nig kg body weight) to rats: 
in !he early stages of postnatal development increased phosphorylation 
1 f total nuclear proteins of brain cortex. The incorporation of labelled 
phosphate increased by 35% after morphine application to newborn rats 
and by 16—17% on the 11th day after birth.

The effect of morphine on phosphorylation of total nuclear prolelns- 
i.'olated from brain cortex and hippocampus of mature animals was also 
studied. Single morphine treatment does note cause any change, whereas 
four successive morphine injections at 12-hour intervals resulted in a 
12% reduction of nuclear protein phosphorylation in hippocampus and 
a 26% reduction in brain cortex.

The possible mechanisms of morphine a tion on total nuclear pro
tein phosphorylation are discussed.
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ОЧИСТКА ФДЭ ЦИКЛИЧЕСКИХ НУКЛЕОТИДОВ ГИПОТАЛАМУСА МЕТОДОМ ГИДРОФОБНОЙ ВЭЖХ
АБРАМЯН Г. Э„ ЧАИЛЯН С. Г., ИСАДЖАНЯН М. А..

КИРАКОСОВА А- С., ГАЛОЯН А. А.

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

Разработан метод гидрофобной ВЭЖХ ФДЭ циклических нуклеотидов из ги
поталамуса, основанный на ЭГТА-зависимой элюции с колонки, где в качестве не
подвижной фазы применялся фепмл-полиметакрилатный гель. В сравнении с тради
ционными методами очистки на фони л-сефа розе, предложенный метод позволяет 
существенно сократить время проводимых процедур и достичь высокой степени эф
фективности разделения в малых объемах элюции при комнатной температуре.

Са2+-кальмодулинзависимая ФДЭ циклических нуклеотидов, обнаруженная впервые Kakiushi и Yamasaki в мозговом экстракте, является важнейшим ферментом метаболизма клетки [J, 2]. Способ ность данного фермента Са2+-зависимым образом взаимодействовать с гидрофобными матрицами легла в основу методик очистки ФДЭ на фенил-сефарозе [3—5]. Но поскольку подобное взаимодействие характерно и для других Са2+-зависимых белков, неизбежно появляется необходимость дополнительных мер очистки, что существенно увеличивает продолжительность проводимых процедур и, как правило, в подобных случаях усиливается подверженность ФДЭ к воздействию протеолитических ферментов, сопровождающаяся резким снижением индуцированной кальмодулином активности фермента. К тому же, данный метод характеризуется продолжительностью проведения экспериментов при 4°, большими объемами элюции, низким пределом обнаружения и малом разрешающей способностью. Изучая регуляцию активности ФДЭ биоактивными соединениями гипоталамуса, мы пришли к заключению, что традиционные методы хроматографии не приемлемы для очистки фермента в аналитических целях. В этой связи нами предпринята попытка иного подхода к обсуждаемой проблеме и предлагается быстрый метод очистки ФДЭ, основанный на гидрофобной ВЭЖХ, что позволяет идентифицировать пики ферментативной активности в малых количествах (0,3—■> мт 
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белка) гипоталамической ткани в течение 30 мин при комнатнойг температуре и малых объемах элюции (I—2 мл на пик ферментативной активности), достигая при этом 200-кратной очистки фермента..
Материалы и методыВ работе были использованы сАМР, cGMP, ЭГТА, препараты кальмодулина и 5'-нуклеотидазы из яда Opheophagus Hannah (rSig- inas, США): Dowex 1x2 трис-Н I. MgCL, СаСГ2. NaNs (<Serva>, Гер- ‘•ания); »Phenyl-Sepharose* («-Pharniacla.». Швеция); -s pHJcAMP, все остальные реактивы—отечественного производства квалификации ос. ч. X’SjОчистку ФДЭ осуществляли по методу, предложенному ранее [3], с некоторыми модификациями [4]. Измельченную ткань гипоталамуса, хранившуюся при температуре —70°, гомогенизировали 3— 5 мин в 10 объемах буферного раствора А, содержащего 25 мМ трис-НС1, pH 7,0. ՛? мМ MgCl2, 0,2 М NaCl при 4° в стеклянном гомогенизаторе. Гомогенат центрифугировали в течение 60 мин при 24000 g, в супернатант добавляли СаС12 в конечной концентрации 2 мМ и наносили на колонку «Pbenyl-Sepbarose* (1,5X10 см), предварительно уравновешенную буфером В, содержащим 0,2.4 NaCl. Скорость элюции 1 мл/мин. ФДЭ элюировали буфером В с добавлением 0,2 мМ ЭГТА. Скорость элюции 1 мл/мин. Контроль осуществляли но изменению оптической плотности (X—280 нм) и фосфоди- эстеразной . активности. Все операции проводили при 4°.Фракции с «Phenyl-Sepharose*, обладающие наибольшей ферментативной активностью (2 мл), собирали и концентрировали ультрафильтратором «Amicon» (США) на мембране РМ-30 (Pellicon- membrane 30000). Давление в ячейке поддерживали на уровне 3,5 атм при 0°.Гидрофобную ВЭЖХ проводил на колонке HIC PH-814 («Shodex», Япония, 75X80 мм), (8x20 мм) предварительно уравновешенную 0,1 Д'! фосфатным буферным раствором С, pH 7,0 1М (NH<)2SO2 и 2 мМ CaCli. Колонку промывали 50 мл буфера С. Элюцию ФДЭ осуществили линейным градиентом сульфата аммония от 1 до ОМ за 60 мин в присутствии 2 М ЭГТА. Все операции на колонке «Shodex» проводили с постоянной скоростью 1 мл/мин при комнатной температуре с использованием жидкостного хроматографа высокого давлепия «Кпаиег» (Германия). Положение ФДЭ на профиле элюции определяли, измеряя ферментативную активность. Фракции, обладающие наибольшей активностью, объединяли и концентрировали с использованием ультрафильтратора «Amicon» на мембране РМ-30.Активность ФДЭ определяли по методу Thompson и соавт. [6] с применением меченого 8 [3Н]сАМР или 8 [5H]cGMP. Инкубационная смесь (200 мкл) содержала 50 мМ трис-НС1„ pH 7,0, 10 мМ
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MgCI2, 2 мМ CaClj ил 2 мМ ЭГТА, 100 к&к 8 [3Н]сАМР или 8 [3H]cGMP, 5 мМ р-меркаитоэтанол и 5 мкМ сАМР. Реакцию начинали добавлением фермента. Через 5—15 мин инкубации при 30° •пробы кипятили 1,5 мин, охлаждали до 30° и добавляли в них 0,2 мг/мл раствора б'-нуклеотидазы яда Gphe phagus Hannah. Реакцию, катализируемую этим ферментом, проводили при 30° в течение 10 мин. Сорбцию негидролизованного субстрата осуществляли на анионооб- меннике Dowex 1X2 (Cl-форма), добавляя 1 мл суспензии смолы (1:2) в среду инкубации. После перемешивания пробы центрифугировали 5 мин при 12000 g, 0,3 мл супернатанта помещали в 5 мл сцинтиллятора ЖС-7 и проводили измерения радиоактивности на жидкостном сцинтилляционном спектрометре «Intertechnique 2000» (Франция). Скорость ферментативной реакции выражали в относительных единицах активности (о. е. а.)—процент гидролиза субстрата на концентрацию субстрата в пробе за 1 мин на 1 мкл фермента.
Результаты и обсуждениеНа рис. 1 представлен профиль элюции ФДЭ с «Phenyl-Sepha- rose». ФДЭ элюируется двумя симметричными пиками с незначительным запаздыванием относительно общей массы белка. Активность пика I и пика II в присутствии Са2+ и кальмодулина увеличивалась в 3 и 6 раз соответственно, а для пика I характерным являлась стимуляция гидролиза сАМР под действием микромолярных концентраций cGMP. Следовательно, можно говорить о наличии, ио крайней мере, двух изоформ фермента: Са2+-кальмодулинзависимой и cGMP- стимулируемой ФДЭ. Таким образом, при помощи гидрофобной хро- «Phenyl-Sepharosc» удается выделять две формы фермента, отличающиеся по своим физико-химическим и регуляторным свойствам.На рис. 2 представлен профиль элюции ФДЭ линейным градиентом сульфата аммония (1—0 М) в присутствии 2 мМ ЭГТА с колонки ' HCI РН-814. Как видно из рисунка, элюция приводит к появлению хорошо различимых трех пиков ферментативной активности—А (0,77М), В (0,52 М), С (0,4 М). Данные по измерению активности ФДЭ при использовании в качестве субстратов сАМР и cGMP, приведенные в таблице, показывают, что для субстрата cGMP, активность ФДЭ-1 не изменяется как под действием свободных ионов кальция, так и Са2+-кальмодулина. Скорость гидролиза cGMP при внесении в реакционную среду, содержащую ФДЭ-П и ФДЭ-Ill, Са24 не увеличивается, но возрастает в присутствии Са2+ и кальмодулина. В присутствии субстрата cGMP активность пика II и пика III увеличивается под действием комплекса Са2+-кальмодулип, но при этом отсутствует активация под действием свободных ионов кальция. По регуляторным свойствам ФДЭ-I отличается от ФДЭ-П и ФДЭ-1 II.
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Наряду с сОМР, скорость гидролиза сАМР увеличивалась свобед- мыми ионами .кальция, что, вероятно, объясняется наличием во франков сопка-] примесей кальмодулинзавнсимой ФДЭ.

Рис. 1. Очистка ФДЭ методом гидрофобной хроматографии па «Р1|спу1- 
ЭсрЬагойс». Супернатант гомогената гипоталамуса наносили па колонку 
(8X150 мм),|-предварптельно уравновешенную 25 мМ трнс-НС1 буфером, 
pH 7,0, содержащим 5 мМ МдС1о, 2 мМ СаС15, 0,1 мМ Р-меркапто- 
этапол, 0,2 М ЫаС1. Колонку промывали тем же буфером, после чего 
белок элюировали в присутствии 2 мМ ЭГТЛ в режиме линейного гра
диента ЫаС1 от 0,2 до 0 М при скорости потока I мл/мин при 4°. Про
филь элюции определяли но измерению оптической плотности при

X 280 им (I) и базальной активности ФДЭ (2)

Рис. 2. Очистка ФДЭ методом гидрофобной ВЭ?КХ. Супернатант го
могената гипоталамуса в количестве 500 мкл (1мг белка) наносили па 
колонку. л51ю(!е.< НС РН-814» (0,75X8 см), предварительно уравнове
шенную 0,1 М фосфатным буфером, pH 7,0, содержащим 1 М сульфата 
аммония, 5 мМ МйС12 н 2 мМ СаС12. Колонку промывали тем же бу
фером, после чего элюцию осуществляли в присутствия 2 мМ ЭГТА в ; 
режиме линейного градиента сульфата аммония от 1 до 0 М в течение 

60 мин при скорости потока 1 мл/мнн. Температура комнатная. Об
наружение продукта осуществляли но измерению оптической плотности

при Х.280 нм (1) и базальной активности ФДЭ (2).141Таким образом, гидрофобная ВЭЖХ на колонке «51*>с1ех Н1С РН-814» позволил,а разделить три формы фермента. Для ФДЭ-1 характерно увеличение скорости гидролиза сАМР под действием сОМР, что позволяет отнести ее к сОМР-регулируемой изоформе ФДЭ. ФДЭ-11 и ФДЭ-Ш характеризует Са2+-кальмодулинзависимая модуляция, проявляемая для гидролиза как сАМР, так и сО.МР. Следовательно, ФДЭ-11 и ФДЭ-Ш можно отнести к Са2+-кальмодулин- стимулируемым изоформам фермента.Поскольку хроматография ФДЭ на гидрофобных сорбентах имеет явно выраженный Са2+-зависимый характер, то можно предположить, что комплекс кальмодулин-ФДЭ при избыточных концентрациях Са2->- взаимодейс-твует с фенильным лигандом за счет гидрофобных участков, расположение которых связано, по всей видимости, непосред-143
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Т а б л и ц а 3
Активность Ф,0Э. элюированных с колонок <Phcny!-Sephаго?е> к «Shodex»

ФДЭ субстрат
Активация

ЭГГА Ca’ >• Ca" • - кальмоду
лин cGMP Ca5 * -кальмоду- 

лин-i-cGMP
ro

se

I CAMP 0,15 0.3 0,45 0,6 0,75
C3

S "5 cGMP 1.5 1.6 1.5 — —
JC Cj
Q.</>

ТГ cGMP 0.13 0.28 0.4 0.12 0.38
cGMP 1.8 1.7 0.4 — —

cAMP 0,2 1.0 1.0 0.6 1.9
О 1

cGMP 1.0 i ,2 0.9 -- —
a.
-A- II cAMP 0,05 0,05 0.7 0,05 0.67
d cGMP 0.5 0,5 7.8 — —
o

СЛ III cAMP 0.08 0.08 1.6 0.07 1 >5
cGMP 1.0 1.1 13.8 — —ствепно па поверхности кальмодулина либо на индуцированной области на поверхности ФДЭ за счет Са2+-зависимой ассоциации фермента с кальмодулином. При потере Са2+ под действием хелатирующего агента происходят изменения в гидрофобных свойствах фермента, приводящей к быстрой потере способности ФДЭ связываться с фенильной матрицей. Таким образом, эксперименты, проведенные с использованием гидрофобных фенильных матриц, показали, что переводом очистки ФДЭ на фенильных матрицах в условиях ВЭЖХ можно достичь более четкого разделения пиков изоформ ФДЭ в малых объемах с достаточно высокой степенью ферментативной активности.

RESOLUTION OF HYPOTHALAMUS CYCLIC NUCLEOTIDE PHOSPHODIESTERASES BY HYDROPHOBIC HPLC
ABRAHAMIAN 0. E._ CHAILYAN S. G., ISAJANYAN M. A..

KIRAKOSOVA A. S, GAI.OYAN A. A.
G. Ch. Bunyalyan lisllliifc of BiochcnHsliy, Academy of Sciences 

of Armenia, YerevanA HPLC method has been developed to separate isizymes of eye. lie nucleotide phosphodiesterase. The method employs a phenyl- hydro- ph ilic pclyrnctacrilale based hydrephedic inleraction column eluted with a EGTA-deper.cent ammonium sulfate gradient. Compared to traditional ch romatography over Fhcnyl-Sepharcse, the method Is more rapid (30 min), dilutes the sample less, achieves betler resolution of kinetically distinct forms, may be applied to littly of tissue protein and is appropriate for analytical use.
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УДК 377 i 12.6:547 963ГЕМОГЛОБИН—ПРЕДШЕСТВЕННИК КОРОНАРОСУЖИВАЮЩИХ ПЕПТИДНЫХ ФАКТОРОВ
БАРХУДАРЯН Н. А., ’КЕЛЛЕРМАН И., ’ЛОТШПАИХ Ф„ ГАЛОЯН А.А.

Институт биохимии им. Г. X. Буиятяиа АН Армении, Ереван 
‘Институт биохимии им. Макс-Планка, Мюнхен

Исследованы свойства сннтешчсских пептидов-VVYPWT. I.VVYPV.T, : YP- 
WTQ, LVVYPWTQRF, полученных методом |ве;>дофа н >'. о синтез i ш с..one 1>:.яв>еи- 
иой первичной структуры гипоталамических короиаросуживающнх пептидных фак
торов, 3 из которых, как было установлено нами, оказались фрагментами 33-37, 

33—38 и 32—38 р-депи гемоглобина Исследуя воздействии синтетяческнх пепти
дов на тест-системы, специфичные для нативных коронаросуживающих пептидных 
факторов, обнаружили идентичность свойств синтетических и нативных пептидов. 
Обсуждается вопрос об образовании коронаросуживающих пептидных факторов 
в условиях in vivo.В 1988 г. мы сообщили о выделении и очистке 5 коронаросуживающих пептидных факторов (ПФ, Л из гипоталамуса крупного рогатого скота [1]. Нами было установлено, что ПФ, . вызывают Са2+-независимую активацию ряда Са2+-кальмодулинзависимых ферментов [2—4], таких как киназа легких цепей миозина (КЛЦМ), кальмодулинчувствитёльпая ФДЭ сАМР, путем Са2+-независимого связывания с кальмодулином [5—7]. Было выдвинуто предположение, что ПФ ,_а являются аллостерическими регуляторами кальмодулина, приводящими его структуру, в зависимости от своей концентрации, в различные активные конформационные состояния [5—6]. Дальнейшие исследования показали, что ПФ, стимулируют процесс агрегации тромбоцитов (от 25 до 30%) и сокращение изолированной аорты кролика (от 20 до 25%) [2, 3]. Стимуляция обоих этих процессов связана с активацией КЛЦМ комплексом кальмодулин— МФ [4]. В данном случае ПФ. выполняют функцию ионов кальция, являясь, по-видимому, его эндогенными заменителями. На основании полученных данных мы пришли к заключению, что коронаро- сужпвающне пептидные факторы гипоталамуса можно причислить к числу Са2+-независимых регуляторов в клетке, которые, возможно, и в условиях in. vivo могут принимать участие в регуляции активности КЛЦМ, ФДЭ сАМР и, вероятно, других Са2+-кальмодулинзавнсимых систем (при низком внутриклеточном уровне содержания Са2+).В недавно проведенных исследованиях по выяснению первичной структуры ПФ,_5 было обнаружено, что 3 из них являются фрагментами 33—37, 33—38 и 32—38 p-цепи гемоглобина [4, 8]. 146



Интересно отметить, что в литературе имеются данные о том, что՛ сама молекула гемоглобина обладает коронаросуживающими свойствами [9, 10]. Кроме того, оказалось, что еще в 1980 г. Чангом и соавт. [11] из гипоталамуса свиньи были выделены 2 пептида, которые являлись фрагментами 32—40 и 31—40 .р-цепн гемоглобина. Однако биологическая активность, этих пептидов не была установлена. Оказалось также, что геморфины—пептиды, полученные в результате протеолитического распада гемоглобина и обладающие сильными опиоидными свойствами, являются фрагментами 34—37 и 34—38 р-цепн гемоглобина [12].Па основании полученных нами данных, а также имеющейся в; литературе информации было сделано предположение, что остальные- 2 коронаросужпвающпх ПФ с невыясненной пока первичной структурой также являются фрагментами р-цепн гемоглобина, отличающиеся от структуры вышеуказанных коропаросуживающих ПФ лишь длиной пептидной цепи.Для проверки указанного предположения, а также с целью исследования свойств синтетических пептидов (П), полученных согласно выявленной структуре нативных коронаросужпвающпх ПФ, были синтезированы 4 пептида, представляющие фрагменты 32—39 (П։), 32—41 (П2), 32—38 (П3) и 33—38 (П4) р-цепн гемоглобина.Данная статья посвящена изучению воздействия синтетических пептидов на тест-системы, специфичные для нативных ПФ։_5 с целью сравнения активности и механизма действия синтетических и нативных пептидов. 'Материалы и методыКоропаросуживающие пептидные факторы гипоталамуса выделяли по методу Галояна и соавт. [1].Автоматический твердофазный синтез был осуществлен на синтезаторе «Applied Bjosvstems Model 430Ал, с исиользов; нием Fnioc- защИтных групп [13J.Для определения образования иммунокомплекса кальмодулин֊ антитело был использован метод непрямого фермеитзависимогр им- муносорбептного анализа (ELISA) с некоторыми модификациями по методу Van Eldik и соавт. [14]. Кальмодулин (в концентрации 2,5 мкг/мл) был иммобилизован на платах при 4° в течение 18 ч. Антитела вносили в лунки плат в концентрации 7,5 мкг/мл и платы инкубировали 2 ч при комнатной температуре. В экспериментах по определению влияния ПФ на образование иммунокрмплекса ПФ вносили в лупки плат вместе с антителами. Использовали различные концентрации ПФ (от 0,8 мкМ до 1,6 нМ). Аптп-IgG, копыогирован- ный с пероксидазой хрена вносили в лунки плат в разведении 1:1000 и платы инкубировали 2 ч при комнатной температуре. Через 60 мин после добавления субстрата (Н2О2 и о-фепплендиамин) содержимое 
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лунок фиксировали добавлением 2 и. H2SO4 и измеряли поглощение при 492 нм.Высокоочнщенные препараты КЛЦМ получали ио методу Dab- rowska и соавт. [13—16] из желудков кур. Фосфорилирование легких цепей (ЛЦ) миозина гладкой мускулатуры желудка кур с Мг 20 кД проводили в течение 25 мин при 25° в инкубационной среде, содержащей 70 мкг очищенного миозина, 20 мМ фосфатного буфера, pH 8,0, 12,5 мМ MgCI2, 0,1 мМ СаС12, 5 мМ АТР, 1,5 мкМ КЛЦМ и 4,5 мкМ кальмодулина. Включение фосфата в ЛЦ миозина регистрировали при электрофорезе в ПААГ в присутствии 8 М мочевины по методу Perrie и соавт. [17]. Относительное содержание фосфорилированных ЛЦ в миозине определяли при анализе денситограмм гелей электрофореза, окрашенных Кумасси R-250.Количество белка определяли по методу Lowry и соавт. [18]. Эксперименты на изолированной аорте кролика проводили по методу Kanamori и соавт. [19].Агрегацию тромбоцитов исследовали на агрегометре «Рау(оп» (США) с использованием в качестве агреганта 5 мкМ ADP. Исследования проводили па крови здоровых доноров. Богатую тромбоцитами плазму получали центрифугированием крови при 2000 g в течение 10 мин по методу Born [20].В работе были использованы следующие реактивы: ATP, ADP («rSigma», США։, Cad.՜֊актированная сефароза 4В, сефакрил S-300, сефадекс Ci-10, фенил-сефароза («Pharmicia», Швеция). MjCL CaCl,. ацетонитрил .cMerc-:-», ФРГ), ЭГТА, Кумасси R 250, акрилами ։, бис- акрилам։:;՛.. TE.V.ED, персульфат аммония, Dowex SOW;,8. («Serv;iJ>, ФРГ), остальные реактивы марок х.ч. и ос.ч. («Союзхимреактив»).Результаты и обсуждениеОдним из наиболее чувствительных тестов для ПФ։_5 является их способность ингибировать образование иммунокрмплекса кальмо- дулин-антитело путем Са2+-независимого связывания с кальмодулином [5—7]. Поэтому прежде всего было изучено влияние синтетических пептидов па образование иммунокомплекса кальмодулин-аити- тело с помощью метода EL1SA.На рис. 1 представлены данные относительно влияния нативных ПФ3 и ПФ4 и соответствующих им по структуре синтетически* пептидов (П3 и П4), па образование иммунокомплекса. Как видно из рнс. 1, п3 и П4 подобно ПФ3 и ПФ4 в значительной степени ингибируют образование иммунокомплекса. Концентрации, вызывающие 50%-пое ингибирование образования иммунокомплекса (1м), равны 5,4; 12,8; 21,8; 33,4 нМ для ПФ3, ПФ4, П3 и П4 соответственно. Для 11. и П2 величины 15(. были равны 24,6 и 29,5 пМ соответственно. Принимая во внимание тот факт, что для ПФ,_5 величины 130 находятся в диапазоне концентраций от 2,5 до 31,6 нМ [5, 6], мы можем зак- 
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лючнть, что синтетические пептиды обладают таким же сродством к кальмодулину, как и нативные. Тем не менее, нужно отметить, что ПФ3 и ПФ.։ были несколько более активны, чем П3 и ГЦ.Как было указано выше, гипоталамические ПФ։_5 вызывают Са2+-независимое активирование некоторых Са2+-кальмодулинзавпси- мых ферментов [2—4]. В этом аспекте более детально памп было изучено воздействие ПФ։_5 на активность КЛЦМ, выделенной из скелетной и гладкой мускулатуры. В частности, было установлено.

Рис. 1. Влияние нативных коронаросужнвающнх одра.
(ПФ.,—I; ПФ,- 2) и синтетических пептидов (Н3 а. 4 >
зовшие иммунокомплекса кальмодулин-антитело аЛаЬМ°^итела нсполь- 
мобнлизоваи „а „латах в концентрации 2.5 абси1'с՛ -концентрации ней- 
зовалн и концентрации 7,5 мкг/мл. По осн но п,.мочулином
тидов в иМ. По оси ординат—% связывания антит

_ ° осУ|цсствля։от свое воздействие на активность КЛЦМ путем Са-т-пезависимогл ...... •• ?разования комплекса КалД С МОЛеКуЛ°" кальмодУл"на. « обзываясь с каталитической ......-"ептил"ып *актОр- КОТ°РЬ'"- свя-. ''ои субъединицей фермента, вызывает его ак-ЮОс/ '° /°Т ՝° 10°0/° для КЛЦМ скелетной мышцы и от 80 до00 „ более для КЛЦМ гладкой мускулатуры). С учетом этихДанных представлялось иппл,.~, гл иь целесо°бразным изучить воздействие синтс-тическнх пептидов „а активность КЛЦМ.Пф! Кследов.пшя показали, что синтетические пептиды, также как 
мусЛТн вь,зь1па|от .а֊ -независимое активирование КЛЦМ гладкой У атуры от 80 до 100% (таблица), причем для проявления их 149



активирующего действия необходимо, как и в случае ПФ, д обязательное наличие кальмодулина в инкубационной среде. Этот факт свидетельствовал о том, что механизм действия синтетических нсн- тидов аналогичен механизму действия ПФ։_5 на активность КЛЦМ: происходит Са2+-незавпснмое связывание пептидов с молекулой кальмодулина и образование активного комплекса кальмодулип-псптпд. В данном случае синтетические пептиды, как и ПФ,_5 выполняют по-видимому, функцию ионов кальция.
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5

Рис. 2. Са2+-независнмос активиро
вание киназы легких цепей миози
на (КЛЦМ) под воздействием пея- 
тидных факторов гипоталамуса 
(ПФ3—I; Г1Ф,|—2) н синтетических 
пептидов (П3—3; П4—4; П2—5). 
По оси абсцисс—концентрации пеп
тидов в нМ, по оси ординат—от
носительная активность КЛЦМ в%. 
За 100%-ную активность фермента 
принимали такое его количество, 
которое вызывало в течение 25 мин 
при 25° фосфорилирование легких 

цепей миозина на 50%

Было изучено также воздействие различных концентраций П2, П3, П.| и ПФз, ПФ4 на активность КЛЦМ (рис. 2). Оказалось, что концентрации, необходимые для полумаксималыюй активации КЛЦМ равны 3,9, 3,2, 2,7, 3,0, 2,6 нМ для П3, П3, П.։, ПФ3, ПФ.; соответственно. Полученные данные позволили заключить, что и в данном •случае синтетические и нативные пептиды обладают почти одинаковой активностью.Как было сказано выше, ПФ ,_5 (в концентрации 0,1 мкг/мл) •стимулировали сокращение изолированной аорты кролика в К‘-де- поляризующем растворе, содержащем 40 мМ КС1 от 20 до 25%. ПФ ։ . в той же дозе стимулировали также процесс агрегации тромбоцитов, вызванный 5 мкМ АОР от 25 до 30% [2, 3]. Проведенные эксперименты показали, что синтетические пептиды (в дозе 0,1 мкг/мЛ) стимулировали процесс сокращения изолированной аорты кролика в К+-деполяризующем растворе (рис. 4) и процесс агре- .150



гадин тромбоцитов, вызванный 5 мкМ ADP (рис. 5) почти в той же՛ стежени, что и ПФ։_5. Известно, что такие антагонисты кальмодулина, как W-7 и его структурные аналоги в условиях in vitro ингибируют процесс агрегации тромбоцитов и обеспечивают релаксацию гладкой мускулатуры путем Саа+-завпсимого связывания с кальмодулином, что в свою очередь ингибирует активность Са2+-кальмоду-лвнзавпеимых систем и, в частности, активность КЛЦМ [21]. Синтетические пептиды, как и ПФ ։_3 стимулируют эти процессы, невидимому, также путем связывания с молекулой кальмодулина, но Са։+-независимым способом, являясь, по существу, эндогенными за- иемнтелями Саа+.
Таблиц* 

Активирование киназы легких цепей миозина (КЛЦМ), выделенной
из гладкой мускулатуры желудка кур, под воздействием коронаро- 
суживаклцих пептидных факторов гипоталамуса (ПФ) и еннапти-

чсских пептидов
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Примечание. Исследуемые соединения использовали в следующих концентра
циях: кальмодулин—4,5 мкМ, СаС12—0,1 мМ, ЭГТЛ—1 мМ, КЛЦМ—1,5 мкМ, 
ПФ։_к—0,05 мкМ, П,_4 —0,05 мкМ. За 100%-ную активность фермента прини
мали такое количество КЛЦМ, которое вызывало в течение 25 мин при 25° фос
форилирование легких цепей миозина на 50%.Таким образом, изучение воздействия синтетических пептидов па тест-системы, специфичные для нативных ПФ,_5> показало, что синтетические пептиды обладают всеми свойствами нативных ПФ։_5. активность синтетических пептидов во всех рассмотренных тестах была близка к активности нативных коронаросуживающих пептидов, а механизм их действия аналогичен механизму действия ПФ. 5: Полученные результаты подтвердили наше предположение о том, что остальные два коронаросуживающих ПФ с невыясненной пока структурой также являются фрагментами p-цепи гемоглобина, отличающимися от структуры вышеуказанных коронаросуживающих ПФ лишь длиной пептидной цепи, и не исключено, что они представляют собой фрагменты 32—39 и 32—41 p-цепи гемоглобина.Существует ли ПФ в условиях in vivo или они—артефакт и образуются в результате частичного аутолиза в ходе очистки. Мы 151



полагаем, что ПФ,_5 существуют in vivo поскольку: 1—различное время хранения гипоталамуса в незамороженном состоянии после забоя животных (от 1 до 6 ч) не изменило существенно состав основных пиков в профиле хроматограмм после последней стадии очистки с использованием метода ВЭЖХ; 2—одни и те же пептиды были получены при использовании различных модификаций методов очистки. На примере проопиомсланокортина, который является предшественником p-липотропина, эндорфинов, р-МСГ, показано, что природа предпочитает синтезировать пептиды с разной биологической активностью в составе общего предшественника, из которого затем они образуются в результате ограниченного протеолиза. В частности, показано, что эндорфины образуются из p-липотропина под воздействием внутриклеточной протеиназы [22—24]. В этом случае ограни-
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Рис. 3. Влияние пептидного фактора гипоталамуса (ПФ3—3) и синте
тического пептида (П3—2) па сократительную способность изолирован
ной аорты кролика в К+-деполяризующем растворе. По осн ординат— 
степень сокращения аорты в %. Максимальное сокращение, вызываемое 
40 М1М КС1, принимали за 100%. Воздействие пептидов исследовали 
при достижении максимума сокращения, /—контроль, не содержащий 

пептндевченный протеолиз приводит к образованию соединений с новыми биологическими свойствами. Тот факт, что фрагмент 32—41 р-цепи гемоглобина содержит пептиды с разной биологической активностью (геморфины и коронаросуживающие ПФ), свидетельствует о том, что эти пептиды могут синтезироваться в мозгу в составе общего предшественника—гемоглобинподобного белка и затем образоваться в результате ограниченного протеолиза этого белка при различных физиологических и патологических состояниях организма.С другой стороны, поскольку гипоталамус принадлежит к тем участкам головного мозга [25—27], где ГЭБ наиболее уязвим и возможен свободный обмен биологически активными пептидами и гормонами между нервными окончаниями и юровыо, це исключена возможность, что именно гемоглобин является предшественником этих пептидов, которые могут образоваться в результате его ограничен? 152



кого протеолиза также при различных физиологических и патологических состояниях организма и затем проникнуть в нервные клетки болитических процессах нерв-гипоталамуса и принять участие в мета ной клетки.1ДО

Рис. 4. Влияние коронаросужпоаю- 
щего пептидного фактора (ПФ.,) и 
синтетического пептида (П-) 
степень агрегации тромбоцитов, 
иызпанной 5 мкМ АВР. К-конт
роль, ис содержащий п.՝:։ гидов. 
Тромбоциты были проинкубированы 
с пептидами (0,1 мкг/мл) при 37° 

в течение 3 мин в кювете агрего
метра до стимуляции, аыозмной 
5 икМ ЛОР. По сен ординат—сте
пень агрегации тромбоцитов в %

Высказанные нами две различные точки зрения для объяснения присутствия ПФ,_5 в ткани гипоталамуса являются лишь нашими предположениями и для четкого ответа на этот вопрос требуется проведение углубленных исследований в этом направлении.HEMOGLOBIN, THE PRECURSOR OF CORONARO-CONSTRICTORY PEPTIDE FACTORS
BARKHUDARYAN N. A.. •KEII ERMANN .1., *LOTTSPEICH I'., 

GALOYAN A. A.

Ci. Ch. Bunyalyan Institute of Blocheir istry, Acadcrry of Sciences of the Amenia, 
Yerevan.

’Max-Planck Institute of Bio.hemistry, MunichThe properties of synthetic peptides—VVYPWT. I.WYPWT, I\ \ YP- WTQ, LVVYPWTQRF (obtained by solid phase peptide syrtl csis cn the basis of the revealed prlm.ry structure of hyp, thalamic ccrc nrro- Constrictory peptide fa tors) were investigated. It was established tha. 3 of coronaro-constrlct ry peptide factors represent f'agn ents 33- 37. 33—38, 32—38 of the fl-chain of hemoglobin. Using test systems specific 153



'for native coronaro-constrictory peptide factors the identify of the p:o- ■perties of synthetic peptides and native coronaro-constrictory peptide factors was established. The possibility of the formation of the hypothalamic corc«aro-constrictory peptides in vivo are discussed.
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НЕЙРОХИМИЯ

УДК 577.112:577.152:5*5.8 OOFНОВЫЕ ДАННЫЕ О СВЯЗЫВАНИИ КОРОНЛРОСУЖИБАЮЩИХ ПЕПТИДНЫХ ФАКТОРОВ ГИПОТАЛАМУСАС КАЛЬМОДУЛИНОМ
БАРХУДАРЯН Н. А., "ОРОС Ф„ «ЛИЛИОМ К., БАРСЕГЯН К. С., 

•ОВАДИ Ю„ ГАЛОЯН А. А.

Институт биохимии им. Г. X. Бунятяна АН Армении, Ереван 
•Институт энзимологии ВАН, Будапешт

Используя метод фсрмснтзависимого иммуносорбентного анализа (ELISA), 
изучили взаимодействие коронаросужнвающих пептидных факторов гипоталамуса 
<ПФ։_й) с N- и С-концевыми триптическими фрагментами кальмодулина (1—77 и 
78—148). Обнаружено, что ПФ । _5 связываются (аналогично трпфторперазину и 
меллитнпу) как с N-, так и с С-концевыми доменами кальмодулина, обладая, од
нако, более высоким сродством к N-концевому домену. Определение величины ка
жущейся К,| ..ля комплексов кальмодулин—ПФ (К<։—2—10 пМ), К'-коидево:! фраг
мент кальмодулина—ПФ (Kj—15—100 нМ), С-концевой фрагмент кальмодулина— 
ПФ (Ka—300—1000 пМ) показало, что ПФ1—5 обладают наибольшим сродством к 
дативной молекуле кальмодулина. Этот факт позволил сделать предположение о 
существовании внутримолекулярного взаимодействия между N- и С-концевыми до
менами кальмодулина при его связывании с ПФ։_5 •> 1Ф։_-. являются, по-видимому, 
аллостерическими регуляторами кальмодулина, приводя его структуру в зависи
мости от своей концентрации в различные конформационные состояния.Известно, что кальмодулин способен связывать различные соединения, отличающиеся как по структуре, так и по фармакологическим свойствам. К их числу относятся такие лекарственные соединения, 'как производные фенотиазина (трифторперазин, хлор . ՛ знн и др.) [1, 2], некоторые алкалоиды (винбластин, винкристин) [3], антибиотики (адреамицин) [4]. Связывание этих веществ, так называемых антагонистов кальмодулина, препятствует его таи::' д- '։- ствию с различными кальмодулинзавнеимыми ферментами [5, 6] или модифицирует это взаимодействие [7].Показано также, что кальмодулин способен Са2+-зависимым способом связывать некоторые биологически активные пептиды и белки (АКТГ, р-эндорфнн, вещество Р, гистоны, основной белок миелина и др.) [8—И]. Все эти соединения, в зависимости от их структуры, связываются с кальмодулином преимущественно через гидрофобные или ионные взаимодействия [12—13]. Хотя в настоящее время детально изучена структура кальмодулина и некоторых его антагонистов, нет достаточных знаний о механизмах взаимодействия каль-155



модулпна с его антагонистами. Тем не менее известно, например, что классический антагонист кальмодулина—трифторперазпн (ТФП), а также меллитпп (токсин, выделенный из пчелиного яда и состоящий из 26 аминокислотных остатков) связываются как с N-, так и с С- концевыми доменами кальмодулина [14, 15].Ранее мы сообщили, что короиаросужнвающне пептидные факторы гипоталамуса (ПФ։_.) [16] вызывают Са2+-пезависнмую активацию некоторых Са2+-кальмодулинзависимых ферментов (киназа легких цепей миозина (КЛЦМ), кальмодулинчувствнтсльная ФДЭ сАМР) путем Са2+-незавпсимого связывания с кальмодулином [17— 19], что было показано с помощью метода непрямого ELISA [19]. Оказалось, что ПФ,_5 ингибируют образование комплекса кальмо- дулин-аптитело путем связывания с кальмодулином как в присутствии, так и в отсутствие Са2+. На основании экспериментальных данных нами была выдвинута следующая гипотеза: связывание ПФ с кальмодулином вызывает конформационные изменения в его антигенном участке, расположенном в С-коицевом домене кальмодулина (последовательность аминокислот 137—143) [19] в результате чего теряется чувствительность кальмодулина к антителам, что приводит к ингибированию образования нммунокомплекса.В данной работе была предпринята попытка для получения более точных данных о связывании ПФ։_. с кальмодулином. С этой целью, используя метод Drabikowski и соавт. [20], согласно которому в присутствии Са2+ трипсин расщепляет кальмодулин на два больших фрагмента (1—77 н 78—148), изучили воздействие ПФ,_։ па N- и С-концевые триптические фрагменты кальмодулина.Материалы и методыПФ։_5 выделяли по методу Галояна и соавт. [16] из гипоталамуса быка. Кальмодулин очищали из бычьего мозга до гомогенного состояния, используя аффинную хроматографию на трифтор- перазин-сефарозе-4В по методу Charbonneau и соавт. [21]. Кролики были иммунизированы 1-фтор-2,4,-дннитробензоатны.м производным бычьего кальмодулина по методу Wallace и соавт. [22]. Иммуноглобулиновую фракцию получали из антисыворотки с помощью хроматографии ьа QAE-Сефадексе А-50 по методу Tijssen и соавт. [23]. Моноспецнфические антитела против бычьего кальмодулина были получены с помощью аффинной хроматографии на кальмоду- лин-ссфарозе-4В. Иммуноглобулиновая фракция была проведена несколько раз через колонку с кальмодулин-сефарозой, затем колонку промыли 0,05 М трис-солевым буфером, pH 8,0. Антитела элюировали с колонки 0,2 М глицнн-HCl буфером, pH 2,7 и сразу же нейтрализовали 0,2 М трис-HCl буфером, pH 8,0. Затем антитела диализовали против Na-бикарбопатпого буфера, pH 9,6 и хранили при 4° в присутствии 0,2%-ного NaM3.Для определения образования нммунокомплекса кальмодулин-ан- титело использовали метод непрямого фермептзависимого иммуносор- 156



бситного анализа (ELISA) [24]. Кальмодулин (в концентрации 2,5 мкг/мл) был иммобилизован на платах при 4° в течение 18 ч. Антитела вносили в лунки плат в концентрация 7,5 мкг/мл и платы инкубировали .2 ч при комнатной температуре. В экспериментах по определению влияния ПФ на образование иммунокомплекса ПФ вносили в л.унки плат вместе с антителами. Использовали различные концентрации ПФ (от 0,8 мкМ до 1,6 нМ). Анти-IgG, конъюгированный с пероксидазой хрена вносили в лунки плат в разведении 1 : 1000 и платы инкубировали 2 ч при комнатной температуре. Через 60 мин после добавления субстрата (Н2О2 и о-фенилендиампн), содержимое лунок фиксировали добавлением 2 и. H2SO.։ и измеряли поглощение при 492 нм.Гидролиз кальмодулина (2 мг/мл) трипсином был проведен по методу Drabikiwski и соавт. [20] в присутствии 0,1 М СаС12. N- и С-копцевые фрагменты кальмодулина были выделены из гидролизата в гомогенном виде по методу Guerini и соавт. [25] с использованием ВЭЖХ в обращенной фазе на колонке LiChrosob 5 RP-18 (0,4x25 см, диаметр частиц 5 мкм, eBio Separation Technologies», Венгрия). Элюцию проводили 10 мМ (NFL)2CO3 с использованием линейного градиента ацетонитрила от 10 до 40%. Скорость элюции— 1 мл/мип. Время изменения градиента—20 мин. Поглощение измеряли при 214 нм. Фрагменты кальмодулина были лиофилизованы и хранились при—20°.В работе использованы следующие реактивы; CNBr-активнро- ванная сефароза-4В, QAE-сефадекс А-50 («Pharmacia», Швеция), ЭГТА («■Sigma», США), трнфторперазин.меллитин («-Chinoin Pharmaceutical», Венгрия), ацетонитрил («Мегк», ФРГ).
Результаты и обсуждениеС помощью метода Drabikowski и соавт. [20] был проведен ограниченный гидролиз кальмодулина в присутствии 0,1 М СаС!2, приведший к образованию двух больших фрагментов (1—77 и 78—148), которые затем были выделены в гомогенном состоянии с помощью ВЭЖХ в обращенной фазе. Как видно из рис. 1, после 60 мин ограниченного гидролиза трипсином кальмодулин полностью распадается на 2 фрагмента. Время удерживания С-концевого фрагмента 15,5 мин, N-концевого фрагмента —17,4 мин, а время удерживания кальмодулина—17,8 мин. N- и С-концсвые фрагменты кальмодулина были лиофилизованы и их гомогенность была проверена при электрофорезе в ПААГ (12,5%) в присутствии 8 М мочевины.Была поставлена следующая задача: связываются ли ПФ N- и С-копцевыми фрагментами кальмодулина. Для этой цели было решено использовать метод непрямого ELISA, с помощью которого ранее мы установили факт связывания ПФ с интактной молекулой кальмодулина [17—19]. 157



Как указывалось выше, ТФП и меллитин связываются как с N-, так и с С-концевыми фрагментами кальмодулина [14, 15]. Было целесообразно использовать метод непрямого ELISA и для демонстра- ».ии связывания ТФП и мсллитина с N- и Суконцевыми фрагментами кальмодулина с целью сравнительного анализа полученных данных.В первой серин экспериментов было изучено воздействие ТФП на «роцесс связывания антител с иммобилизованным, на платах в одном случае интактным кальмодулином, в другом—С-концевым фрагментом кальмодулина, а в третьем—смесью N- и С-коицевых триптнче- 
•кжх фрагментов.

Рис. 1. Очистка Ы- и С-концсвых фрагментов кальмодулина с помощью 
ВЭЖХ в обращенной фазе на колонке 1лСНго։сг.> 5 ЦР-18 (0,4X25 см), 
с использованием градиента концентрации Ацетонитрила 10—40%, со. 
держащего 10 мМ (\'Н4)2СО3. Скорость элюции I мл/мин. Время изме
нения градиента 20 мин. а—в—ВЭЖХ трипсинового гидролизата
кальмодулина через 0, 30 и 60 мин гидролиза соответственно. П:кт бы.-и 
идентифицированы как кальмодулш (3), его Ы-(2) и С-концевой (1) 

фрагментыНеобходимо отметить, что образование иммунокомилекса не регистрировалось в случае, когда па платах был иммобилизован М-кои- цевой фрагмент кальмодулина, так как он не содержал антигенного участка. Как видно из рис. 2, ТФП при низких концентра»ж::.՝՝ (максимальный эффект наблюдается при концентрации 3,9 мкМ) стимулировал образование иммунокомилекса, а при высоких концентра.:нал около158



1'1'1 . ՛■>:-•................. ՛■ ' ,ч ••:՛.•, т-)-.пп'| :п'1Т'։п.Н(Г1 <՝т(-՝500 мкМ) вызывал значительное ингибирование образования имму- иокомплекса. Этот факт свидетельствовал о четко выраженном дозо- «ависимом эффекте ТФП на процесс образования иммунокомплекса՛ кальмодулнн-антнтело. Нами было высказано предположение, что «ри высоких концентрациях ТФП связывается с С-концевым доменом

Рис, 2. Влияние трифторпсразипа (ТФП) па образование им.мупокомп- 
лекса. Кальмодулин ( о-) был иммобилизован на платах в концентрации 
2,5 мкг/мл, его С- (-Д-) и М-концсвой (—д—) фрагменты были иммоби

лизованы на платах в концентрации 3,6 мкг/мл.,—□֊) иммобилизация 
на платах смеси 14- и С-копцсвых фрагментов кальмодулина. Антитела 
вносили в лунки плат в концентрации 7,5 мкг/мл. По оси абсцисс—кон
центрация ТФА вмкМ; по осп ординат—% образования иммунокомплекса

кальмодулина (где расположен антигенный участок кальмодулина— последовательность аминокислот 137—143 [26]), вызывая такие конформационные изменения в его молекуле, которые приводят к потере сродства кальмодулина к антителам, а при низких концентрациях ТФП, по-види.мому, связывается с нцевым доменом кальмодулина, вызывая другие конформационные изменения в его молекуле, которые приводят к повышению сродства кальмодулина к антителам. Как видно из рис. 2, когда па платах был иммобилизован С-кон- Цевой фрагмент кальмодулина или смесь триптических фрагментов, ТФП терял способность стимулировать образование иммунокомплекса.
4—318
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Это свидетельствует о следующем: 1) предположение о том, что ТФП при низких концентрациях связывается с Ы-концевым доменом, что приводит к повышению сродства кальмодулина к антителам, не лишено оснований; 2) для проявления стимулирующего эффекта ТФП на образование иммунокомплекса необходимо наличие нативной структуры кальмодулина; 3) повышение сродства кальмодулина к антителам при связывании низких концентраций ТФП с К’-коицевым фрагментом кальмодулина свидетельствует о существовании внутри-

Рис. 3. Влияние пептидного фактора (ПФ() на образование иммуно- 
комплекса, Кальмодулин был имобилизовзд на платах в концентрации 
2,5 мкг/мл (-о-), его С- (—Д—) н Ы-концевой ( фрагменты были
ь... 1оо11.;и.кД ни в концентрации 3,6 мкг/мл. Антитела вносили в лунки

плат в концентрации 7,5 мкг/мл. По оси абсцисс—концентрация ПФ։
в иМ; по оси ординат—% образования иммупокомпле։ка.•молекулярного взаимодействия между Ь1- и С-концевымп доменами нативного кальмодулина, поскольку присоединение ТФП к Ы-коице- вому домену, очевидно, вызывает определенные конформационные изменения в его С-кониевом домене, где расположен антигенный участок молекулы кальмодулина.160



Во второй серии экспериментов аналогичные исследования были проведены с ПФ,_5 Как видно из рис. 3, когда на платах был иммобилизован кальмодулин, иод воздействием ПФ происходит значительное (более чем на 90%) ингибирование образования иммуно- комплекса. Когда же на платах иммобилизован С-копцевой триптический фрагмент кальмодулина, наблюдается ингибирование образования иммунокомплекса лишь на 30%. Полученные данные свидетельствовали о необходимости наличия нативной структуры кальмодулина для его эффективного связывания с ПФ. В то же время эти Данные косвенно указывали на то, что М-концевой домен кальмодулина также принимает участие в связывании ПФ. На рис. 3 приведены данные относительно ПФ։. Тот же эффект был получен прп использовании других ПФ.

. Рис. 4. а влитие пептидных факторов (ПФ։ и ПФ2) на обрало’кш.ю 
иамунокомп.'екса кальмодулин-аптитсло в отсутствие и в присутствии 
п инкубационной смеси К'-концсвсго фрагмента (Х'Ф) кальмодулина. 
I—ПФ։: 2—Пф2; 3—ПФ.+о.Об мкМ \'Ф: 4—ПФ,+0.05 мкМ ЫФ; 5— 
ПФ|+3.2 мкМ Д'Ф; 6—ПФ2+3.2 мкМ К;Ф. По оси абсцисс—концентра
ция ПФ в иМ; по оси ординат—% связывания антител с кальмодулином.Как указывалось выше, в случае, иммобилизации на платах К'-конневого фрагмента кальмодулина, из-за отсутствия в его структуре антигенного участка образование иммунокомплекса Не регистрировалось. Поэтому для выяснения вопроса связываются ли ПФ с К-коннсвым доменом были проведены следующие эксперименты. В инкубационную смесь вместе с антителами вносили 14- Концевой триптический фрагмент кальмодулина (были использованы 2 постоянные концентрации К1-копнового фрагмента—0,05 мкМ и 161



"3,2 мкм/ и ПФ (в диапазоне концентраций от 1,6 нМ до 0,08 мкМ). Как видно из рве. 4, а добавление в инкубационную смесь X-коп нового фрагмента в концентрации 0,05 мкМ приводило՛ к снижению ингибиторного эффекта ПФ на процесс ебразования иммунокомплекса на 30%. Добавление же в инкубационную смесь Х-кондевого фрпг мента в концентрации 3,2 мкМ приводило к снижению ингибиторного эффекте ПФ на 70%■ Как .видно из того же рисунка в случае, когда инкубационная смесь не содержала М-коюйвого фрагмент, под воздействием ПФ происходило ингибирование образования ’ иммунокомплекса до 90%.

В „у.-? 0 2

Рис. 4,6. Влияние различных кон
центраций М-кбнцевого фрагмента 
кальмодулина на образование им- 
ыупокомялсКса й нри.".утгтв։:1: по
стоянных концентраций пептидных 
факторов (ПФ, и ПФ2). 1—ПФ! 
(50 нМ); 2—ПФ2 (50 лМ). По оси 
абсцисс—концентрации Ы-копцевого 
фрагмента в мкД1; по оси орди
нат— % связывания антител с 

кальмодулином.

других экспериментах ф/инкубационную смесь, вместе с антителами добавляли различш/е՜ концентрации Ы-концевого фрагментапри постоянной концентрации ПФ (50 нМ). Эта концентрация ПФ в значительной степени (до 60%) подавляла образование иммунокомплекса кальмодулип-антитсло. Как видно из рис. ,4, б с повышением концентрации Н-концевого фрагмента происходило снижение ингибиторного эффекта ПФ на процесс образования иммунокомп-лекса.Полученные данные однозначно указывали на связывание ПФ с Ы-концевым фрагментом кальмодулина, что приводило к образованию комплекса М-концевой, фрагмент—ПФ и резкому уменьшению концентрат!!։ несвязанных ПФ в инкубационной смеси. Это, в свою очередь, в значительной степени уменьшало возможность образования комплекса кальмодулин—ПФ и приводило к тому, что иммобилизованный на платах кальмодулин становился более доступным дляантител.С помощью нелинейного регрессионного анализа данных, полученных методом непрямого, EL1SA, были определены величины Кп для комплексов, образуемых ПФ с кальмодулином и его N- и С-копце- выми фрагментами. Для комплексов кальмодулин-ПФ и С-концевой 162



фрагмент кальмодулина—ПФ величина Ка была определена по ■формуле: К<։ = С։» (я5лй—чЗо—р5ль)/5в (1>где Сч0 и —это концентрация ПФ в инкубационной смеси иконцентрация ПФ, связанного с твердой фазой соответственно; д— число эпитопов па молекулу кальмодулина; р—число эпитопов, связанных с молекулой антитела; 5Л>, —концентрация кальмодулина или его С-концевого фрагмента, связанных с твердой фазой; 5ль — концентрация антител, связанных с твердой фазой.При определении величины Кд для вышеуказанных комплексов“были учтены и следующие параметры: ,.А Л;
С0=С<-։-(Р/\'Х5аь'7 ' ’ (2)О0=С։о'4-СР^)Зп (3)тде Со—общая концентрация антител; С. —концентрация антител՝в растворе; По — общая концентрация ПФ; Г—реакционная площадь; V—объем реакционной смеси.При определении величины К<1 для комплекса К’-концевой фраг- мепт-ПФ было использозано иное выражение, характеризующее общую концентрацию ПФ (По):Ц, Сго + (Сщ-М) + (Г V) [(ч5о-чЗЛй)+(ч5лв-Ч$в РЗАъ)] (4)где П—это концевой фрагмент кальмодулина.Вышеприведенные-формулы (1—4) были выведены на основе работ Муёгеп и соавт. [27—29].Итак, согласно полученным данным, величины Ка для комплексов кальмодулин-11Ф, М-концевой фрагмент кальмодулина-ПФ и С- копцевой фрагмент кальмодулина-ПФ были равны 2—10 нМ; 5— 100 аМ; 300—!00о нМ соответственно. Как видно, ПФ ։_5 обладают наибольшим сродством к интактной молекуле кальмодулина, что позволяет высказать предположение о существовании внутримолекулярного взаимодействия между М- и С-концевыми доменами кальмодулина при его связывании с ПФ.В третьей серии экспериментов было подтверждено связывание меллнтпна как с И-, так и с С-концевым фрагментом кальмодулина. Как видно из рис. 5 меллитин ингибирует образование иммунокомплекса как в случае иммобилизации на платах кальмодулина, так и п случае иммобилизации иа платах его С-концсвого фрагмента. Добавление же в инкубационную смесь М-концевого фрагмента (как и в случае ПФ ) приводит к нейтрализации ингибиторного эффекта Меллнтпна на процесс образования иммунокомплекса.При сравнении данных, представленных на рисунках 2, ?». б, можно заметить, что ПФ, ингибируют образование иммунокомплекса Кальмодулин-антитело в концентрации на три порядка меныпей, чем ТФ11 и на пва порядка меньшей, чем меллитин. 163



Таким образом, па основании полученных данных можно заключить, что ПФ։_., с:.сзываются как с К’-, так и с С-концевы:;:։ доменами кальмодулина,что типично для таких известных антагонистов кальмодулина, как ТФП I! меллитин [14, 15]. Недавно установленная нами первичная структура для 3-х из ПФ։_- (\'УУР\У; УУУРУ/Т;. 1ЛЛ/УР\УТ) [30] дала достаточно оснований высказать мление о том, что эти пептиды связываются с -кальмодулином преимущественно через гидрофобные взаимодействия, что также типично для многих антагонистов кальмодулина.

Рис. 5. Влияние меллитина на образование иммунокомплекса в отсут
ствие в >'>1куС-В1 зюинэи смеси—концевого фрагмента кальмодулина (МФ). 
Кальмодулин был иммобилизован на платах в концентрации 2,5 мкг/мл, 
а его С-кснцсвой фрагмент (3)—в концентрации—3,6 мкг/мл. Анти
тела вносили в лунки плат в концентрации 7,5 мкг/мл. 2—1-1-3,2 мкМ 
КФ; 4—3+3,2 мкМ К’Ф. По оси абсцисс—концентрация меллитина в 

мкМ; по оси ординат—% образования иммунокомплексаПолученные результаты -представляют для пас особую ценность, так как они дали возможность объяснить обнаруженный памп дозозависимый эффект ПФ։_Я на активность КЛЦМ (ПФ։_Ь в концентрации 10-«—10“7М вызывают Са2+-независимую активацию КЛИМ, а при концентрации 10՜° М и выше этот эффект не наблюдается). Мы думаем, что можно следующим образом объяснить это явление: поскольку ПФ._5 обладают более высоким сродством к Ь+концсвому фрагменту кальмодулина, то, по-видимому, при концентрации 10՜°—107М ПФ. _г, связываются с М-концевым доменом кальмодулина и вызывают такие конформационные изменения в молекуле 'Кальмодулина, которые приводят к активации КЛЦМ. При концентрации 1(; г М и выше ПФ ։_4 по-.впдимому, связываются послс- 
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-Доватслыю с N-, и с С-концевыми доменами кальмсяулина и вызывают другие конформационные изменения кальмодулина, при которых ■он уже не способен активировать фермент.Вышеизложенное позволяет нам еще раз высказать мнение о существовании внутримолекулярного взаимодействия между N- и С- концевыми доменами кальмодулина при его связывании с ПФ,_5 которые, вероятно, можно причислить к аллостерическим регуляторам -кальмодулина.NEW DATA ON BINDING HYPOTHALAMIC CORONARO- CONSTR1CTORY PEPTIDE FACTORS WITH CALMODULIN 
earkhudaryan n. a., ♦grosz ։■՝., *uliom k„ barsegian k. s., 

Ol'APl J.. GALOYAN A. A.

G, Ch. Bunalyan Institute of Biochemistry. Academy of Sciences 
of Armenia, Yerevan

♦Institute of Enzymology. B. R. C. Hungarian Academy of Sciences, 
BudapestUsing the technique of enzyme-linked Immunosorbent assay (ELISA) the interaction of coronaro-constrictory peptide factors (PFt-s) with two ■main fragments of calmodulin obtained by limited trypsin digestion (I — 77 and 78—118) was investigated. It was found that PFt-s bound with ’N- as with C-terminal domain of calmodulin demostrating higher affinity Io N-terminal domain. The determination of Ka for calmodulin—PF (K.i 2—10 nM), N-termlnal fragment—PF (Ka—15 — 100 nM), C-terminal fragment PF (Ka 3 О—1COO r:AA) complexes has revealed that PFt-.-, she" higher affinity to intaci calmodulin. This fact lets us make a suggestion about the existence of interactions between N- and C-terminal ■domains within the native calmodulin structure, when PF։_s bind with •calmodulin. The problem of allosteric regulation of calmodulin by PFi s is discussed.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. ։о, № 3—4, 1991

УДК 577.152.1.274СНИЖЕНИЕ КОЛИЧЕСТВА КРЕАТИНФОСФОКИНАЗЫ МОЗГА ПРИ ШИЗОФРЕНИИ, ВЫЯВЛЯЕМОЕ МЕТОДОМ .ДВУМЕРНОГО ЭЛЕКТРОФОРЕЗА ВОДОРАСТВОРИМЫХ БЕЛКОВ
КЛЮШНИК Т. Г1„ СПУНДЭ А. Я., ЯКОВЛЕВ А. Г.

Всесоюзный научный центр психического здоровья АМН СССР, Москва

Анализ двумерных белковых карт водорастворимых экстрактов постмортальиого 
мозга больных шизофренией выявил значительное снижение количества белка с 
величиной Мг 40 кД и НЭТ 5.1—5.2 по сравнению с контрольными образцами 
мозга. После препаративного выделения этого белка из водорастворимого экстракта 
ткапи мозга од был идентифицирован как мозговой изофермент креатннфосфокн- 
назы (КФК ВВ). Снижение количества КФК ВВ в водорастворимых экстрактах 
мозга при шизбфренин подтверждено методом иммупоэлёктроблоттинга с нсполь- 
зовапием специфических для КФК ВВ антител.Выяснение биологических причин психических расстройств человека является одной из важнейших задач нейробиологии, поскольку эта область способна нс только расширить сферу знаний о механизмах психической деятельности, но и указать новые и эффективные пути профилактики и терапии се нарушений. С развитием арсенала методов молекулярной биологии возможность решения этой задачи становится реальной, в особенности в случае заболеваний с выраженной наследственной природой.Одним из методических подходов при поиске биологических нарушений, связанных с развитием сложных наследственных заболеваний, является сравнительный анализ белкового спектра идентичных тканей больных и здоровых индивидов.15 этой работе, используя высокоэффективную процедуру двумерного электрофоретического фракционирования водных белковых экстрактов, проведен сравнительный анализ белковых карт отделов постмортальиого мозга здоровых и страдавших шизофренией индивидов. Материалы и методыМатериалом для анализа служили различные отделы ностмор- тального головного мозга человека. Были использованы образцы мозга 29 человек, не страдавших психическими заболеваниями и умерших от острой сердечно-сосудистой недостаточности и 25 больных шизофренией (прогредиентная и приступообразно-прогредиент-
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пая), умерших в терминальной стадии этого заболевания от острой сердечно-сосудистой недостаточности или пневмонии. Аутопсию мозга, в обеих группах проводили не позже 7—8 ч после смерти.Ткань гомогенизировали в 10 объемах 50 мМ калий-фосфатного буфера, рИ 7,0 (КФБ) в гомогенизаторе «Виртис». Гомогенат центрифугировали в течение 1 ч при 100000 g 4°. Супернатант лиофилизировали и использовали для анализа двумерным электрофорезом по методу О’Farrell [1]. Для приготовления образцов для изоэлектрофокусирования 100 мкг лиофилизата растворяли в 25 мкл диссоциирующего буфера, содержащего 8 М мочевину ,1%-ный Нонидег Р-40, 2%-ные амфолины (pH 3—10, pH 3,5—5, pH 4—6, pH 5—7 в соотношении 3:3: 1 :3) и 1 мМ дитиотреитол. Фокусирование проводили в 5%-но.м ПААГ, содержащем 8 М мочевину, 1%-ный Нопидет Р-40 и амфолины как в диссоциирующем буфере. Электрофорез во втором направлении проводили в 12%-ном ПААГ. Белки в геле окрашивали раствором 0,1%-ного Кумасси R 250 в 25%-ном метаноле,. 10%-ной уксусной кислоте.Препаративное выделение белка Р-40 проводили на системе FPLC («Pharmacia»). Все стадии выделения проводились при 4°. На колонку размером 4,0 X 20 см, заполненную смолой DEAE-Toyo Perl 650 М («Toyo Soda», Япония) и уравновешенную буфером А (50 м.М КаНРО.., pH 7,0, 1 мМ дитиотреитол), наносили 100 г водорастворимого экстракта мозга человека, приготовленного, как описано ранее. Элюцию осуществляли 0—0,4М градиентом концентрации KCI. Фракцию, элюирующуюся 0,1—0,25 М KCI, высаливали сульфатом аммония (40—60% насыщения), осадок растворяли в 10 мл .буфера А. Для гель-фильтрации использовали колонку 2,6 X Ю0 см, наполненную смолой Toyo Perl 55SF и уравновешенную буфером А. Фракцию, обогащенную Р-40, наносили на колонку Mono Q HR5/5 («Pharmacia», Швеция). Элюцию вели 0,1—2,0 М градиентом КС1. Белки,, элюируемые 0,1—0,15 М КС1, после концентрирования на ультрафильтрах РМ 10 («Amicon», США), фракционировали па колонке «Superose 12 HR 10/30» («Pharmacia», Швеция).Белковый состав полученных фракций контролировали методом электрофореза [2] с использованием электрофоретической системы Phast System («Pharmacia». Швеция).Измерение креатинфосфокиназной активности проводили с использованием набора «NAC-activated СРК tests» («KONE», Finland).Для получения специфических антисывороток против креатинфосфокиназы ВВ (КФК ВВ) человека кроликов иммунизировали внутрикожным введением 200 мкг очищенного по методу Miller [3] препарата КФК ВВ в смеси с адъювантом Фрейнда (1/1) с интервалом 2 недели в течение 2-х месяцев (первая инъекция—с полным адъювантом, последующие—с неполным). Забор крови проводили через 7—10 дней после последней инъекции.Иммуноэлектроблоттпиг проводили по методу Towbin [4]. После переноса нитроцеллюлозный фильтр инкубировали в 10%-ной фе- 168



тальмой сыворотке теленка в течение I ч при 37°, промывали 100 мМ трпс-НС1, pH 7,5, содержащим 150 мМ №С1 и 2%-ный Твин-20 (промывающий буфер) и инкубировали в течение 1 ч при 37° с антисывороткой к КФК ВВ в разведении՜ 1/250. После промывания (3 раза по 10 мин) промывающим буфером фильтр помещали па 1 ч пр։՛ 37’ в раствор козьих антител против 1^0 кролика, конъюгпро ванных с пероксидазой хрена. Для проявления реакции использовали 0,05%-ный раствор З.З'-динаминобензиднна, содержащий 0 15%-иый Н։Оа. Результаты исследованияДля сравнительного анализа белков мозга человека в норме и при шизофрении в этой работе использованы водные белковые экстракты различных областей коры больших полушарий мозга, а также ядер таламуса, коры мозжечка и продолговатого мозга. Белковые карты, полученные методом двумерного электрофореза, отражают специфические особенности различных отделов мозга [5, 6].
Рис. 1. Дпумер •. хитрпфореграм- 
ма водорастворимого экстракта 
лобной коры постмортального мозга 
человека. Фрагмент двумерной э.։ек- 
трофорегр..:. ". ::.:пу::лы։ого об
разца мозга (с), образца мозга 
больного шизофренией (в). Рамкой 
внутри фрагмента выделен белок

Р-40

Вместе с тем, сравнивая двумерные карты белков отделов псст- мортального мозга больных шизофренией с соответствующими контрольными картами, практически для всех исследованных о)делов мозга были выявлены некоторые, главным образом, количественные отличия, по-видимому, характерные для шизофрении. Рис. 1 демонстрирует двумерные карты водорастворимых белковых экстрактов лобной коры постмортального мозга, типичные для контрольной группи людей, не страдавших психическими заболеваниями, и группы больных шизофренией. Анализ этих карт позволяет отметить наиболее существенное снижение интенсивности окрашивания одного из хорошо разрешаемых белков с величиной Мг 40 кД и pH 5,1—5,2 в ■случае шизофрении по сравнению с контролем. Условно этот белок ■ был обозначен как Р-40.
169



Снижение содержания в водорастворимых белковых экстрактах, мозга белка Р-40 было выявлено в 21 из 25 исследованных образцов лобной коры больных шизофренией. Из 28 контрольных образцов аналогичное снижение интенсивности окрашивания соответствующего пятна наблюдали лишь в двух случаях. Следует отметить, что содержание Р-40 в водорастворимых экстрактах мозга человека в исследованной выборке не зависит пи от половых, ни от возрастных отличий доноров. Стабильное снижение его содержания в экстрактах мозга больных свидетельствует также об отсутствии связи «того явления со специфическими формами течения заболевания и его лекарственной терапии. Поскольку при шизофрении количество Р-40 пропорционально резко снижено во всех исследованных нами отделах, мозга, этот процесс не является локализованным.Сопоставление полученных нами двумерных электрофореграмм с опубликованными белковыми картами мозга [7, 8] не позволило идентифицировать белок Р-40, хотя соответствующее ему пятно также присутствует на опубликованных картах. Сопоставление проводили па основе идентификации характерных маркерных белков, таких как актин, тубулин, альбумин, глиальный фибриллярный кислый белок и др.С целью идентификации Р-40 был препаративно выделен из ткани мозга человека. В процессе его очистки мы исходили из известных значений величины Мг и ИЭТ, определенных г.о результатам двумерного электрофореза. Контролем в процессе очистки служило сравнение поли пептидного состава фракций из тестированных ранее двумерным электрофорезом контрольного мозга и мозга больного шизофренией. Сравнение проводили методом электрофореза в ПААГ, содержащем ДДС-Иа. Этапы выделения белка Р-40 описаны в разделе- «Материалы и; методы». На рис. 2 приведены электрофореграммы промежуточных белковых фракций, а также очищенного белка. Идентичность выделенного белка белку Р-40 была подтверждена сопос-гавле- нием их положения на двумерной белковой карте.Результаты нативного электрофореза Р-40 свидетельствуют о его субъединичном строении, поскольку в этих условиях белок мигрирует гомогенной зоной, соответствующей Мг 76 кД (данные нс представлены). Учитывая, что величина Мг Р-10 пл результатам электрофореза в присутствии ДДС-К'а была определена как 40 кД, нативный белок, очевидно, является димером, состоящим из двух идентичных субъединиц.В дополнительных исследованиях периферических тканей человека методом двумерного электрофореза водных белковых экстрактов было показано, что Р-40 нс обнаруживается в печени, почках и сыворотке крови, но представлен, хотя и в меньших количествах, чем в мозгу, в ткани сердечной мышцы.Среди изученных белков мозга с известными физико-химическими параметрами сходными характеристиками обладает мозговая изо
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форма креатннфосфокиназы. Этот фермент состоит из двух идентичных субъединиц (ВВ) с величиной Мг ~ 40 кД՜. Известно также, что креатинфосфокиназа обнаруживается в сердце, но в форме гетеро- димера (КФ К МВ) [9, 10].Идентичность белка Р-40 и В-изоформы креатинфосфокиназы была доказана на основании иммупореакции Р-40 с антителами против КФК ВВ. Кроме того, наличие креатипфосфокиназной активности у гомогенного препарата Р-40 было подтверждено с помощью специфического энзиматического анализа.На рис. 3 представлены результаты стандартной процедуры иммуноблоттинга, где фракционированные в электрофорезе в присутет-

՛
°

Рис. 2. Электрофореграммы проме
жуточных фракций, полученных при 
выделении белка Р-40, а—водораст
воримый экстракт мозга человека, 
б—элюат 0.1— 0.25 М К£1 с ДЭЛЭ 
Toyo Perl 650 М. в—элюат 0.15 М 
K.CI с Mono Q HR5/5. г—очищен

ный препарат белка Р-40

вин ДДС-Иа белки водных экстрактов мозга больных шизофренией и контрольных индивидов окрашивали антителами против КФК ВВ. Результаты этих исследований подтверждают выявленное двумерным электрофорезом снижение концентрации КФК ВВ в водных экстрактах мозга при шизофрении.Результаты и обсуждениеПоиск белковых маркеров психических заболеваний представляется важной областью исследований в биологической психиатрии, поскольку может открыть возможность определения ключевых биохимических механизмов, определяющих вероятность развития.. заболевания. Одним из наиболее мощных при поиске белкового полиморфизма инструментом является метод двумерного электрофореза и составления белковых карт наследуемых тканей. Применительно к психическим заболеваниям человека.этот метод, уже использовался Для сопоставления карт тотальных экстрактов белков мозга больных -с картами здоровых индивидов [11, 12].В этой работе с помощью двумерного электрофореза фракции водорастворимых белков продемонстрировано значительное умень171



шение в отделах .мозга индивидов, страдавших шизофренией, количества одного из важнейших ферментов энергетичес’кого обмена в мозгу—цитозольной креатинфосфокиназы. Этот белок, как известно, состоит из двух субъединиц, характеризующихся тканевой специфич ностыо, и катализирует обратимое фосфорилирование креатина, играя важную роль -в регуляции концентрации ЛТР в клетке.

Рис. 3. Иммуноэлектроблоттинг водорастворимых экстрактов мозга че
ловека с использованием антисыворотки к крсатинфосфокиназе ВВ. 
1—5—экстракты контрольных образцов мозга; в—10—экстракты мозга 

больных шизофрениейСнижение количества цитозольной креатинфосфокиназы при шизофрении может явиться одним из звеньев в процессе формирования энергетического дефицита при этом заболевании [13]. Причины снижения концентрации цитозольной КФК в мозгу при шизофрении пока не ясны и в дальнейшем предстоит выяснить, связано ли это явление с измененной активностью кодирующего ее гена или с процессами модификации белка в клетке, приводящими к деградации или перераспределению КФК в субклеточных фракциях.DECREASE OF CREATIN' PHOSPHOKINASE BB CONTENT IN WATER-SOLUBLE FRACTION OF SCHIZOPHRENIC BRAINS REVEALED BY TWO-DIMENSIONAL ELECTROPHORESIS
KLJUSHNIK T. P„ SPUNDE A. Y.. YAKOVLEV A. O.

All-Union Research Center of Mental Health, USSR Academy of Medical 
Sciences, MoscowAnalysis of water-soluble extracts from postmortem schizophrenic brains by fwo-dtmensional electrophoresis reveals significant decrease of protein with Mt 40 kD and pl 5,1—5,2 comparing with normal brains. This protein was identified as creatin phosphokinase BB (CPK BB)§ Reduction of CPK BB amount in water-soluble extracts from schizophrenic brains was confirmed by immunoblotting with antibody to CPK BB.172
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НЕЙРОХИМИЯ
т. I®, № 3—4, ։991

УДК: 616.89-008.441.13:612.82.04.46:577.4?ПРИМЕНЕНИЕ СТИМУЛЯТОРОВ СИНТЕЗА БЕЛКОВ ДЛЯ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ТЕРАПИИ НАРУШЕНИИ ФУНКЦИИ И МЕТАБОЛИЗМА МОЗГА, ВЫЗВАННЫХ ПРЕНАТАЛЬНОЙ АЛКОГОЛИЗАЦИЕЙ
МАИЗЕЛИС М. Я., ЗАБЛУДОВСКИИ Л. Л., ШИХОВ С. н.

НИИ психиатрии М3 РСФСР, Москва

Исследовано влияние кофакторов и предшественников синтеза нуклеиновых кис
лот и белков, вводимых в раннем постиатальлом периоде крысам, подвергавшимся 
пренатальной алкоголизации, па поведенческие реакции и показатели белкового ме
таболизма в возрасте 3-х месяцев. У подопытных крыс наблюдали изменения дви
гательной активности и других показателей поведении по тесту «открытого поля», 
улучшение сохранения условного рефлекса пассивного избегания. Наряду с этим, 
при исследовании включения меченых аминокислот в белки мозга отмечена суще
ственная активация синтеза суммарных, водорастворимых и водоперастворимых 
белков в ряде структур мозга. Было изменено также удельное содержание сум
марных белков и их фракций в отделах мозга. Результаты опытов указывают на 
эффективность применения стимуляторов синтеза нуклеиновых кислот и белков для 
компенсации нарушений функций и метаболизма мозга в результате воздействия 
этанола в антенатальном периоде.

Многочисленные -клинические наблюдения и экспериментальные исследования свидетельствуют о патогенном влиянии этанола, потребляемого во время беременности, на физическое и психическое разви тие потомства [1—3]. В ряде работ показаны нарушения поведения, обучения и памяти под влиянием пренатальной ал-коголнза1»ии [4—6]. Нашими исследованиями [7—9] установлено, что для животных, перенесших пренатальное воздействие этанола, наряду с особенностями поведения и условнорефлектерной деятельности, характерно угнетение синтеза белков в структурах мозга. Последнее может являться одной из причин функциональной патологии ЦНС [10, 11]. Исходя из этого, важной практической задачей представляется разработка способов коррекции указанных нарушений. С этой целью мы применили для экспериментальной терапии пренатально ал-коголизированных животных в раннем постпатальпом периодо комплекс препаратов, обладающих стимулирующим влиянием па синтез белков—кофакторы и предшественники синтеза нуклеиновых кислот и белков: оротовую, фолиевую кислоты и витамин В12.
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Материалы и методыКрысам-самкам с 5-го по 20-й день беременности вводили зондом в желудок 40%-ный раствор этанола (5 г/кг). С 5-го по 30-й лень после рождения крысам из разных пометов вводили желудочным збндом раствор оротата (12,5 мг/кг), фолата (25 '.мт/кг) и подкожно— витамин В!2 (12,5 мкг/кг), животным контрольной группы—воду и физиологический раствор в равных объемах. В 2—2,5-месячном возрасте исследовали поведенческие реакции по тесту «открытого поля», выработку и сохранение условного рефлекса пассивного избегания (УРПИ) и чувствительность к аудиогенному раздражителю.При исследовании синтеза белков мозга определяли интенсивность включения (удельную радиоактивность) меченых аминокислот РН]лейцин и RS]метионин), вводимых внутрибрюшинно за 2 ч до Декапитации, в суммарные белки и их водорастворимую и нерастворимую фракции отдельных структур мозга. Счет радиоактивности проводили на жидкостном сцинтилляционном счетчике «Rackbe'a» («LKB», Швеция). Содержание белков в мозгу определяли по методу Lowry.Результаты исследований обрабатывали статистически по критериям Стьюдента и Вилкоксова-Манна-Уитни. В опытах использованы Нел инейные крысы -са м п ы.Результаты и обсуждениеИсследования поведенческих реакций ио 'методике «открытого Поля» в условиях умеренной освещенности не выявили существенных Различий (по сравнению с контролем) горизонтальной и вертикаль Ной двигательной активности у крыс, получавших стимуляторы как По суммарным показателям, так и в отдельные периоды наблюдения. Чаряду с этим отмечено снижение исследовательской активности. ’•Чело болусов при дефекации было уменьшено ,(р<0,05) почти в 2 раза (рис. 1). Анализ соотношения двигательных и других реакций н I и II периодах наблюдения выявил существенное снижение угаше- "Ия вертикальной и исследовательской активности в ходе опыта у пренатально алкоголизированных крыс. У животных, получавших Симуляторы, эти показатели имели тенденцию к нормализации. Уга- 'Пеппе реакций груминга и дефекации, которое у алкоголизированных кРыс было более высоким, чем |։ контроле, у опытных животных приближалось к норме (табл. 1).В условиях стресса (при ярком освещении) наблюдали угнетение 1։сех видов двигательной активности по сравнению с опытом, проверенном при умеренном освещении. Наиболее выраженные изменения °тмечены у алкоголизированных животных. Крысы, получавшие стимуляторы, по всем показателям мало отличались от контрольных (Рис. 1). Аналогичная закономерность выявлена и при анализе угаше- ։,'*я реакций, которое по многим видам активности резко возрастало У алкоголизированных крыс и приближалось к значениям контроля у Животных, подвергавшихся терапии (табл. 1).
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По показателям выработки УРПИ (время пребывания в освещенном отсеке, число ударов током) крысы, получавшие стимуляторы, не отличались от контроля. При проверке сохранения рефлекса у этой группы животных время пребывания в освещенном отсеке было несколько выше, чем у контрольных. Число крыс, обучившихся до

Рис. 1. Показатели поведения крыс в «открытом поле» (число реакции). 
А—рассеянный; В—яркий свет; I—горизонтальная двигательная актив
ность, 2—вертикальная двигательная активность, 3—исследовательская 
активность, 4—реакции груминга, 5—болусы при дефекации; а. 6—1 и II 
периоды сеанса наблюдения соответственно, I—контроль, II —алкоголь,

III—алкоголь+стимуляторы
Таблица 1

Показатели угашения* поведенческих реакций в «открытом поле» 
_____________ у крыс-самцов ______

Группы 
животных**

Двигательная активность Исследова
тельская 

активность
Грумин.՛ Дефекации

горизонтальная вертикальная

I (>Г 12) | —63,5+9.7
/меренное о ве
1 — 58,2+9.9

щение
44.4+19.9 19,2+17,1 -15,1+21.1

— 70,3+20,3]1 (п=5) —67,8+13,3 1 41.0+17.7 — 26,2+35,5 —17,8+14.3
Ш (п=13) 1 — 67,4+*, 1 1 -60.4+9,3 —50.8+15,4 30,8+7,7 21,6+23,4

I (п«=12)
II (11 5)
III (п 13) 1

— 77,5+5,5
ярк й свет

֊ 55.0+18,3 1 -43.1+18,1; -39,6+20,4, -52,1+13,1
—72.2-1-17.1 -80.6 + 12,2 -5-'. 0+22,5|-78,6+13,8| —68.3+31.8
—79,3+6,7 -61,3+12.8 ! -39.0+17,21 —51.4+П.2| 28.7+12,2

Примечание. 'Показатель угашения— (А2—Л։)/(Л։+Л2) X 100, где Л, и Л2—число 
реакций соответственно в 1 и II периодах наблюдения. “Здесь и в табл. 2. I— 
контроль, II—алкоголь, ГМ—алкоголь + стимуляторы.176



заданного критерия, в опытной группе также превышало значение контроля (табл. 2).При исследовании чувствительности к аудиогенному раздражителю судорожных реакций не отмечено ни в одной из групп. У отдельных животных наблюдали двигательное возбуждение: в контроле—у одной крысы, у двух, подвергавшихся действию этанола, а в группе животных, получавших стимуляторы—у одной.
[3//]лейцин в]метионин

Рис. 2. Изменения включения ме
ченых аминокислот в белки разных 
отделов головного мозга крыс, по
лучавших стимуляторы синтеза бел
ков в раннем постнаталыюм пе
риоде (в % к контролю). /—-нсо- 
кортекс, 2—гиппокамп, 3—стриатум, 
•Т—мозжечок, 5—ствол, 6—гипота
ламус; а—суммарные, б—водораство
римые. в—водонсрастворнмые белки

Исследования белкового метаболизма в мозгу выявили у преаа талыю алкоголизированных крыс, получавших комплекс препаратов, Изменения удельного содержания и синтеза белков в отделах мозга, этих животных включение обеих меченых аминокислот в суммарные белки нс только достигало значений контроля, но в большинстве Исследованных структур было увеличено, особенно в коре полушарий '• гипоталамусе. Наряду с этим в гиппокампе и стволе отмечено снижение включения предшественников. В водоперастворнмой фракции И^Лнчина У. А. белков во всех отделах мозга, кроме коры полушарий, Приближалась к контролю или превышала его. Аналогичные изменения наблюдали в водорастворимой фракции белков, где резкая ак- Т|1вацпя синтеза (па 60%) отмечена в продолговатом мозгу и в *<еньшей степени—-в коре и гиппокампе (рис. 2).Содержание суммарных белков и их фракций во многих отделах ^озга у подопытных животных, получавших комплекс стимуляторов,177



достигало уровня контроля или превышало его, однако в отдельных структурах (кора полушарий, стриатум) оно было снижено (рис. 3). Изменения удельного содержания белков в структурах мозга не

Рис. 3. Изменения удельного содер
жания белков в структурах мозга 
подопытных крыс. Обозначения, как 

на рис. 2

Таб.шцч 2
Показатели условного рефлекса пассивного избегания (УРПИ) 

подопытных и контрольных крыс

Груп ы 
животных

Выработка УРПИ Проверка сохранения УРИИ

врем:։ пребывания 
в освещенном 

отсеке (с)
число уда, ов 

током
время пребывая я 

в освещенном 
отсеке (с)

Доля обучив
шихся живот

ных (%)

1 (п—12) 15.5 2.8 127.0 67,0

II (п=11) 10.5 2.4 133,7 73,0

III (п=13) 14,5 2.8 115.4 77.0

[всегда соответствовали показателям интенсивности 'включения меченых аминокислот в белки этих отделов.Результаты опытов показывают, что применение комплекса сти178



муляторов синтеза белков в раннем постнатальном периоде способствует нормализации показателей белкового метаболизма в мозгу пренатально алкоголизированных животных. При этом весьма существенно, что отмеченные изменения, как и особенности поведенческих реакций, наблюдались у половозрелых крыс через 2 месяца после окончания курса применения препаратов. Наличие такого отставленного и длительного эффекта позволяет полагать, что использование՝ стимуляторов белкового синтеза на ранних этапах пости этального онтогенеза отражается на становлении и последующем функционировав нии белоксинтезирующей системы мозга, нарушенной в результате- пренатальной алкоголизации [7—9].Полученные результаты соответствуют имеющимся в литературе- экспериментальным данным о влиянии кофакторов синтеза и предшественников нуклеиновых кислот и белков на сохранение условного рефлекса [12, 13], особенно в условиях патологии при действии электрошока [‘14]. Имеются и клинические наблюдения, свидетельствующие об успешном использовании комплекса оротата, фолата и витамина В|2 для лечения детей с задержками психического развития и олигофренией. При этом отмечалось улучшение памяти, внимания, психомоторной функции, электрофизиологических показателей наряду с улучшением состояния больных [14].В опытах на животных установлено, что применение комплекса оротата, фолата и витамина В։2 вызывает активацию синтеза РНК, изменение активности РНК-полимераз, лизосомных ферментов [14], синтеза белков в мозгу [15]. Сопоставление этих данных с приведенными выше подтверждает положение об участии процессов синтеза՛ макромолекул в сохранении следов памяти [10, 11]. Поэтому имеются основания полагать, что в наших опытах особенности поведенческих реакций у подопытных крыс в определенной мере обусловлены изменением состояния белкового метаболизма в мозгу в результате воздействия стимуляторов па ранних этапах постнатального онтогенеза.Результаты опытов указывают на целесообразность использования кофакторов и предшественников синтеза нуклеиновых кисло-՛ и белков для компенсации нарушений функций и белкового метаболизма в мозгу, вызванных пренатальной алкоголизацией.
USE OF PROTEINS SYNTHESIS STIMULANTS FOR EXPERIMENTAL THERAPY OF BRAIN FUNCTIONING AND METABOLISMDISTURBANCES INDUCED BY PRENATAL AI.COHOLISATION

MAIZE) IS M. Ya., ZAB! UDOVSKY A. I... SHIKKOV S. N.

Moscow Research Ins.’llute of Psy-'iaryThe effect of co-'at tors and precnscrs of nucleic acids, and proteins synthesis, administered in et rly । ostnatal period to rat offsprings expo՜ Sod to pr natal alcoholization, <n behavior reactic ns and indices <f pro-
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tein metabolism liaS been exnrninad. I.։ 3-months-ol d experimental 'ani
mals the changes in motor activity and other characteristics of behavior 
in the „open field*, an improvement it։ saving of the' passive avoidance 
-conditioned reflex have been noted. Along with in investigating the la
beled aminoacids incorporation Ibto brain 'protein w֊- found out a consi
derable activation of synthesis of the total proteins in a number ol brain 
structures. Th? Specific content of total proteins and their fractions in 
brain areas "iv/s also ' changed. The results of the investigation suggest 
the efficielcy of the use of p'Oteihs rind nucleic acids synihe.is՜ stimu
lants in order to compensate the brain fuiicti uis and metaboiism distur
bances induced by antenatal ethanol effect. 
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НЕЙРОХИМИЯ
{ , : — '• 1 • • т. 10, Л» 3—4, 1991

; УДК: 612.8.015—577.125.6.1ВЛИЯНИЕ ГИПЕРВИТАМИНОЗА А ИЛ МЕТАБОЛИЗМ ЦЕРЕБРОЗИДОВ И СУЛЬФОЦЕРЕБРОЗИДОВГОЛОВНОГО МОЗГА . •
ЧАЕВА Л. С., ФОМИЧЕВА 10. В., ОПАРИНА Т. И.

Физиологический институт им. А. А. Ухтомского. Ленинград

В различных отделах головного мозга 3-недсльпых крыс (большие полушария.. 
мозжечок, продолговатый мозг) определено содержание типичных гликолипидов, 
миелина—цереброзидов и сульфоцереброзпдов в норме я .при гппервитаминозе А. 
В этих условиях соотношение фракций цереброзидов и сульфоцереброзидов остается 
неизменным, несмотря на выявленное увеличение содержания гликолипидов в. 
больших полушариях.

Проведено исследование метаболизма двух фракций цереброзидов и сульфоце- 
реброзидов с использованием 2[1<С]ацстата. Показано, что в больших полушариях 
и мозжечке удельная радиоактивность цереброзидов и сульфоцереброзпдов значи
тельно выше֊ чем в продолговатом мезгу, что отражает различный уровень миели
низации в указанных отделах головного мозга З-недсльпых крыс. Под влиянием 
избытка витамина А в организме наблюдалось отчетливое снижение включения ра
диоактивного предшественника для всех фракций гликолипидов исследованных от
делов головного мозга, что можно расценить как одно из доказательств нарушения 
нормального процесса миелинизации.Изучение метаболизма липидов НС продолжает привлекать внимание исследователей в связи с выяснением их роли в развитии демиелинизирующих заболевании различной этиологии. Одним из возможных подходов к пониманию биохимических механизмов, вызывающих Нарушение структуры миелина, является создание разного рода экспериментальных патологий аллергического энцефаломиелита, гипер- феиилалаиннемнн и др. [1—3]. В модельных экспериментах нарушение образования миелина достигается более эффективно на расту- Ших животных. Именно в этот период еще несформировавшаяся НС. особенно чувствительна к воздействию неблагоприятных факторов.. В. Качестве таковых могут выступать некоторые биологически активные Вещества, в частности высокие концентрации витамина А (ретинола).Хорошо известны многообразные физиологические функции витамина А в организме, связанные с его участием в зрительном акте, поддержании процессов роста, контролем над дифференцировкой эпителиальных тканей. В литературе имеются данные о его влиянии на липидный обмен головного мозга, однако этот вопрос изучен недостаточно. Отмечается как угнетение метаболизма липидов миелина при 18Ь



аномальных концентрациях витамина Л в организме [4, 5], так и отсутствие такого воздействия [6]. Считают, что токсичность избытка витамина А обусловлена появлением в плазме крови свободного ре типола, не связанного с белком [7]. Высказывается предположение, что витамин А принимает участие в регуляции транспорта липидов от эндоплазматического ретикулума к миелиновым мембранам, оказывая влияние на уровень свободного тубулина в мозгу [8]. Данная работа посвящена выяснению влияния высоких доз витамина Л на метаболизм цереброз :доц (Ц) и сульфоцерсброзидоь (СЦ) различных отделов головного мозга крыс.Материалы и методыОпыты ставили на белых беспородных крысах в возрасте 10 дней. С целью вызвать экспериментальный гипервитамяноз А крысам вводили раствор ретинол ацетата в абрикосовом масле. За один прием животное получало 1000 ME витамина А; всего проводили по 4 приема через день по схеме, предложенной в нашей лаборатории [9]. Контрольным животным вводили абрикосовое масло. Раствор витамина А вводили крысам с помощью специального шприца с шариком на конце. Животных декаоптировали на 6-й день после окончания введения витамина, то есть в возрасте 22 дней, что соответствует наиболее активному периоду миелинизации. Концентрацию витамина А определяли по реакции с ТФУ [10].Для исследования интенсивности обмена Ц и СЦ в качестве радиоактивного предшественника использовали 2i[l4lC] ацетат в дозе 30 мкКи на 100 г массы тела (экспозиция 1 ч). После декапитации животного головной мозг промывали в физиологическом растворе, освобождали от кровеносных сосудов, отделяли большие полушария, мозжечок и продолговатый мозг.Общие липиды из ткани мозга выделяли методом Folch и соавт. [II]. ганглиозиды удаляли 0,1%-ным NaCI [12]. Ц и СЦ выделяли из промытого липидного экстракта методом ТСХ на силикагеле КСК в системе хлорофор.м-метанол-концентрированный аммиак (80:20:0,4). Способ выделения отдельных фракций гликолипидов описан ранее [13].Определение суммарного содержания гликолипидов в липидном экстракте проводили методом Svennerholm [12]. Количественную оценку отдельных фракций Ц и СЦ осуществляли этим же методом в модификации Smith [14]. Радиоактивность фракций гликолипидов измеряли па сцинтилляционном счетчике типа «Beckman», (США). Все использованные методы подробно изложены в методическом руководстве [15]. Результаты и обсуждениеО развитии состояния гипервитамнноза судили по концентрации ретинола и его эфиров в плазме крови, печени и нервной ткани. Использованный метод [10] позволяет определить в крови и тканях со.182



держание витамина Л и его производных, поскольку большая часть введенного витамина А (ретинол-ацетата) в стенке кишечника подвергается перезстерификации и разносится по организму в виде эфиров ретинола [16]. Экспериментальные данные представлены в табл. 1_ 
Таблица Г.

Содержание витамина А в рлзличлых органах на 6-й день после 
введения ретинола ацетата (нмоль г ткани)

Ппри ии՛՛՛՛՛ * -"адср'Ч »чип вит;г’нн’! чг»пт:’՛ р»।в чмпл\’'мл:
**—достоверность различии во всех случаях рассчитан ։ по отношению к контролю.

Органы п Норма Контроль Витамин А

Плазма* * крови

! ечснь

Головной мозг

6

10.

7

0.95+0,15

4.34+0,31

0.. 5+0,05

0,94+0.11 ( 2.53 + 0.39 
р’4<0.01

•1.48+0...1 | 18,52+1.91 
р<0,001

о 52+о.о ( 0,90+0.0,; 
р >0,001

7.11+0.58 6.92+0,64 10,18+1,17
р >0.05 р<0,1>5

12 90+".51 |13.17+1.15 | 13.52+0.53
* п-0.05 рь.0.05

15 52+0 . 3 113.94+1.23 | 17.11+1,72 
р>0.05 р>0.05

Представленные данные свидетельствуют о том, что в норме отделы головного мозга 3-недельных крыс различаются по содержанию гликолипидов, что находится в соответствии с представлением о большей обогащенности миелином филогенетически более древних отделов ЦНС [17, 18].

Полученные результаты свидетельствуют о резком повышении концентрации ретинола и его эфиров в плазме крови, печени и нервной ткани в 2,7; 4,1 в 1,7 раза соответственно в результате скармливания ретинола ацетата по нашей схеме. На основании этих данных можно сделать заключение о развитии состояния г<шсрвдтаминоза у подопытных животных.Из различных отделов головного мозга крыс (большие полушария, мозжечок, продолговатый мозг) были получены экстракты общих липидов, в которых определено суммарное содержание Ц и СЦ. Результаты, полученные на 3-х группах животных,—норма (интактные), контрольные (введение абрикосового масла) и подопытные (гиперви- таминоз А), приведены в табл. 2.
Таблица 2' 

Суммарное содержание цереброзидов и сульфоцсрсброзндов (мг/г 
влажной ткани) в отделах головного мозга крыс в норме, контроле

и при гипервит.тминозе Л (п = 6)

Отделы мозга

Большие полушария

Мозжечок

Продолговатый мозг

Норма Контроль Опыт
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Для всех отделов головного мозга не выявлено достоверных раз- .личий в содержании исследуемых гликолипидов между нормальными и контрольными группами животных. При гипервита-минозе Л содержание гликолипидов существенно повысилось в больших полушариях (на 47%), а для мозжечка и продолговатого мозга эти изменения оказались статистически недостоверными (р>0,05).Из общих липидов указанных отделов головного -мозга выделены СЦ и 2 фракции Ц (Ц1։ Ц2) со значениями Кг соответственно 0,34, <0,45 и 0,55. Как нами было показано ранее, фракции цереброзидов различаются по составу жирных кислот. Фракция Ц| о отличие от Ц2 •содержит преим}ицественно гидроксижирные кислоты [18]. Определено содержание этих фракций гликолипидов в различных отделах головного мозга в контроле и в условиях гипервитаминоза А.
Таблица 3 

Содержание фракций цереброзидов и сульфоцерсброзндов (мг/г 
влажной ткани) в отделах головного мозга крыс в контроле 

и при гипервитаминозс Л (п=6)

Отделы головного 
мозга

Условия 
опыта

Фракции цереброзидов
Сульфоце- 
ребр зидм

Ц| И5

Большие полуша
рия

Л'озжечок
1 1

Продолговатый 
мозг

контроль

опыт 
Р 
контроль 
опыт 
р 
контроль 
опыт 
р

3.36+0.2/

4.18+0,23 
<0.05

6,11+0.49
5,97+՝ >.22 

>о.0.
6.95+0.56
7.18+0.। 5 

>б?05

2,02+0.16

2.13+0,19
>0.05

6.07+0,19
6.67+0.21

>6705
5.14+0,43
6.93+0.55

>6.05

1.46Д_0.11

1,73+0.09
<0,05 

0,90+0.07 
0,83+и.03

->0,05 
1,-97+0.16 
2.52+0.23

>0.05

Как видно из данных, представленных в табл. 3, введение высокой дозы витамина А вызвало неоднозначный характер изменения ■содержания фракции Ц больших полушарий головного мозга растущих крыс. А именно, содержание фракции Ц։ увеличилось на 24%, а фракции LU практически не изменялось. Количество СЦ в больших ■полушариях возросло на 18%. При другой исследованной нами модели демиелинизирующего заболевания—гпперфенилалаиинемии фракция Ц с гидроксижирными кислотами также оказалась наиболее чувствительной к избытку фенилаланина в организме [3]. Вероятно, в период миелинизации, когда биосинтез Ц происходит наиболее активно, метаболические различия между цереброзидными фракциями выражены в большей степени. При исследовании биосинтеза Ц в опытах in vitro показано, что именно гидроксицерамиды являются предпочтительными в качестве субстрата реакции. При этом показано, что «-гидроксилирование жирной кислоты определяет скорость биосинтеза Ц [18]. В мозжечке и продолговатом мозгу не обнаружено 
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статистически достоверных изменений в содержании исследуемых гли- косфппголипидов при гипервитаминозе А. .В табл. 4 представлен расчет процентного соотношения фракций.: Ц л СЦ в различных отделах головного мозга.В контроле в больших 'Полушариях в наибольшем количестве присутствует фракция цереброзидов Ц։, содержащая гидрежпжирные кгелоты, где на ее долю приходится свыше 50% суммарных гли-
Таблица ■И

Процентное соотношение фракций цереброзидов и сульфоцереброзидов 
в контроле и при гипервитаминозе Л (и = 6)

Отделы головного 
мозга

Условия 
опыта

Фракии : цереброзидов
Сульроце- 
реброз 'ды

Ц. Ц.

Большие полупи- контроль 53.6+2.3 22.!-'•!.4 22 ..*֊+1.8
рия

• опыт 5з.4+1,6 23.0+;. ~
р >~0* >0.05

А'озжсчок контроль 46,6+0.3 46,4+0.7 6,9+0.7
ОЛЫ Г 41.3 г-2.7 49,5+3.5 6.2+0.5

Продолговатый
р >0.05 : о, г՛ >0. С5
кол роль 9.5+1 .0 36.1 + 1 •" 14.1 + 1 .0

мозг опит •И.6+1.3 33.3+1.3 16,042.5
р 0.05 >0.05 >0.05

косфинголипидов. В мозжечке, по нашим данным, обе фракции Ц содержатся в одинаковом количестве, составляя в сумме свыше 90%. В то же время СЦ представлены в нем в наименьшем количестве и составляют не более 7% от общего содержания гликолипидов. Таким образом, отделы головного мозга характеризуются определенным соотношением фракций Ц и СЦ. При гипервитаминозе А это соотношение практически сохраняется во всех отделах мозга, в том числе и в больших полушариях, несмотря на увеличение абсолютного содержания гликолипидов в этом отделе.Исследование влияния высоких доз витамина А на интенсивность включения радиоактивного 2[14С]ацетата в изучаемые гликосфинголипиды представляло для нас особый интерес.Из Данных табл. 5 следует, что в контроле величина удельной радиоактивности (УР) Фракции՛ Ц, во всех отделах головного мозга была значительно выше по сравнению с фракцией Це, причем для продолговатого мозга это различие было выражено наиболее резко. Следует также указать, что в больших полушариях и в мозжечке УР обеих фракций Ц и СЦ существенно выше, чем в продолговатом мозгу. На основании этих данных можно сделать вывод о значительно более интенсивном включении радиоактивного предшественника в Ц, содержащие гидроксижирные кислоты. Известно, что именно эти Кислоты наряду с другими дтпнпоцепочечпыми жирными кислотами (С22—С2<) являются наиболее характерными для жирнокислотного 185.



'состава Ц. Вероятно, в периол активной миелинизации значимость этих Ц в организации структуры миелина особенно велика. Кроме того, различный уровень .метаболизма гликолипидов в исследуемых отделах головного мозга указывает на то, что у крыс в 3-недельном возрасте процесс миелинизации происходит наиболее интенсивно в больших полушариях и мозжечке, а в продолговатом мозгу миелинизация к этому периоду уже миновала пик своей активности [17].
Таблица 5

Удельная радиоактивность цереброзидов и сульфоцсрсброзилов (и.мп/мицмг)
в отделах головного мозга в контроле и при гипервитаминозе Л (п = 6)

Отделы гол вного 
мозга

Условия 
опыта

| Фрзк и ։ цереброз дон
С ульфоце• 
реброзиды1 

ц. ц,

Б л*.шие  полуша- контроль 3457+319 2750+271 3693+327
рия

опыт 2313+235 2182+118 251 4 + 168
р <0.01 -<0.0 <0.0

Мозжечок контроль 3387+205 2231+145 4020+31
опыт 1854 +20 1 1858+07 2451+98
р <0.01 <0.05 <./,001

Продол го затый контроль 2357+1’3 780+41 1240+118
мозг опыт 1767+191 627+27 : 81+63

р <0.05 <0.01 <0,01

При гипервитаминозе Л для всех фракций гликолипидов исследованных отделов головного мозга наблюдалось отчетливое снижение интенсивности включения радиоактивного 2[НС] ацетата. В большей степени это характерно для фракции Ц, в больших полушариях и в мозжечке, где величина УР уменьшалась на 34—45%. УР фракции Нг во всех отделах понизилась менее существенно (на 17—20%). Снижение УР сульфоцереброзидов в исследованных отделах мозга составило 30—39%. Таким образом, нами получены результаты, указывающие на существенное снижение интенсивности включения радиоактивного предшественника в Ц и СЦ головного мозга при гипервитаминозе А. Следует указать, что величина УР гомогената мозговой ткани, характеризующая общий уровень радиоактивности, не изменялась при гипервитаминозе, что согласуется с данными, ранее полученными в нашей лаборатории [9]. Не исключено, что при высокой концентрации витамина А снижается включение 2[14С]ацетата в непосредственные предшественники биосинтеза гликосфинголипидов. Так, по нашим предварительным данным, в этих условиях снижается УР свободных жирных кислот в микросомной фракции нервной ткани. Последнее может быть одной из причин снижения включения радиоактивного предшественника в церамидную часть молекул гликолипидов. Кроме того, обнаруженное нами увеличение содержания гликолипидов также может до некоторой степени объяснить снижение величин УР фракций гликолипидов за счет разбавления радиоактивной метки.186



Данные литературы относительно действия избытка витамина Л в диете на процесс миелинизации и. в связи с этим, на метаболизм липидов миелина немногочисленны и противоречивы. Имеются сведения о снижении их количества, особенно, свободного холестерина и фосфатидилэтаполамина в мозгу растущих крыс с гипервитамииозом А, а также обнаружено снижение включения [35S] сульфата в СЦ мозга [20]. Кроме того, показано, что избыток витамина А вызывает снижение содержания холестерина в больших полушариях мозга молодых крыс и возрастание количества эфиров холестерина, что сопровождается резким падением УР эфиров холестерина [8]. Из этого следует, что, если вопрос о влиянии избытка витамина А в организме на метаболизм СЦ мозга обсуждается, то метаболизм Ц, являющихся непосредственными предшественниками в биосинтезе СЦ, не выяснен.Механизм действия витамина А и его производных всесторонне исследуется на молекулярном уровне. Доказано его участие в процессе гликозилирования гликоконъюгатов и гликопротеинов, являющихся обязательными компонентами биологических мембран. При этом в качестве акцептора углеводных остатков выступает ретинил фосфат, что показано на микросомных системах печени, некоторых эпидермальных и .эпителиальных клетках, причем отмечается участие рсти- нолсвязывающего белка [21, 22]. Данные о существовании подобного механизма в НС отсутствуют. Тем не менее, на основании полученных нами результатов о значительном увеличении содержания гликолипидов в больших полушариях головного мозга можно предположить возможность вовлечения витамина А в транспорт галактозы с образованием UDP-галактозы, при конденсации которой с церамидом осуществляется биосинтез Ц и СЦ. g настоящее время трудно объяснить, 'каким образом витамин А оказывает влияние па сложный, многоступенчатый процесс миелинизации. Безусловно, требуются дальнейшие детальные исследования для выяснения этапа биосинтеза Ц и СЦ, наиболее чувствительного к уровню витамина А в организме.
THE EFFECT OF HYPERVITAMINOSIS A ON THE METABOLISM OF BRAIN CEREBROSIDES AND SULFOCEREBROSIDES

CHAEVA L. S., FOMICHOVA Y. V., OPARINA T. I.
A. A. Ukhtomskiy Institute of Physiology, State University, LeningradCerebroside and sulfocerebroside contents were determined in various areas of 3 weeks-old rat brain (cerebral hemispheres, cerebellum, medulla oblongata) tinder hypervitamlnosis A conditions. The data showed a stabile correlation between cerebroside and sulfocerebroside fractions, although the content of glycolipids in hemispheres increased under the mentioned conditions 2 |։4C]-acctate was used for the investigation of glycolipid metabolism. The specific radioactivity of studied glycolipids was significantly higher in cerebral hemispheres and cerebellum 
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than fn medulla oblongata. These results Indicate the՜ different level o 
myeffnation of the various areas of 3 weeks-old rat brain.

Hypervitamincsls A produces a dror> In the labelling U cerebrosi
des and snffocerebrosides of brain areas being under i։r v estimation that 
may be considered as one of the proofs of the disturbance in the in ye
llnation process.
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ТРАНСПОРТ КАТИОНОВ И ОРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИИ 
В КЛЕТКЕ НЕЙРОБЛАСТОМЫ с 1300 С РАЗЛИЧНЫМ 

СОДЕРЖАНИЕМ ХОЛЕСТЕРИНА
В ПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ МЕМБРАНЕ 

волков г. л.
Институт биохимии им. Л. В. Паллздпна АН УССР, Киев

В исследованиях па клетках мышиной нейробластомы С1300 М8 с измененным 
липидным составом установлено, что базальный входящий поток одно- (Иа+, Кь+) 
и двухвалентных (Са֊л Мд-+) катионов не зависит от концентрации холестерина 
в плазматической мембране.

Транспорт в клетку органических соединений (глицин, лизин ацетат, глюкоза, 
тимидин) снижается, как и активность ряда мембраносвязанных ферментов (\’а+, 
К+-АТРазы. щелочной фосфатазы, АХЭ) при отклонении содержания холестерина от 
уровня нормы в плазматической мембране клеток. Предполагается, что влияние хо
лестерина на транспорт катионов компенсируется специальными механизмами ли
пидного обмена в мембране, которые „е затрагивают окружающего интегральный 
белок специфического липидного монослоя.

Важнейшей функцией биологических мембран является обеспе
чение избирательною полупроницаемого барьера, и, следовательно 
организация уникального химического состава липидною бислоя. Из
менения в содержании липидов мембраны могут привести к серьезным 
нарушениям ее функции путем снижения или повышения .микровяз
кости липидного бислоя.

Являясь одним из основных липидных компонентов биологических 
Мембран, холестерин признан и одним из главных модуляторов ее 
микровязкости [1]. Он изменяет пассивную проницаемость для ионов, 
глюкозы, неэлектролитов и воды [2—6], может стимулировать или 
ингибировать мембраносвязанные ферменты и рецептор-эффекториые 
системы [5, 7]. Однако в последние голы нами [8—9] и рядом других 
авторов [10 И] показано, что значительные изменения в содержании 
холестерина не вызывают нарушении микровязкости плазматической 
мембраны живой клетки. Кроме того, нами было установлено, что 
базальный выход одновалентного катиона из предварительно нагру
женных клеток не изменялся при модуляции содержания холесте
рина [12].

Настоящее исследование предпринято с целью выяснения зависи
мости транспорта неорганических и органических соединений и ак
тивности мембраносвязанных ферментов от липидного состава плаз
матической мембраны живой клетки.
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Материалы и методы

Жизнеспособные клетки мышиной нейробластомы С 1.300 № 18 с 
измененным содержанием холестерина получали ранге описанными 
методами. Сравнительный анализ липидов также приведен в указан
ных работах [13—18].

Контрольные и опытные клетки после отмывки липосом заливали 
5 мл среды Игла, содержащей радиоактивные неорганические катионы 
или органические соединения в концентрации менее 5 нмоль. Через 
определенные интервалы времени (указаны на рисунках) среду сли
вали, клетки трижды промывали 5 мл среды, затем разрушали 1 и. 
раствором №аОЫ и аликвоты вносили в счетные флаконы, содержащие 
10 мл ЖС-8; другие аликвоты использовали для определения содер
жания белка по Ьо\՝.ту и соавт. [19] для пересчета па количество кле
ток [13—18]. R исследованиях использовали 8,:1?ь+. 22 а ՛, <лСя։-.

2[ИС] ацетат Ыа, 2[.ИС] глицин Р Ь-Г[НС] лизин, 2[иС]глю- 
ксзу, тнмидин-5-метпл [3Н»] (все отечественного производства).

Радиоактивность измеряли на жидкостном сцинтилляционном 
счетчике с1214 РаскЬе1а ПехМа! ЕБС- ( Г!՝..--:::.; и-՝ , П!։։ец։:я/е учс- 
томгашення и выражали в расп./мин 10° клеток.

Плазматические мембраны клеток выделяли разработанным нами 
методом [20]. Активность ферментов измеряли, как описано рапсе 
[20].

Результаты и обсуждение
При использовании метода, направленного на изменение содержа

ния холестерина в клетках нейробластомы С1300 № 18 с помощью 
фосфатидил хол и новых и фосфатидилхолестериновых липосом, через 
30 мин инкубации (концентрация липосом по фосфатидилхолину 
5,0 мкмоль/1 мл взвеси) наблюдается заметное изменение концент
рации стерина при высокой жизнеспособности клеток [13—18, 21]. 
Таким образом, в приводимых экспериментах по изучению транспорта 
катионов и органических соединений использовали жизнеспособные 
клетки с повышенным (26,43±0,66 нмоль на Ю3 клеток или 381 ± 
20 нмоль на мг белка мембраны) или пониженным (13,82±0,49; 
71 ±4) содержанием холестерина по сравнению с контрольными клет
ками (17,55±0,84; 271±9).

Результаты исследования базального потока внутрь клеток одно֊ 
и двухвалентных катионов представлены на рис. 1. Как следует из 
приведенных данных, значительное изменение содержания холесте
рина в плазматической мембране клеток (повышение па 70 и сниже
ние па 74%) совершенно не оказывает влияния на базальный входной 
поток исследованных катионов.

Данные по изучению транспорта органических соединений в клетку 
нейробластомы представлены в рис. 2. Обращает на себя внимание 
тот факт, что и повышение концентрации холестерина, и се снижение 
существенно тормозят вход в клетку всех исследованных органических 
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соединений. Так, избыток холестерина в мембране на 70% снижает 
накопление в клетке ацетата на 28%, глицина—на 45%, лизина—на 
34%, тимидина—на 36% и глюкозы—на 45%. В то же время недо
статок холестерина на 74% снижает указанные показатели на 26, 30,. 
20, 12 и 25% соответственно.

Рис. Накопление одновалентных 
в клетках нейробластомы С1300 № 18 
стсрина в плазматической мембране 
стоверны): О— О-—О —контрольные 
ниженным содержанием холестерина, 
ным содержанием холестерина. По 

изотопом (мни), по оси

(а) и двухпллс:ггпых (б) катионов 
с различным содержанием холе- 

(во всех случаях различия не до- 
клетки, 0 ©—©—клетки с по- 
д— А— д—клетки с повышен- 

осн абсцисс—время инкубации с 
клетокординат—расп.. мин-’. Ю-б

Изучение активности мембраносвязанных ферментов в плазмати
ческой мембране клеток (рис. 3) показало, что в обоих случаях при по
ниженной и повышенной концентрации холестерина активность фер
ментов ингибируется в той или иной степени. Причем незначительное 
снижение содержания холестерина (через 15 мин инкубации, на 30— 
40%), как и ожидалось [6], приводит к временному повышению ак
тивности И а4՜, К+-АГРазы.

Важно подчеркнуть, что как в случае для транспорта органиче
ских соединений [10—11, 22], так и активности ферментов [10—11, 
23], наши данные практически полностью совпадают с данными ли
тературы.

Отмеченное нами противоречие, заключающееся в ингибировании 
активности мембраносвязанных ферментов и транспорта органических 
соединений, связанных с изменением концентрации холестерина в 
плазматической мембране и отсутствием влияния этого фактора на 
базальный вход катионов находит свое объяснение в современных 
концепциях липид-белкового взаимодействия.
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В настоящее время нет сомнении в том, что часть липидов в 
мембране прочно связана с интегральными белками '['10], в том числе 
и ферментативными [10]. Ряд физико-химических исследований с при
менением методов спии-электронного резонанса и [2Н]ЯМР достаточ-

пл'азматической мембране: —О—О—контрольные клетки, ® С5 -
• клетки с пониженным содержанием холестерина, д — А — А —клетки 
с повышенным содержанием холестерина. По оси абсцисс—время инку
бации с изотопом (мин), по оси ординат—радиоактивность клеток, 

расп.. мин-1. Ю-з клеток

по убедительно показал, что липиды формируют вокруг нигеграяв
ного белка как минимум прочносвязанный монослой (так называемый 
«липидный аппулюс»). Причем скорость обмена липидов аипулюса 
белка составляет примерно I сек՜՜1 [10]. Таким образом, липидный 
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бислой мембраны в упрощенном варианте можно рассматривать как. 
собственно классический липидный бислой и встроенный в него липид
ный аинулюс, который в свою очередь заключает в себе интеграль
ный белок. По-видимому, регуляция .мнкровязкости [8—9] осущест-

&

:л>

Рис. 3. Зависимость активности ,\'а+, К+-АТРазы (а)։ щелочной фосфа
тазы (6) и ацстилхолииэстеразы (в) плазматической мембраны клеток 
нейробластомы С1300 № !8 от содержания холестерина: О—О-О — 
контрольные мембраны. © ® £ мембраны с пониженным содер
жанием холестерина, А —Д—д мембр.ны с повышенным содер
жанием холестерина. По оси абсцисс—время инкубации с липосомами 
(мин), по оси ординат—активность фермента (нмоль отщепленного

Р|.мин-1.М1—। белка)

вляется только в классическом бислое и ие затрагивает липидный 
аинулюс. В то же время нами было показано, что при повышенных 
Или пониженных концентрациях холестерина в клетке наблюдаются 
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значительные изменения в липидах, прочно связанных с белками [24]. 
Необходимо также отметить, что базальный вход катионов осущест
вляется без участия какого-либо переносчика, тогда как это необ
ходимо для транспорта органических соединений.

Следовательно, как в случае классического бислоя, так и липнд- 
ного аниулюса белка, при изменении концентрации холестерина в 
плазматической мембране происходят соответствующие изменения со
става липидов. Но в бислое они могут быть компенсированы специ
альными механизмами [8—9], которые отсутствуют в аннулюсе, по
этому может наблюдаться отмеченное нами выше кажущееся противо
речие.

Очевидно, что изменения липидного окружения широкой области 
мембраны, интегрирующей фермент пли белок с другими функциями, 
может оказывать определенное влияние на активность последнего, 
как это отмечено для №+, К+-АТРазы. Однако, с нашей точки зрения, 
только изменения липидного слоя аниулюса белка вызывают стойкие 
нарушения его функции.

CATION AND ORGANIC COMPOUNDS TRANSPORT INTO 
NEUROBLASTOMA C 1300 CELLS WITH ALTERED CHOLESTEROL 

CONTENT IN PLASMA MEMBRANE

VOLKOV G. I-

A. V. Palladin Institute ol Biochemistry. Ukrainian Academy oi Sciences. Kiev

Using mouse neuroblastoma C 1300 N18 cells with modified lipid 
composition we proved that the basal entrancing stream of monovalent 
(Na+, Rb+) and bivalent (Cu='՛. Mg։+) cations did not depend on plasma 
membrane cholesterol concentration. When plasma membrane cholesterol 
■content was altered from normal level, the transport of organic compo
unds (acetate, glycine, lysine, glucose, thimidlne) was decreased as 
well, ns the membrane-bound enzymes activity (Na + , K -ATPase, alka
line phosphatase, acethylchollnesterase).

Special compensating mechanisms of lipid exchange in plasma 
membrane are acting against condensing cholesterol effect on lipid bila
yer, and as a result cation transport is not disturbed. The lipid annulus 
•of Integral protein has not such mechanisms and alterations of annulus 
lipid normal content are becoming Inevitable. This leads to destruction 
•of membrane-bound proteins stable function.
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 577.175.62:612.822.1 -§Г.О34ВЛИЯНИЕ АНДРОГЕНОВ НА ЦИРКАДНЫЙ РИТМ С, СЕРОТОНИНОВЫХ РЕЦЕПТОРОВ МОЗГА
МАСЛОВА Г. Б., ШИШКИНА Г. Т.

Институт цитологии и генетики СО АН СССР, НовосибирскСеротонин головного мозга участвует в регуляции функций половых желез и полового поведения [1—3]. Регулирующее влияние серотониновой системы мозга осуществляется через специфические серотониновые рецепторы, поэтому изучение контроля количества и сродства этих рецепторов к медиатору представляется чрезвычайно важным. Имеющиеся литературные сведения позволяют предполагать участие в этом контроле половых гормонов. Показано, что .эстрогены могут изменять рецепторное связывание серотонина в головном мозгу самок крыс [4—6]. Относительно андрогенов таких данных нет, однако известно, что тестостерон способен изменять активность центральной серотонинергической системы, что проявляется, например, в изменении содержания серотонина мозга после кастрации. Хорошо известно, что в течение суток уровень тестостерона в крови меняется. В наших исследованиях было обнаружено влияние суточных ритмов на рецепторное связывание [3II] серотонина во фронтальной коре и гиппокампе крыс (в гипоталамусе суточных изменений С։ рецепторов не выявлено) [7]. Поэтому целью данной работы было сравнительное исследование суточных ритмов С| рецепторов мозга и уровня тестостерона в крови у крыс.В опытах были использованы половозрелые самцы крыс липин 
Wistar массой 200—210 г, содержащиеся в стандартных условиях вивария при естественном освещении; корм и воду получали без ограничений. Четыре группы животных (по 7—9 крыс) декапнтировали в 9, 15, 21 и 3 ч. Определение концентрации тестостерона проводили в смешанной периферической крови радиоиммунным методом с помощью стандартных наборов Стерон-Т-[3Н] (Минск).Группы интактных и кастрированных за две недели до опыта самцов крыс декапнтировали в одно и то же время суток, быстро на льду выделяли фронтальную кору и гиппокамп, которые хранили в жидком азоте до анализа рецепторного связывания. Рецепторное связывание [3Н] серотонина (18 Ки/ммоль и 10,5 Ки/ммоль; «Amersham»,196



-Англия) мембранами исследуемых отделов мозга определяли радио- лигандным методом [8] с некоторыми модификациями [9]. В качестве немеченого вытеснителя использовали буфотенин («Serva», ФРГ) в концентрации 10 мкМ. Связывание определяли при фиксированной концентрации метки (20 иМ). В качестве инкубационной среды использовали 0,05 М трис-HCl буфер (pH 7,56), содержащий аскорбиновую кислоту (0,1 %), CaCla (0,002 М) и паргилин (Ю^М). Количество белка в пробе определяли по методу Lowry и соавт. [10]. Статистическую обработку результатов проводили с использованием t-критерия Стьюдента. Результаты и обсуждениеСуточные изменения рецепторного связывания меченого серотонина были обнаружены в двух отделах мозга самцов крыс: фронтальной коре и гиппокампе. Повышение связывания наблюдали в темное время суток (максимальные значения в коре были отмечены в 21 и 3 ч, а в гиппокампе—в՜ 3 ч; рис. 1). Ранее было показано, что суточные изменения серотонинового рецепторного связывания никак не коррелировали с колебаниями концентрации серотонина и его метаболита в этих отделах мозга [7].

Рис. /. Суточные изменения концентрации тестостерона в плазме крови 
и С] рецепторного связывания в мозгу крыс. 1—тестостерон. 2—С, ре
цепторы во фронтальной коре, 3—С, рецепторы в гиппокампе. *р<0,05 
но сравнению со значением в 9 ч. По оси абсцисс—время суток, ч, по 
оси ординат: слева—концентрация тестостерона (пг/мл), справа—спе

цифическое связывание [ЗН]серотонниа (фмоль/мг белка)В то же время суток у крыс было измерено общее содержание тестостерона в плазме крови. Оказалось, что наивысшие значения уровня гормона наблюдались в 15 ч, а самые низкие—в 21 ч (рис. 1). Это хорошо согласуется с имеющимися в литературе немногочисленными данными сб изменении концентрации тестостерона в течение суток у крыс другой линии (8ргацие-Эо՝.у1еу) |Н]. 197



При сопоставлении суточных -колебании серотониновых рецепторов мозга и уровня гормона в плазме -крови обнаруживается, что изменения уровня С։ рецепторного связывания во фронтальной копе мозга противоположны изменению уровня тестостерона (рис. 1). То есть, при минимальной -концентрации тестостерона наблюдается максимальное возрастание С| рецепторного связывания. Этот факт может быть не случайным, если предположить, что мужские -половые гормоны, так же, ка-к и женские, способны изменять плотность серотониновых рецепторов ь мозгу крыс. Известно, что у самок крыс плотность С: рецепторов в переднем мозгу меняется на протяжении эстрального цикла, а введение эстрогенов вызывает двухфазное изменение плотности С։ рецепторов в некоторых структурах мозга [4, 6].

-5СГ

Фронтальная: Гиппокамп 
кора

Рис. 2. Влияние кастрации па су
точные изменения С, рецепторного 
связывания в гиппокампе и фрон
тальной коре мозга. 9-чясовые зна
чения рецепторного связывай ь- при
няты за 0. По оси орд шит—ре
цепторное связывание рН]сгрото- 
иина. 1—интактные животные. 2— 
кастрированные животные. *р<0.05 
по сравнению с 9-часовым значением

Чтобы подтвердить существование возможного влияния уровня мужских половых гормонов на величину рецепторного связывания серотонина, мы измерили С[ рецепторное связывание во фронтальной коре и гиппс-ка.мпе -кастрированных самцов крыс в то время суток, когда у интактных животных наблюдались наиболее значительные изменения.Оказалось, что во фронтальной коре это различие возросло; значение С, рецепторного связывания в 3 ч почти в два раза превышало эти значения в 9 и 15 ч (рис. 2). Судя по этим данным, андрогены ослабляют! С։ рецепторное связывание во фронтальной коре мозга, поэтому при снижении их -концентрации в крови в темное время суток наблюдается возрастание рецепторного связывания серотонина. Исчезновение гормонов, вызванное кастрацией, приводит -к еще более значительному повышению С, рецепторного связывания.Однако в гиппокампе, несмотря на противоположно направленные изменения С, рецепторного связывания и уровня тестостерона у интактных крыс в темное время суток, удаление семенников привело к совершенно иному результату: у кастрированных животных достоверно снижалось рецепторное связывание в 3 ч по сравнению с 9 ч (рис. 2). Эти данные не позволяют сделать однозначного заключения 198



о влиянии уровня тестостерона крови на величину С| рецепторного связывания в гиппокампе. Можно только предположить, что в этом отделе мозга влияние тестостерона на серотониновые рецепторы реализуется через иные механизмы, чем в коре. Кроме того, серотониновые рецепторы гиппокампа, очевидно, регулируются и иными факторами, в том числе, возможно, другими гормонами, изменение которых после двухсторонней кастрации приводит к значительному снижению Ci рецепторного связывания в гиппокампе.Га-ким образом, С; рецепторы фронтальной коры и гиппокампа по-разному реагируют на изменение гормонального баланса при кастрации. Различная реакция серотониновых рецепторов коры и гиппокампа па относительно быстрые изменения уровня тестостерона, вызванные односторонней кастрацией, была обнаружена и ранее [12]. По-виднмому, нельзя исключить возможности, что эти различия связаны с неодинаковым соотношением в структурах мезга подтипов С։ рецепторов, имеющих разное функциональное значение и регуляцию. I ак, показано, что во фронтальной коре С]д рецепторов в 10 раз меньше, чем в гиппокампе, a С։дв рецепторов в два раза больше [13].Следует отметить, что к связыванию [3Н]серотонина со специфическими рецепторами, локализованными па мембране, не плюют отношения серотошшевязывающие белки, которые обнаружены з цитозоле [14].Таким образом, полученные данные позволяют сделать вывод, что андрогены могут влиять на суточные изменения рецепторного связывания [’I I] серотонина в мозгу крыс, однако характер их влияния различен во фронтальной коре и гиппокампе.EFFECTS OF ANDROGENS ON CIRCADIAN VARIATIONS OF 5-HT, RECEPTOR’S IN THE RAT BRAIN
MASLOVA G. В . SHISHKINA G. T.

Institute of Cirology and Genetics. Slbirian Department of USSR 
Academy Sciences. No.osiblrskCircadian variations ol serotonin — 1 receptor binding in the hippocampus and frontal cortex of intact and castrated male rats were studied using [ 'll] serotonin as a ligand. Circadian dynamics of the plasma tes- tosteron level was studied as well. The maximal and minimal testosteron concentrations in blood were observed al 15 and 21 h respectively. The highest values of serotonin—1 receptor binding were found al the dark period both in ։he frontal cortex and hippocampus (as 2! and 3 h). The effect oi castration were different in the brain regions: the Increase of serotonin 1 receptor binding at the dark period became more marked in the frontal cortex and was replaced by significant decrease in the hippocampus. И was supposed that the androgens can affect serotonin - I receptor binding In the brain, in particular alternig its circadian rhytms.
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т. JO, № 3—4, 199J

УДК 6] 2.822.1-1-612.815.

РЕЦЕПТОРНОЕ СВЯЗЫВАНИЕ ГЛУТАМАТА 
В СТРИАТУМЕ ОБУЧЕННЫХ И НЕОБУЧЕННЫХ КРЫС

КАРПОВА И. В., ’ГОРОДИНСКИЙ А. И.

Институт физиологии им. И. П. Павлова АН СССР, Ленинград 
♦Институт мозга человека АН СССР, Ленинград

Глутаминовая кислота, являясь одним из важнейших возбуждаю
щих медиаторов голрвного мозга .млекопитающих, принимает участие 
во многих процессах, происходящих в ЦНС. В частности, широко 
обсуждается гипотеза о функции глутамата и глутаматных рецепто
ров в механизмах обучения и памяти [1. 21. Важную роль в этих 
процессах играют базальные ганглии, в том числе и стриатум [3]. 
Показано, что основным медиатором кортико-стриатных проекций 
является глутамат [4]. Имеются данные, что блокада глутаматных 
рецепторов стриатума способна нарушать выполнение некоторых ус
ловнорефлекторных задач [5]. Можно предположить, что при обра
зовании и сохранении условных рефлексов изменяется функциональ
ное состояние глутаматсргнческой системы стриатума.

Целью настоящей работы явилось ‘изучение возможных измене
ний рецепторного связывания [3Н]Е-глутамата с мембранными пре
паратами, выделенными из стриатума крыс, в процессе обучения.

Опыты проводили на 38 самцах крыс линии Sprague-Dawley 
массой 200 400 г, у 19 из которых вырабатывали ‘инструментальный 
пищевой рефлекс в камере Скиннера. Синаптические мембраны (СМ) 
выделяли из стриатума крыс, как это было описано ранее [6]. Гру
бую фракцию постсинаптических уплотнений (ПСУ) выделяли моди
фицированным методом [7j Специфическое связывайте [3Н]1,-глута- 
мата с СМ и ПСУ определяли радиолигандным методом [6], ис
пользуя стекловолокпистые фильтры «Whatman» GF/F ՛ (Англия) и 
прибор ДЛЯ точечного блоттинга («Minifold», Schleicher. Schuel’)-

Анализ кривых насыщения участков связывания [3И]Е-глутамата 
па СМ и ПСУ методом Скэтчарда позволил выявить различия 
между группами обученных и необученных животных. У обученных 
животных связывание [3П]Е»глутамата с ПСУ было выше, чем у не
обученных. Увеличение рецепторного связывания [’HJL-глутамата с 
ПСУ у обученных животных происходило в основном за счет возра

стания числа участков связывания (рисунок): величины В|Па։ для
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групп обученных и необученных крыс составляли соответственно 12,86 
и 5,71 пмоль/мг белка. В экспериментах на фракции СМ различия 
между двумя группами животных не проявлялись.

Рис, Сиязыванис [3Н] Е-глута.мата с фракцией постсниаптическпх уплот
нений из стриатума обученных (*) и необученных (□) крыс (данные 

представлены в координатах Скэтчарда

Эффект увеличения специфического связывания [3]Е-глутамага 
ПСУ, выделенными из стриатума крыс, сохранялся спустя два месяца 
после окончания обучения, но лишь у животных, сохранивших услов
ный рефлекс. У крыс, утративших приобретенный навык, уровень 
связывания [3Н]Ь-глутамата ПСУ не отличался от контроля.

Результаты данной работы свидетельствуют о том, что при обу
чении происходит изменение рецепции глутамата в стриатуме, кото
рое выражается в увеличении количества участков связывания этого 
медиатора фракцией ПСУ. Так как известно, что основным глутама- 
тергическим входом стриатума являются кортико-стриатные связи [4], 
можно предположить, что при обучении имеет место усиление кор- 
тико-стриатных взаимодействий. «Гот факт, что подобные изменения 
наблюдаются у крыс, сохранивших условный рефлекс после двухме
сячного перерыва, и отсутствуют у животных, утративших навык, 
позволяет говорить о том, что возрастание числа рецепторов глута
мата может сопровождать процессы формирования и хранения дол
говременной памяти.

GLUTAMATE RECEPTOR BINDING IN THE STRIATUM <’!• THE 
TRAINED AND UNTRAINED RATS

KARPOVA I. V.. OORODINSKY A. I

1. P. Pavlov Insiltute of Physiology
Institute of Human Brain, Academy of Sciences of USSR. Leningrad

|’H]L-glutamate specific binding to synaptic membranes and post- 
synaptic densities (PSD), Isolated frttm the striatum of normal untrained 
rais and that were trained in the Skinner's box, was Investigated. The 
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feeding conditioned reflex development was shown to be accompanied 
with tiie increase of [3H|L-glutamate specific binding to PSD but not to- 
synaptic membranes. The effect obtained was associated with the bin
ding sites density (BU3I) enhancement.
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НЕЙРОХИМИЯ 
т. 10, № 3—4, 1991

УДК 577.112.389.6+612.82ДЕЙСТВИЕ ПЕПТИДНЫХ ФРАГМЕНТОВ ОСНОВНОГО БЕЛКА МИЕЛИНА НА СВЯЗЫВАНИЕ [3Н] ДИЛТИАЗЕМАС СИНАПТИЧЕСКИМИ МЕМБРАНАМИ МОЗГА
ШАНШИАШВИЛИ Л. В., МИКЕЛАДЗЕ Д. Г.

Институт физиологии АН Грузии. ТбилисиОсновной белок миелина (ОБА!) является главным компонентом миелина ЦНС. Этот белок локализован с цитоплазматической стороны миелиновой мембраны и, как предполагают, играет ведущую роль в сборке и формировании миелиновой структуры [1]. Скорость обновления ОБМ довольно высока (0,9-10՜՛2 моль/с) [2] и зависит от локализации белка в миелиновой оболочке, степени .посттрансляционной модификации, а также функционального состояния миелинизированного аксона [3, 4]. ОБМ и его фрагменты являются иммунологически активными и содержат эпитопы, индуцирующие аутоиммунные реакции типа аллергического энцефаломиелита (АЭ) [5]. Они вызывают антигенную активацию рецепторов иммунных клеток [6] и, кроме того, могут взаимодействовать с некоторыми рецепторными системами и приводить к изменению функционального состояния нервных клеток [2, 7]. Учитывая, что активация иммунных клеток и метаболические процессы нейронов регулируются посредством Са2+-за- висимых процессов, целью настоящего исследования являлось выяснение механизмов действия пептидных фрагментов ОБА! на кальциевые каналы плазматических мембран. В работе была изучена модуляция связывания блокатора Са2+-каналов [3Н] дилтиазема пептидами, полученными после триптического гидролиза ОБМ.Синаптические мембраны выделяли по методу De Robertis и соавт. [8]. Определение связывания [3Н] дилтиазема 'проводили в среде, содержащей 35 мМ трис-НС1, pH 7,4 и 10 нМ [3Н] дилтиазема (153 Ки/ммоль, «Amersham», Англия). Инкубирование проводили в течение 60 мин при 20° и смесь фильтровали на фильтре GF/C («Whatman», Англия). Для определения неспецифического связывания использовали 1 мкМ верапамила («Sigma», США). Радиоактивность на фильтрах считали в толуольной сцинтилляционной смеси.Триптический гидролиз ОБМ проводили .по методу Shoji и соавт. [9]. Фрагменты разделяли с помощью жидкостной хроматографии высокого давления (ЖХВД) на колонке Nova Рак С 18 («Milllpor-Waters», США) при возрастающих концентрациях ането-204



нитрила. Элюаты (0,5 мл) собирали, лиофилизировали и использовали в опытах по связыванию [3Н] дилтиазема.В опытах использовали ОБМ фирмы «Sigma» (США). Анализ, этого белка электрофорезом в ПААГ показал наличие полос с величинами Мг Ы (20%) и 18,5 кД (80%). После инкубирования ОБМ с протеинкиназой С, а также с Са2+-кальмодулипзависимой и сА-МР-за- висимой нротеипкиназа.ми с последующим разделением фрагментов с помощью хроматографий высокого давления и определения аминокислотного состава было обнаружено, что в коммерческом препарате ОБМ около 30% фрагмент 93—135 является эндогенно фосфорилированным.
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Рис. 1. Жидкостная хроматография высокого давления пептидов основ
ного белка миелина на колонке Nova Рак С18; «—поглощение при 214 
и 280 нм, 4—специфическое замещение [3Н] дилтиазема с мембранамиАнализ фракций, полученных после хроматографического разделения триптического гидролизата ОБМ показал, что на связывание [3Н] дилтиазема с оинаптически-ми мембранами влияют две фракции пептидов, выходящие при концентрациях ацетонитрила, равных 44— 45% и 55—56% и имеющих поглощение как при 214 нм, так и при 280 нм (рис. !)• Учитывая наличие единственного остатка трифто- фана в ОБА4, имеющего поглощение при 280 нм, следует заключить, что обе фракции соответствуют кептндному фрагменту 93—135, образующемуся при триптическом расщеплении ОБМ. По данным Shoji и соавт. [9], фрагмент 93—135. являющийся фосфорилированным по Ser-H5 пептидом, элюируется с колонки при низких концентрациях ацетонитрила, в то время как более гидрофобная, нефосфо- рилированная форма пептида выходит в более позднем объеме. 20о



Следует отметить, что действие фосфорилированного пептида на ■связывание [3Н] дилтназема носит 2-фазпый характер (рис. 2, а). Низкие концентрации этого пептида ингибируют связывание лиганда, тогда как при высоких концентрациях происходят увеличение связывания. В отличие от фосфорилированного, исфосфорнларсвалный тнд вызывал лишь ингибирование связывания [31!] дилтназема с характерной кривой зависимости вытеснения лиганда от концентрации замещающего агента (рис. 2, б).Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что фрагмент ОБМ 93—135 -вызывает снижение связывания [3Н]дилтиа- зема с белками кальциевого канала синаптических мембран, тогда как фосфорилированная форма этого фрагмента способна также, при определенных концентрациях, увеличивать связывание. Мы не можем в настоящее время сказать, являются ли эти изменения результатом непосредственного воздействия пептида на дилтиаземсвязываю- щие белки или они опосредованы механизмами, обусловленными какими-либо другими рецепторными системами нейротрансмиттеров, приводящими к •количественному перераспределению кальциевых каналов в клетке. Тем не менее, полученные нами данные, а также ис-
Рис. 2. Зависимость связывания 
РН] дилтназема с синаптическими 
мембранами при разных концентра
циях пептидов; а—I фрагмент ос
новного белка миелина, б—II фраг
мент основного белка миелина. По 
оси ординат—% специфического 

связывания [3Н] дилтназема

следования Муе и соавт. [7] свидетельствуют о возможности регуляции определенных рецепторов нервной ткани пептидными фрагментами ОБМ.Предварительный анализ ‘полученных пептидов, как уже было оказано выше, свидетельствует о том, что фрагменты, действующие на [3Г1] дилтиаземсвязывающие белки, являются фосфорилированной и дефссфорилированной формами пептида 93—135 ОБМ, несущего основную антигенную детерминанту ОБМ и индуцирующего ЛЭ [5]. Поскольку предполагается, что фосфорилирование пептида по Бег-115 может иметь существенное значение в механизмах индукции ЛЭ [10]. полученные нами данные относительно разнонаправленного действия модифицированных и немодифицированных форм пептидов могут свидетельствовать о ключевой роли процессов фосфорилирования ОБМ
206



В модуляциям кальциевых каналов в нейронах и указывать на возможные адекватные механизмы изменения обмена кальция иммунных клетом.
THE ACTION OF PEPTIDE FRAGMENTS OF MYELIN BASIC PROTEIN ON [’H] DILTIAZEM BINDING WITH BRAIN SYNAPTIC MEMBRANES

SHANSI HAS! 1VILI L. V., MIKELADZE D. G.

Berltashvlli Institute of Physiology, Georgian Academy of Sciences, TbilisiThe action of peptide fragments of myelin basic protein (MBP) on the binding o' [’H] diltlazem with synaptic membranes was studied. It was shown that binding of [’H| dlltiazem with membranes was changed only in the presence of Iwo peptides obtained after tryptic hydrolysis of MBP and characterized by absorption at 280 nm. The first of them inhibited (he binding of [’ll] diltlazem with membranes in a concentration - dependent manner while the effect of the other one beared biphasic character. The binding of [3H] dlltiazem is proposed to be altered under die influence of phosphorylated and nonphosphorylated forms of peptide 93-135 of MBP.՛
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ПЕПТИДНАЯ КАРТА ГИПОТАЛАМУСА

ГАЛОЯН А. А.. ЧАИЛЯН С. Г.

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

Гипоталамус представляет собой центр нейросекреторной дея
тельности организма. В областях п su.praopt.icus н п. рага'иеи!г1с- 
и.1аг1$ образуются окситоцин и вазопрессин, л биосинтез нейросекре
торных регуляторных гормонов гипоталамуса происходит в области 
evi.nen.tia тесИапа [1].

В последние годы из гипоталамуса различных животных Галоя- 
ном и соавт. выделены коронароактивные вещества полипелтидной 
природы. В дальнейшем были разработаны методы очистки этих био
активных соединений, которые можно подразделить на три основные 
группы: коропарорасширяющие нейрогормоны К. О и С и их множе
ственные формы [2—3], Са2+-независнмые активаторы кальмодулин- 
чувствительных ферментов под общим названием С-мол.улины [4] и 
аллостерические модуляторы активности кальмодулина—нейропептиды, 
условно обозначенные ПФ|—ПФ5 [5]. Как видно, гипоталамус слу
жит источником неизвестных пептидных гормонов и биорегуляторов, 
которые до настоящего времени еще не выделены в чистом виде тра
диционными методами хроматографии.

В последние годы ВЭЖХ становится все более важным методом 
очистки и идентификации биологически активных соединений. Очевидно, 
что ВЭЖХ постепенно вытесняет многие классические методы, осо
бенно на последних стадиях очистки, поскольку она превосходит ста
рые методы по эффективности разделения, выходу продукта, быстроте 
анализа и характеризуется высоким пределом обнаружения. Высокая 
степень разделения, которая достигается при помощи ВЭЖХ, делает 
этот метод пригодным для контроля чистоты и составления пептидпых 
карт.

В настоящей работе приведены результаты по составлению пеп
тидной карты вторичного порошка гипоталамуса (ВПГ), позволяющего 
систематизировать большую группу биологически активных соедине
ний гипоталамуса, обнаруженных в нашем отделе за .последние 30 лет.

Эксперименты проводили на двухкомпопентной системе ВЭЖХ 
В1о1гоп1к ВТ-8100 (ФРГ). Система оснащена инжектором Рйеобупе 
с использованием петли для образца объемом 50 мкл и детектором 
с изменяемой длиной волны. Спектральный диапазон дейтериевой
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лампы 190—370 нм. Все растворы .постоянно дегазировали для пре
дупреждения образования пузырьков в с'истеме. Для регистрации ре
зультатов хроматографии использовали систему хранения и поиска 
данных, включающую компьютер, АВМ ЛТ/РС 286. Для ВЭЖХ ис
пользовали колонки «.Biosphere Si—300 С8, Ci8» и «.Biosphere Si—100 
С8 и С18л (4, 6 X 250 мм; «Bioservis-», Армения и «Lichrosphere С18*

Рис. 1. Пептидная карта вторичного порошка гипоталамуса Типичная 
хромзтограг.мз на тандемной системе обращепнофазових колонок 
Biosphere «Sl-ЗОО 8, и Biosphere <S1-1CO С18»-Элюцню осуществлял. 
.. режиме линеииого градиента ацетонитрил /Н2О֊ 0,1% ТФУ Пр„ скоро
сти потока 1 мл,мни за 80 Обиаружепие* продукта при Л 2Ю нм

Поскольку впг содержит биоактивные соединения с большим 
Диапазоном молекулярных масс, их разделение подразумевает при- 

енение колонок с дифференциальной пористой .структурой. Для вы- 
ора оптимальных условий разделения был использован метод греко- 

•патпнекого квадрата. Эксперименты, проделанные на колонке 
Biosphere Si-.00 С8 и («18». показали, что хроматография в режиме 

'Раднснтного элюирования (ацетонитрил-вода, метанол-вода) ' з 
присутствии трифторуксусной кислоты (ТФУ) позволяет՜ про-
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■водить разделение лишь с высокой эффективностью оолее гидро
фобных соединений. Хроматография на колонке «Biosphere Si-300 С8 
л С18» в тех же условиях позволяла проводить эффективное разде
ление менее гидрофобных высокомолекулярных соединений. Следо
вательно, совмещение сорбентов с дифференциальной пористостью

Рис. 2. Типичная рехроматограмма 
одного из выделенных соединен гч 
(пик № 18). Элюирование с ко

лонки < .(с ЬгохрЬеге С18> (4.6Х 
250 мм) осуществляли в пзокрлтп- 
ческом режиме. В качестве подьяж 
ной фазы, применялась смесь аце
тонитрил (Н2О) 0,1% ТФУ (30 — 
70%). Скорость потока I мл/мип.

обнаружение при Х2Ю им

структур было бы наиболее оптимальным, однако оно технически за
труднено, поскольку происходит неоднородное распределение сор
бентов с дифференциальной пористостью структур. Анал»з полученных 
экспериментальных данных, основанный на методе греко-латинского 
квадрата, позволил оптимизировать процесс хроматографического 
разделения биоактивных соединений гипоталамуса на тандемной си
стеме обращенно-фазовых колонок «Biosphere Si-300 С8» и rBlos' 
phere Si-100 Cl8» в режиме линейно-ступенчатого градиентного элюи
рования с использованием ацетонитрил/вода в присутствии 0,1 %- 
кого ТФУ.

На рис, 1 представлена типичная пептидная карта ВИГ. Как 
видно из хроматограммы, тандемная сиигема колонок позволяет про
водить селективное разделение по крайней мере 50-и пиков. Повтор
ная рехроматография, типичный пример которого представлен на 
рис. 2, свидетельствовала о гомогенности полученных пиков, что поз
волило установить аминокислотный состав 20-и из представленных 
на пептидной карте ВПГ.

THE PEPTIDE MAPING OF HYPOTHALAMUS

GAI.OYAN A. A., CHAll.YAN S. G.

Inslllule of Blochemisiry. Academy of Sciences of Armenia, Yerevan

An high pressure liquid chromatography on tandem reversed phase 
„Biosphere Si 300 C8“ and „Biosphere SI —100 C18“ columns permit
ted to identify 50 ranges of the bioactive neuropeptides and determine 
the amino acid composition of some of them.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 10, Лк 3—4, 1991

УДК 612.05:612.843.3АНАЛИЗ ВКЛАДА РАЗЛИЧНЫХ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ПУТЕЙ В БИОЭНЕРГЕТИКУ ОСНОВНЫХ ЗВЕНЬЕВ ВЕСТИБУЛЯРНОГО АНАЛИЗАТОРА
НАСИБУЛЛИН Б. А., ’РОЗАНОВ В. А., ЯНОВСКИЙ М. Б. 

Одесский медицинский институт им. Н. И. Пирогова 
^Всесоюзный НИИ гигиены водного транспортаВ состав вестибулярного анализатора входят образовании, относящиеся к различным отделам мозга и потому сформированные из .различных типов нейронов. Рядом авторов проводились биохимические и гистохимические исследования окислительно-ъосстановнтельных процессов (ОВП) в неодинаковых по функции и цитоархитектонике отделах мозга [1—6]. Несмотря на это, отсутствуют данные о сравнительной характеристике ОВП в структурах, составляющих различные отделы мозга, но относящихся к звеньям одного анализатора.В то ,же время, исходя из концепции структурно-функциоиальиозо единства нейронных ансамблей, представляет интерес проблема согласованности метаболической (и особенно энергетической) деятельности различных структур, объединенных в единую сенсорную систему. При этом представляется целесообразным использовать некоторые приемы теории случайных функций [7] для оценки возможности существования тех или иных вариантов функционирования отдельных направлений ОВП.•В связи с этим нами предпринята попытка провести сравнительную характеристику состояния окислительно-восстановительного метаболизма основных звеньев вестибулярного анализатора.Работа выполнена на 42 беспородных белых крысах-самцах, массой 200—240 г. Животных декапитировали, забой проводили в одно 

и то же время года н суток. Извлекали участки сенсомоторной коры, постеровентролатерального отдела таламуса, участок ствола мозга с передним вестибулярным ядром. Ткань мозга замораживали жидким азотом (—196°), из нее готовили криостатиые срезы толщиной 11 мкм, на которых по прописям 3. Лойда [8] определяли активность ИАОН-ДГ; ИАОРНДГ; СДГ; МДГ; 0-ОБДГ; а-ГФДГ; ЛДГ; ГДГ; Г6ФДГ. Подбор ферментов определялся стремлением получить характеристику основных направлений окислительно-восстановительных реакций. Согласно устоявшимся представлениям, ПАОН- и ПАОРН- зависимые дегидрогеназы характеризуют общий уровень энергетики.
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Таблица I
Содержание в популяции нейронов с разным уровнем активности ферментов (в %)

1.
Активность 1

. !

\^Фе мгнты !

ЗЭНЫ
ХАОН ДГ

ХАШН-ДГ 1 цдг мдг
1 
։

Г-6-ФДГ ?озлг
1

З-ГФДГ ; Л1Г Г_Г

к < Св — 3,6 _ 9,0 . 5.9 10.4С5 С1 — 3,4 — 11.0 5.36 8,6 _ 0.7
§ 7 1 Ье — 3.41 — — 11,2 5.9 13,2 _ 2.5

о п. V. А. — 2.0 — 11,7 8,7 1.3 —

па
я 

В) С։ 39.77 77,6 35.0 33,8 <6,9 72.8 ‘.8,3 69,1 57 0X '֊- и С 31,13 71,2 42.7 32.6 63,5 74,05 75.5 72,1 54.0О. СО 1Ье 3>,2 73,4 40.6 36,2 68 9 72,3 71,5 63Д
46,2> °1 П. V. А. 24,4 70.6 45.2 28,8 66.9 70,9 11,6 43,0

~ г> га г. Св 61,14 18 9 61,2 63,7 24,6 2 .4 Н .2 31 8 4°.7X '
о С1 68,0 25,35 57.3 63.2 25.4 211,6 15.73 27^9 44.4

41 *6
о 
3 ТЬе 63.8 23,0 58,5 61,9 19.84 21.8 15,2 36,3СО яф я. V . А. 74.5 27,2 53,1 6,9 21.3 20.4 19,2 43,31 52,0

О
че

нь
 вы


со

ка
я 

6-
7 

(О
) Св

С| 
11։е
11. 7.А

0,7
0 К
0 6
1,1

—
0.8
0.9
0.84
1.6

2.4

1.8
2.3

—

— 0.6

0,5
0,9
0.5



■Результаты гистохимических реакций оценивали по метолу количественной визуальной диагностики [9] с использованием 7-бальной шкалы оценки активности ферментов. В последующем нейроны с близкими значениями активности ферментов объединяли, в общепринятые классы активности: А—слабая, В—умеренная, С—высокая, Д—очень высокая. Для более точной оценки состояния отдельных циклов окислительно-восстановительного метаболизма по уравнению Байеса [7] определяли вероятность сочетания уровней активности ферментов, характеризующих данный цикл. Полученные данные использовали для построения вероятностной картины взаимоотношений основных направлений ОВП в структурах вестибулярного анализатора.Результаты наших исследований выявили неодинаковую активность изученных ферментов в нейронах разных 'мозговых структур, что создавало мозаичность гистохимической картины основных звеньев вестибулярного анализатора. Содержание нейронов с различными уровнями активности изученных ферментов в общей популяции в процентах от общего числа отражено в табл. 1: в подавляющем большинстве нейронов активность ферментов была умеренной или высокой. Следует заметить, что активность К’АПН-ДГ, СДГ, МДГ была высокой в 60—70% нейронов каждого из изученных отделов, активность остальных ферментов в таком же количестве нейронов этих же отделов была умеренной. От 0,5 до 2,5% от общего числа нейронов основных звеньев вестибулярного анализатора, независимо от отдела, обладали очень высокой активностью ферментов цикла Кребса и ГДГ; очевидно, в них в качестве энергосубстрата цикла Кребса используется углеродный скелет аминокислот.Что касается Г6ФДГ, то по величине се активности можно выделить 3 группы нейронов, численность которых незначительно различалась в разных звеньях вестибулярного анализатора. В 60—70% нейронов активность этого фермента умеренная, в 20—25% нейронов—высокая; в 9—12%—слабая. Поскольку Г6ФДГ—ключевой фермент пентозофосфатного пути (ПФП), который в основном обеспечивает энергией биосинтетические процессы, 'можно полагать, что в подавляющем большинстве нейронов изученных звеньев вестибулярного анализатора имеется гармоничное сочетание синтетических процессов и энергозависимых процессов обеспечения специфических функций. Вместе с тем, небольшая группа нейронов 2—3,6% от общего числа в разных отделах обладала слабой активностью ЫАОРН-ДГ, что в сочетании с наличием нейронов со слабой активностью ферментов ПФП позволяет предполагать наличие нейронов, активно выполняющих специфическую функцию в ущерб биосинтезу.Проведение вероятностного анализа для оценки состояния окис- литсльно-восстановнтельного метаболизма в основных звеньях вестибулярного анализатора выявило значительное разнообразие форм этих процессов, что, очевидно, является биологической основой наблюдаемой мозаичности гистохимической картины.Как видно из табл. 2, цикл трикарбоновых кислот действует
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Таблица 3

Определяе
мое

ф-
Ю

БД
Г а-ГФДГ

 л Г 
гд

г 
г ЦДГ

:Л
,Д

Г

Распределение вариантов сочетания активности изученных ферментов в отделах 
вестибулярной системы интактных животных

Отдел Вариант 1

Св В:В = 0,17
С1 В>В=0.19
ты. В = В = 0.19
пУА В:Е=),18

Св В:В=0,99
С1 В: В - 0,2-3
Т111. В:В=0,23

В:Е=0.21

пУА ААЕВ=9.35
СССД=Э,17

Сэ СССС==0.27

САСС=9.2>
ААВС=0,31

С1 АЛСС=0,22

ЛВВ8=9.19
С2В2 -0.39

ты. ССвВ=Э,45

АСОС-0.31
ВАСВ=0.41

пУА ЛСВВ=0,31

Вариант VIВар-ант 11 Вариант III Вариант IV 1 Вариант V

С ։ 0=9.32 Д:Г=0.16 С:В=0.24 В: 0=0,23
С: С =0.3 Д:С 0.16 0 = 1=0.22 В:С = 0.26
С: С=О,3 Д:С 0.16 С -. В 0 24 В: 0=0,26
С:С=0,31 Л: С=0,18 С: В 0,2 В: 0=0,29

С: С=0.2 С: 8=9.35 Д: Е=0 2 С:А=0,16
С:С=0.23 С:В=').3> Д:Р=0. .8 С:А = 0,16
С: (.'=0,2'1 С:В=9,35 Д : В—0.19 С: ֊ = 1,18
С:С=Ч,25 С:В=0,36 Д : В=0,18 С:А=и,18

ВССС-0,39 АС 20=0,23 ССВД=0.26
ВССД=Э,29 ССГ>В=9.1 ввзе=о,б9
ССВС=0,36 ВВ Д=0,46

АЛВВ=0,Э5 ЛСВВ=0,37 ВВВВ=0.69
0000=9.27 ССВД=0.27
СССВ=0,3 ССВС=0,38

ВАВВ=0,51 ВВВД=0,52 ВВВВ=9.66
ДСВВ=0,52 ВОСС 0,46
ВЛСС=0,46 ВВВА 0,53

СССВ=0,33 ААВВ=0,26 ВССВ=0,45
ВАЙВ=9.42 СССС-0.34 ВВВВ=0.61
ССБВ=0,33 ЛВВВ=0,4б

С । .'1=9,16 
С1Д=0,15 
С։Д=0,15 
С։Д=0

В: С=Э 
В:С«-0 
В1С=0 
в > с=о



ж каждом из звеньев вестибулярного анализатора՜!։ б вариантах, вероятность каждого их которых одинакова во всех звеньях вестибулярного анализатора. Два варианта—одинаковая активность СДГ, МДГ; два варианта—более высокая активность МДГ, чем СДГ; два варианта—более высокая активность СДГ, по отношению к МДГ. Биологический смысл указанных сочетаний состоит, по-видимо.чу, в следующем: если СДГ и МДГ проявляют равную активность, цикл трикарбоновых кислот работает сбалансированно, а неодинаковый уровень активности ферментов, очевидно, свидетельствует о разной степени его интенсивности. Если активность СДГ преобладает, то можно предполагать активирование в ЦТК сукцниатоксидазпого звена. Подобные изменения деятельности ЦТК наблюдаются при различных видах гипоксии и функциональном напряжении [10, 11]. Преобладание активности МДГ способствует удалению продуктов СДГ-реа.кции, что создает условия для ее более успешной деятельности, особенно, если учитывать возможность быстрой утилизации оксалацетата в трансамилазных реакциях [10, 11].Выявляя возможную направленность окислительно-восстановительных процессов в основных структурах вестибулярного анализатора по активности МАОН-ДГ и ЦАОРН-ДГ, мы обнаружили 5 значимых вариантов их сочетания. Наиболее вероятным было сочетание равных активностей этих ферментов на высоком и умеренном уровне. Биологический смысл этого, очевидно, состоит в гармоничном сочетании использования энергии ОВП для обеспечения специфических функций и синтетических процессов.Рассматривая группу ферментов, ответственных за состояние процессов субстратного обеспечения ЦТК, можно заметить, что наиболее вероятны (0,60—0,69) сбалансированные исступления субстратов от углеводного, липидного и аминокислотного источников, реализуемых на разных уровнях интенсивности. Несколько меньше вероятность поступления субстратов двух видов обмена в ущерб двум другим. При этом преимущество отдается сочетанию углеводного и одного из других обменов, что характерно для всех звеньев вестибулярного анализатора.Таким образом, результаты наших исследований показали, что ■окислительно-восстановительный метаболизм в пределах каждого из звеньев интактного вестибулярного анализатора осуществляется в основном па двух уровнях: умеренном и высоком. Обеспечение субстратами основных энергетических процессов происходило всегда из нескольких источников. Способность к переключению исследуемых метаболических путей, очевидно, является основой для функциональной пластичности и высокой приспособляемости головного мозга, что может быть выявлено при изучении этих же параметров в условиях функциональной нагрузки и в процессе адаптации к неблагоприятным факторам внешней среды.
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THE ANALYSIS OF THE DIFFERENT METABOLIC PATHWAYS'. 
CONTRIBUTION IN THE BIOENERGETICS OF VESTIBULAR

ANALYZER NEURONS

NASIBULLIN B. A., "ROZANOV V. A., YANOVSKIY M. B.

N. I. Pirogov Medical Institute. "All-Union Scientific-Researct։ 
Institute of Water Transport, Odessa

The activity of several dehydroge 
«ally In various parts of the vestibular 
bulion of the enzymes activity between 
established. The probability of different 
ties characterizing alternative sources of

nases was measured hlstochem 
analyzer. The character of dlstrf- 
the different neurons has been 
combinations of enzyme acffvf- 

energy supply was estimated.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 10, № 3—4, 1991

УДК 612.5ч».1

• ’ ■ ВЛИЯНИЕ ГЛИКОПРОТЕИНОВ НА
' ТРАНСКРИПЦИОННУЮ АКТИВНОСТЬ ЯДЕР 

НЕЙРОНОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА 1 •* *<
САИТМУРЛТОВЛ О. X., ЛЕОНТЬЕВ В. Б.

Институт биоорганической химии им. А. С. Садыкова АН УзССР, Ташкент

Процесс транскрипции в изолированных клеточных ядрах широко 
используется для изучения механизма действия на активность хро
матина многих регуляторных факторов, в частности белков, пептидов 
и гормонов. В настоящее время установлено тормозящее действие ги
стонов на транскрипцию в изолированных ядрах клеток. В частно
сти, показано, что гистон Н3 ингибирует синтез РНК. сильнее, чем 
фракция гистона Н։ [1], что особенно отчетливо выражено в ядрах 
тканей головного мозга. Обнаружено, что низкомолекулярные пеп
тиды также могут подавлять транскрипционную активность ядерпого 
хроматина [2]. Некоторые гормоны, в частности гидрокортизол, ти
роксин и инсулин, напротив, стимулируют эндогенный синтез РНК 
[3—7]. Стимулирующий эффект на РНК-полимеразную активность 
отмечался при действии этанола [8] и взаимодействии гормон-реиеп- 
ториого комплекса с ядрами клеток печени крыс [9].

Однако исследование действия данных препаратов на РНК-поли
меразную активность ядер проводилось с делящимися клетками как 
животных, так и растений. Подобные исследования, выполненные на 
ядрах педелящихся клеток, встречаются крайне редко.

Ранее нами было показано, что гликопротеины, синтезированные 
:в ядрах нейронов головного мозга, стимулируют двигательную актив
ность животных при внутрибрюшинном введении [10], а при непос
редственном введении в мозг усиливают как двигательную активность, 
так и поведенческие реакции животных [И]. Однако эти результаты 
пока не дают окончательного ответа на вопрос о функциональном 
значении этих гликопротеинов.

В данной работе представлены данные о влиянии двух глико
протеинов с Мг 25—30 кД (I) и 10—15 кД (II) на РНК-полимераз- 
ную активность ядер нейронов.

В опытах использовали гликопротеины, синтезированные (п иИгс 
ядрами клеток нейронов головного мозга кроликов [12]. ДИК г 
пробах определяли по Спирину [13], РНК-полимеразную активность 
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изолированных клеточных ядер нейронов—общепринятым методом. 
Для этого готовили пробы, содержащие 0,2 йл ядерной суспензии 
(200 300 мкг белка) в 0,25 Д'! сахарозе, 4 мМ MgCl2, 0,01 М трис-НС1 
буфер, pH 8,3; 0,3 мл смеем VTP, G.TP и СТР (по 0,2 мМ), 50— 
-100 мкг гликопротеинов и 0,0029 ;мкМ [3Н] АТР. Пробы инкубиро
вали 10 мин при 37°, охлаждали, добавляли 5%-ную ТХУ. Осадки 
промывали 5%-ным раствором ТХУ на мнллипоровых фильтрах 
(«Synpor», Чехословакия), затем охлаждали спиртом. Фильтры вы
сушивали на воздухе и пересчитывали на сцинтилляционном счетчике. 
Об уровне синтеза РНК судили по включению [311] АТР в кислото
нерастворимую фракцию. Полученные данные обрабатывали .методом 
вариационной статистики по Менцевичюте и Эрингене [14].

Таблица
Влияние гликопротеинов, синтезированных в ядрах, на 

PHK-полнмеразную активность ядер нейронов 
головного мозга кроликов

Сери” опытов

Концентра
ция глико
протеина, 
мкг/мл

Радиоактив
ность, 

нмп мин па 
мг ДНК

% включе
нии [ Н] \ТР

Контроль 1400+50 100
Глико ротеин с Мг .50 10.’0+28 71

25-30 кД 75 463-ЬЪ7 33
100 4211+50 30

Контроль — 1400-1-50 100
Гликопротеин с Мг 50 446+65 31

10—15 кД 75 13
100 180+0 13

Примечание. Все различии по отношению к контролю достдВериы при р<0 05

Данные, полученные при определении РНК-полимеразной актив 
'•ости, представлены в таблице. Показано, что оба ядерных ги 
Протеина в используемых концентрациях (50,75 и 700 мкг/м ч) „<՝•• • ■' 
ляют РНК-полимеразную активность ядер. Гликопротеин 1 в коп; Рации 50 мкг/мл снижает активность фермента на 30% При ' ■ 
Шепни концентрации его подавляющий эффект постепенно увели՛ ' 
Чается и достигает 70% при концентрации 100 мкг/мл

Аналогичную концентрацию мы наблюдали с гликопротеином II 
Надо отмстить, что его действие выражено сильнее, в его пргсу... .Чин РНК-полнмеразиая активность ингибируется на 85% По ։'•՛'՛ . 
Данным, ядерные гликопротеины усиливают двигательную а г ••• Г Ю] И подавляют РНК-полимеразу ядер in vitro. Нужно отмс։ • т? 
что по своему действию на РНК-лолимерЯзную активность они -о’ 
Добвы гистонам Н, и Н3, что свидетельствует о влиянии якг-'нх 
гликопротеинов па функциональное состояние хроматина Возмоя-чп 
что эти гликопротеины являются полифункциональными активными 
белками.
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EFFECT OF GLYCOPROTEINS UPON THE TRANSCRIPTIONAL. 
ACTIVITY OF BRAIN NEURONS NUCLEI

SAITMURATOVA O. H„ LEONTJEV V. B.

A. S. Sadykov Institute of Bioorganic Chemtstry, Academy of Sciences of the 
Uzbek SSR, Tashkent

The effect of different concentrations (50, 75 and 100 pg/ml) of two՛ 
glycoproteins with M, 25 - 30 kl) (I) and 10—15 kD (11) on RNA poly
merase activity cf the brain neurons nuclei have been studied In vitro. 
The both glycoproteins in the used concentrations significantly suppres
sed the RNA polymerase activity, although the effect of glycoprotein 11 
was stronger.
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ОБЗОРЫ
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УДК 612.8.0154-591.484/488 
I

О МОЛЕКУЛЯРНОЙ СТРУКТУРЕ НЕЙРОРЕЦЕПТОРОВ

ЭТИНГОФ Р. н.

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

Рассмотрены возможности и ограничения разных методических приемов (моле
кулярно-генетические. иммунохимические, фармакологические) изучения молекуляр
ной структуры иейрорецепторов. Обсужден вопрос о трудностях классификации 
последних в связи с гетерогенностью их популяций, разнообразием механизмов 
трансдукции сигналов, а также тканевой, региональной и возрастной особенностями 
нейрорецептороз и составляющих их субъединиц. Проанализированы некоторые 
аспекты проблемы взаимодействия рецепторов с их лигандами (вопрос о вариа
бельности сродства к нейрорсцепторам, возможности изменения их эндогенной кон
центрации, подобия принципов взаимодействия в отдельных группах рецепторов). 
Отмечены новые тенденции изучения молекулярной структуры рецепторов, состоящих 
из субъединиц, в частности, вопрос об их функциональной самостоятельности.

Молекулярная структура многих иейрорецепторов, например, 
Р-адрснергцческого, никотинового и мускаринового холинорецепторов 
Р-адре։։срп:че..-кого. ннкотиноюго и мускаринового холинорецепторов 
(ИХР и МХР), ГАМКд. серотонинового и ряда других изучена весьма 
подробно. За носчсдние годы некоторым из иейрорецепторов и их 
группам были посвящены специальные монографии и обзоры [1—9]. 
Значительные успехи в изучении молекулярной природы рецепторов 
обусловлены широким применением для исследования этой проблемы 
молекул я рно-гепетичеоких, И'х, мунохимическнх, фармакологических,
различных вариантов физико-химических и других методов анализа, 
используемых в современной молекулярной биологии. На фоне имею
щихся успехов, с.днало, выясняется, что возникли и определенные 
труднее:)։ в трактовке полученных результатов, обусловленные, с од
ной стороны, некоторыми ограничениями используемых методов ана
лиза, а с другой теми возможностями, которые последние откры
вают. Так, например, при помощи молекулярно-генетических спосо
бов анализа непрерывно обнаруживают новые варианты отдельных 
иейрорецепторов и их субъединиц. Число классов, типов, подтипов, 
групп и т. Д. иейрорецепторов все время увеличивается. Описаны и 
новые, подобные по структуре нейрорсцепторам, белки (рецепторы), 
лиганды для которых пока неизвестны [10. 11]. Неоднократно также 
Показано, что многие из иейрорецепторов осуществляют передачу 
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сигнала при помощи различных механизмов [12]. Эта сложность от
ражена даже в названиях отдельных статей [13—152 и является 
предметом■ специальных дискуссий [16, 17]. В результате такой си
туации весьма актуальным стал вопрос о 'классификации нейрорсцеп 
торов.

Помимо многовариантности структуры и механизмов передачи 
сигналов, присущих почти всем нейрорецепторам, в отдельных экспе
риментальных работах намечены и некоторые подходы для изучения 
новых вопросов, связанных с функцией нейрорецепторов. Это касается, 
к примеру, возможной самостоятельной значимости отдельных рецеп
торных субъединиц, полифункциоиальностн рецепторных молекул, 
сложностей оценки сродства к лигандам и т. д.

Цель настоящего обзора—«краткое обобщение некоторых (отнюдь 
пе всех) аспектов проблемы молекулярной структуры нейрорецепто
ров, причем преимущественно тех вопросов, которые пока менее дру
гих проанализированы в литературе. В качестве примеров при рас
смотрении отдельных положений использованы в основном материалы 
ло тем рецепторам, степень изученности которых позволяет обсуждать 
общие вопросы.

Методические аспекты: гетерогенность популяций нейрорецепторов, 
множественность путей трансдукции сигналов, проблема 

классификации

Одним из весьма широко используемых в последние годы мето
дов исследования молекулярной природы нейрорецепторов является 
клонирование их генов в разных искусственных условиях с целью 
биосинтеза белка рецептора и изучения деталей его структуры. Иногда 
клонированию подвергаются разные образцы ДНК, выделенных из 
соответствующих тканей. Для идентификации роли отдельных доме
нов нейрорецепторов на разных стадиях рецепторного процесса (связы
вание лиганда, взаимодействие с другим белком, модификация рецеп
тора и т. д.) получают обычно мутанты рецепторов, из молекул ко
торых изъяты отдельные участки или они заменены другими амино
кислотами. Кроме указанных, имеются и ДРУг“е варианты мутаций 
рецепторных молекул [6]. Проверяя функциональную активность му
тантов, оценивают значимость отдельных доменов рецепторных моле
кул для осуществления разных стадий рецепторного процесса, а тдхже 
их реактивность к различным агонистам и антагонистам.

Использование молекулярно-генетических методов анализа при
менительно к нейрорецепторам позволило выявить гетерогенность их 
популяций, а также обнаружить новые белки, подобные по структуре 
нейрорецепторам. Так, например, белок, подобный МХР, был обна
ружен в мозжечке и других тканях [Ю]- В опытах по клонированию 
генов, полученных из ткани мозга, было показано образование еще 
одного нового белка (рецептора?), сопряженного с СТР связываю
щими белками (С-белки) и имеющего структуру, подобную рецепто
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рам этого типа. По мнению авторов статьи, новый белок относится 
к семейству нсйропептидпых рецепторов [И].

Число сообщений о разных вариантах ранее известных нейроре
цепторов возрастает ежемесячно. Так, показано наличие нового ва
рианта серотонинового рецептора [18], пятого варианта МХР [19],. 
двух дополнительных вариантов рецепторов катехоламинов [20], 
идентифицированы и характеризованы в мозгу два субтипа ai-адре
нергического рецептора [21], выяснено, что образование глутаматных 
рецепторов обеспечивается, по крайней мере, пятью генами [22], 
установлено наличие в мозгу второго варианта дофаминового рецеп
тора [23], клонированы новые варианты a-субъединиц НХР [24, 25]. 
Число таких примеров можно существенно увеличить.

При анализе этих данных возникает ряд вопросов: в какой мере 
полученные in vitro белки соответствуют тем, которые имеются 
in vivo и подобны ли между собой нейрорецепторы, синтезированные 
в различных условиях? По-видимсму, это не всегда так, поскольку 
варьируют кариотипы клетск, используемых для культивирования, а 
также условия их роста. Поэтому, вероятно, не случайно, что Рг-адре- 
нергнчеокие рецепторы человека, экспрессированные в разных клет
ках, отличались примерно на порядок по сродству к лиганду [26]. 
Вообще при синтезе белка рецептора в искусственных условиях у 
него могут появляться новые свойства, так, например, рецептор се
ротонина, культивируемый в фибробластах в присутствии своего ли
ганда, сказался протоонкогепом [27].

Что касается мутантов рецепторов, то их использование внесло 
существенный вклад в идентификацию функциональных доменов ре
цепторных молекул [5, 12, 26, 28]. В то же время в ряде случаев 
трактовка результатов, полученных при помощи мутантов, не всегда, 
однозначна. Функциональная дефектность мутантов может быть обус
ловлена не прямой необходимостью измененного участка рецептора 
для осуществления отдельных стадий рецепторного процесса, а струк
турной реорганизацией молекулы благодаря модификации ее первич
ной структуры [29]. Так, при использовании мутантов Рз-адреноре- 
цептора была установлена необходимость ряда аминокислот у 
СООН-конца молекулы для ее связи с а։-субъединицей G-белков. В 
то же время, применяя в качестве конкурентов этого участка не
большие пептиды, в которых полностью копирована последователь
ность расположения аминокислот изучаемого домена, вышеуказанное 
заключение нс было подтверждено. Авторы этой работы полагают, 
что причиной разных выводов являются конформационные измене
ния молекулы, имевшие место в работе е мутантами [30]. По образ
ному выражению исследователей этого направления, результаты, по
лученные на мутантах, позволяют выявить не те участки молекулы, 
которые необходимы для функционирования рецептора, а скорее те 
его домены, которые не принимают в этом участия [31]. х

Уже было указано выше о возможности применения для иден
тификации функциональных доменов рецепторных молекул, неболь
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ших пептидов, копирующих отдельные участки рецспторд и соответ
ственно являющиеся их конкурентами. Этот метод, широко применя
емый в последние годы, удобен тем, что сама по себе исследуемая 
молекула не подвергается воздействиям, то есть сохраняет нативные 
•свойства. Однако в данном случае возникают сомнения другого рода — 
в какой мере идентичны реакционные возможности целой молекулы 
и ее небольшого фрагмента, представленного пептидам.

Большое количество работ по изучению субмолекулярной струк
туры рецепторов проведено при помощи моноклональных антител. 
Последние применяют, как правило, для блокады и соответственно 
идентификации отдельных функциональных участков рецепторов. Од
нако и этот способ исследования, при помощи которого был получен 
ряд важных данных, не лишен недостатков, которые особенно реальны 
в тех случаях, когда имеют дело не с очищенными бедками рецеп
торов, а с тканевыми препаратами. В этом случае нет полной уверен
ности в достаточной специфичности взаимодействия моноклонального 
антитела с отдельными участками рецепторных молекул, так ка>к су
ществуют подобные по первичной структуре участки в других рецеп
торах, а также в иных по функциям белках. Неожиданное наличие 
-аналогичных эпитопов в самых различных белках отмечено во мно
гих случаях; значение этого феномена неясно [32].

Взаимодействие моноклонального антитела с отдельными рецеп
торами определяется и тканевой специфичностью последних, а также 
возрастом животных, поскольку в ряде случаев показаны изменения 
в структуре рецепторов по мере развития животных (см. ниже). 
Примером недостаточной специфичности взаимодействия монокло
нальных антител с конкретным рецептором могут служить резуль
таты работы, в которой было отмечено, что антитела, полученные к 
участкам цитоплазматической области родопсина сетчатки, были при
годны для выявления подобной области и в ро-адрснергическом ре
цепторе [33], что, по-видимому, характерно для многих рецепторов. 
Так, антитело, полученное к синтетическому пептиду, соответствую
щему по структуре участку с СООН-конна՜ одного ’ представитетл 
Рг-адренергического рецептора, полученного из легкого хомяка, взаи
модействовало с целым набором рецепторов мозжечка крысы [34].

Помимо не всегда достаточной специфичности взаимодействия мо
ноклонального антитела с изучаемым рецептором нужно, по-види
мому, учитывать также, что присоединение антитела к рецептору 
определяется, в случае работы с тканевыми препаратами, не только 
структурой участков рецепторных молекул, но и микроокружением 
рецептора, его доступности, степени модификации и т. д. И, наконец, 
взаимодействие моноклонального антитела с рецепторной молекулой 
приводит, естественно, к изменению ее конформации. Соответственно 
функциональная дефектность связанных с моноклональными антите
лами рецепторов может носить, как и в случае с мутантами рецепто
ров, вторичный характер, что, естественно, затрудняет идентифика
цию функциональных доменов.
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Несмотря на отмеченные ограничения использования монокло
нальных антител для изучения молекулярной структуры нейрорецеп
торов, возможности иммунохнмическнх способов их изучения еще не 
исчерпаны и, по-виднмому, в ближайшее время будут применяться 
новые варианты этих методов. Этот вопрос весьма актуален и потому, 
что в организме животных обнаружены эндогенные аутоантитела к 
отдельным нейрорецепторам и необходимо изучать их роль [35].

Активно развивается в последние годы и относительно изученное 
направление исследований по фармакологической характеристике ней
рорецепторов. На основе реактивности последних к агонистам и ан
тагонистам приходят к заключению о новых вариантах рецепторов,, 
часто используя этот параметр в качестве критерия для классифика
ции рецепторов. В ряде случаев это оправдано, особенно, когда удает
ся подобрать сугубо избирательные лиганды.

Однако такая ситуация имеет место не всегда, принимая во вни
мание наличие подобных эпитопов в ряде рецепторов, а также, как, 
например, в случае рецепторов, связанных с О-белками, их одина
ковую укладку в мембране, отмечено, что один и тот же агонист мо
жет иметь примерно одинаковое сродство к разным рецепторам— 
например, серотониновому, дофаминовому и гистаминовому [26, 36]. С 
другой стороны, рецепторы одного типа (например, квискилатные 
являющиеся подтипом глутаматных) отличаются разными фармаколо
гическими свойствами [37]. Вообще имеется точка зрения, что срод
ство рецепторов к лигандам является лабильным параметром и не 
может служить основой для классификации рецепторов [38].

В ряде случаев взаимодействие рецептора с тем или иным ли
гандом и их разными производными используют для оценки струк
туры рецепторных молекул и поиска наиболее эффективных регуля
торов рецепторной активности, в настоящее время, однако, полагают, 
что более оправдан другой путь: вначале необходимо исследовать 
молекулярную структуру рецептора, получить представление о воз
можных «посадочных площадках» для изучаемых лигандов, и на ос
новании уже этих данных Целенаправленно подбирать модуляторы 
активности рецепторов [36].

В то же время исследование фармакологической реактивности 
нейрорецепторов, в частности изучение их взаимодействия с разными 
радиолигандами, оказалось весьма удобным приемо-м для изучения 
локализации типов рецепторов (например, глутаматных) в отдельных 
структурах мозга [39]. Возможности фармакологических способов 
изучения отдельных свойств нейрорсцепторов, естественно, нс исчер
паны,- большое значение они имеют и в прикладном аспекте.

Специфические блокаторы рецепторов применяют и для диффе
ренциации различных механизмов трансдукции сигнала, что харак
терно почти для всех нейрорепепторов. Вопрос о многовариантности 
путей трансдукции сигналов является в настоящее время одним из 
наиболее актуальных [5, 6, 12, 40]. Почти по каждому рецептору 
регулярно появляются новые сведения в этом направлении, ряд из 
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• которых имеет принципиально важное значение. Так, представляется 
весьма существенным, что традиционная цепь передачи- сигнала, ха
рактерная для нейрорецепторов, функционирующих три участии 
О-белков, может быть существенно редуцирована. Показано, что а-субъе- 
диница О-белков в ряде случаев выполняет функцию посредника, 

.взаимодействуя с белком канала и обусловливая изменение его ион 
ной проницаемости [40]. Частичная редукция цепи передачи сигнала 
при участии О-белков отмечена и для сенсорных рецепторов (в фо
торецепторах сетчатки н обонятельных клетках позвоночных). Пока
зано, что в данном случае изменение ионной проницаемости каналов 
осуществляется благодаря непосредственному присоединению посред
ников (циклические нуклеотиды) к белку ионного канала; таким об
разом, предварительный этап—обычный для многих систем подобного 
рода (изменение за счет посредников активности фосфопротеинкиназ 
и как следствие степени фосфорилирования белков канала) может 
быть исключен. Необычность молекулярной структуры белков ка
налов сенсорных клеток подтверждает возможность своеобразия и 
путей трансдукции сигналов [41].

Другим важным фактом, имеющим, вероятно, большое значение 
в плане «настройки» рецептора в процессе трансдукции сигналов, 
является обнаружение фосфатазной активности в одной из субъеди
ниц опиатного рецептора [42]. Наличие ферментативной активности 
непосредственно в молекуле рецептора открывает новые перспективы 
для исследования вопроса о «саморегуляции» рецепторного каскада 
реакций уже на стадии рецептора.

Из других феноменов, связанных с механизмами трансдукции 
сигналов, следует отметить, что существенно расширился спектр их 
альтернативных вариантов, присущих разным нейрорецепторам. Так, 
показано, что серотониновый рецептор, функционирующий обычно 
при участии разных О-белков, в отдельных случаях может быть сам 
но себе белком ионного канала [2]. С другой։ стороны, типичный «ка
нальный» рецептор—глутаматный функционирует и при участии 
О-белков и посредников [12, 39]. Таким образом, семейство «сме
шанных» нейрорецепторов (НХР н МХР, ГАМКЛ и ГАМК . рецеп
торы) значительно увеличилось.

.Многовариантность молекулярной структуры нейрорецепторов, 
множество генов, обусловливающих образование нейрорецептора, свя
зывающего один лиганд, трудности трактовки результатов, получен
ных с нс-мощью фармакологически;; -методов анализа, разнообразие 
путей трансдук. и и си.налов чрезвычайно затрудняет вопросы их 
классификации. До сих пор ист четких критериев, позволяющих с до
статочным основа <ксм относить тс или иные рецепторы к отдельным 
группам, классам, типам и т. д. Вопрос осложнен и тем, что моле
кулярная структура рецепторов и их свойства динамичны и зависят 
от воз| ; с,а а также ткани (и ее регионов), в которых они
локализованы (см. ниже). Пр-видимсму, для полноценной классифи-
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нации рецепторов необходимо не только использовать всю совокуп
ность характеризующих их параметров, но и разработать новые 
.подходы. . ' .

Некоторые общие вопросы, связанные с молекулярной 
структурой нейрорецепторов

К настоящему времени накопились сведения по молекулярной 
•структуре многих нейрорецепторов. Так, например, расшифрована 
первичная структура порядка пятнадцати рецепторов, функционирую
щих при участии О-белков (а]- аг-, р;-, Рг-адренергнческне, разные 
.варианты МХР, серотонинового и др.) [5], относительно недавно оп
ределена структура одного из дофаминовых рецепторов [43]; так же 
•подробно изучена первичная структура «канальных» рецепторов—-от
дельных субъединиц НХР, ГАМК А рецепторов, начато подробное ис- 
-следован.-.е пс-рвичной структуры глутаматных рецепторов [7—9, 
22, 44].

Совокупность полученных данных позволяет обсудить некоторые 
об:с;не вопросы монокулярной структуры нейрорецепторов, а также 
подобна их по отдельным свойствам другим рецепторам. В этом плане 
представляет интерес тот факт, что при изучении формирования од
ного из нейрорецепторов (НХР) и других рецепторов (инсулинового, 
эпидермального фактора роста) было выяснено, что посттрапсляцион- 
лый механизм их активации более или менее одинаков. Все эти ре
цепторные белки появлялись в эндоплазматическом ретикулуме и 
прежде чем встроиться в мембрану и приобрести способность свя
зывать лиганд, подвергались К’-гликознлированию; одновременно про
исходило перераспределение дисульфидных связей и образование ан
самблей субъединиц, составляющих рецепторы [45]. Необходимость 
углеводной приставки к белку рецепторов для обеспечения связывания 
лигандов показана и для других рецепторов, например, аденозино
вого, причем природа углеводных остатков у разных вариантов этого 
рецептора оказалась различной [46]. Полагают, что присоединение 
углеводного компонента к белку рецептора необходимо для его вклю
чения в мембрану и его структурной ориентации [45]. Таким образом, 
можно полагать, что несмотря на разную природу отдельных рецеп
торов и различные механизмы трансдукции сигналов имеется ряд об
щих принципов их структурной организации.

Одной 113 центральных функций рецептора является связывание 
лигандов. Вопрос об идентификации доменов рецепторных молекул, 
обеспечивающих реализацию этой функции, был изучен с помощью 
всех вышеуказанных методов анализа. Было установлено, что все 
рецепторы, функционирующие при участии О-белков и имеющие по
добную молекулярную структуру (семь трансмембранных «столбов», 
со: /пшенных гидрофильными «’Петлями») характеризуются в принципе 
весьма схожими механизмами связывания лиганда. Особенно под
робно этот механизм изучен для р-адренергического рецептора. Ока
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залось, что ключевое значение для присоединения лиганда имеют 
дикарбоновые аминокислоты и, в частности аспарагиновая кислота 
(Aspll։) третьего трансмембранного сегмента [5]. Немногочисленных 
опытах с мутантами рецепторов показано, что исключение из второго 
и третьего сегментов молекулы одной из аспарагиновых кислот (или 
замена их на другие) приводило к существенным изменениям в свя
зывании лиганда.

Обеспечение связи лигандов с рецепторами этой группы обус
ловлено взаимодействием СООН групп дикарбоновых аминокислот 

с NH2 группами агонистов. При этом, естественно, нельзя исключить 
роль и других участков молекулы и ее конформационного состояния 
для осуществления этого важнейшего этапа рецепторного акта [2, 
12, 26, 36].

Относительно подробно исследован вопрос о присоединении ли
гандов к нейрорецепторам другого типа—именно тех, которые, обла
дая способностью к связыванию лигандов, одновременно формируют 
ионный канал. Выяснено, что для полноценной активации подобных 
рецепторов (одного из типов глутаматного НХР, FAMKj, рецепторов) 
необходимо множество молекул агонистов. Предложена схема иссле- 
довательных этапов активации рецептора, по которой эту группу ре
цепторов можно выделить в специальный класс [47].

Связывание лигандов в этой группе рецепторов, состоящих из от
дельных субъединиц, осуществляется, как показано, например, на 
НХР и ГАМКЛ рецепторах разными субъединицами, причем в слу
чае первого отмечена решающая роль для активации рецептора при
соединения лиганда именно к его а-субъедпнице. Как оказалось, и- и 
р-субъедипицы 1АМКЛ рецептора имеют разное сродство к агони
стам и разную чувствительность к антагонисту [9, 24, 48—50].

Что касается идентификации доменов субъединиц, взаимодейст
вующих с лигандом, то использование различных «зондов» (монокло
нальные антитела, (^бунгаротоксин, синтетические пептиды) примени
тельно к НХР позволило выяснить, что для присоединения АХ необ
ходимы два или более разных участков, расположенных в N-коицсвой 
внеклеточной области молекулы. Выявлена и значимость для взаимо
действия лиганда с рецептором конкретных аминокислот, в частности, 
некоторых тирозинов и цистеинов [49], которые, по-видимому, обес
печивают определенную конформационную структуру молекулы. В 
связи с этим надо отметить, что и в случае рецепторов, представлен
ных одной полипептиднбй цепью и функционирующих при участии 
G-белков (p-адренорецептор), показана роль цистеинов для поддер
жания конформационного состояния молекул, что необходимо для 
полноценной активации рецептора [51].

Хорошей проверкой значимости отдельных элементов структуры 
рецепторов для связывания лигандов является возможность предска
зания связи рецептора с различными производными агонистов или ан
тагонистов. Такая работа с учетом разных факторов, обеспечивающих 
связывание лигандов (физико-химические свойства рецептора, его- 
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трехмерная структура и др.), проведенная с 29-ью производными ли
гандов на бензодиазепиновом рецепторе, дала весьма обнадеживаю
щие результаты [52].

При обсуждении проблемы связывания лигандов рецепторами ес
тественно возникает вопрос: чем определяется степень сродства ре
цептора к агонистам (а также к антагонистам) помимо особенностей 
его первичной и пространственной структуры. Следует отметить, что 
последняя может несколько варьировать в разных тканях мозга и 
отдельных его регионах, а также в зависимости от возраста живот
ных (см. ниже). Кроме того, существенное значение в этом плане 
имеет наличие специальных регуляторов связывания, липидное мик
роокружение рецепторов, их число, ионный состав, G-белки, моди
фикации рецепторного белка и т. д. [12, 38, 53]. Важны и условия 
проведения экспериментов—так, например, при солюбилизации ре
цептора может меняться его сродство к лигандам [54]. Отмечено так
же, что при очистке рецепторов их сродство к лигандам в ряде слу
чаев уменьшалось в 10—60 раз [38]. Авторы последней работы по
лагают, что сродство рецепторов к лигандам является переменным 
параметром и не может служить основой для классификации рецеп
торов. По их мнению, различная в разных тканях аффинность рецеп
тора, связывающего один лиганд, регулируется специальными систе
мами.

К вопросу о сродстве рецепторов к лигандам прямое отношение 
имеет количество последних, непосредственно взаимодействующих с 
узнающими участками рецепторной молекулы. В опытах in vivo и 
при работе с тканевыми препаратами следует, по-видимому, учиты
вать различные возможности изменений концентраций применяемых 
лигандов. Это связано с наличием в исследуемых структурах, наряду 
с рецептором, ряда белков, связывающих тот же лиганд. Такие белки, 
например, имеются в синаптических везикулах серотониновых ней
ронов, а также в других нервных клетках мозга. Эти белки подробно 
изучены; предполагают, что они играют роль возможного депо серо
тонина [55]. Показано также наличие глутаматсвязывающих белков, 
нс сопряженных с ионными каналами в одном из штаммов нейробла- 
стомных клеток [56]. Число таких примеров можно существенно уве
личить, причем белки, связывающие лиганды рецепторов, обнаружены 
в рецепторных и нереактивных к данному стимулу тканях. Степень их 
сродства к лигандам и число связывающих участков может быть 
даже больше, чем в истинном рецепторе [57].

Другим возможным путем изменений концентраций исследуемых 
лигандов в тканях могут быть их превращения; при этом возник; ют 
новые сигнальные молекулы разной эффективности. Тахг'.м прсгра- 
щепиям придают большое значение в процессе рецепции одорантов и, 
в частности феромонов, порог чувствительности к которым весьма 
высек [58].

Вышеизложенные факты свидетельствуют о том, что вопрос о 
связывании лигандов нейрорецепторами, их узнающих участках, сте-

229



■ени сродства и т. д. достаточно сложен. Поэтому вряд ли в одно
типных экспериментах можно полностью оценить реальную ситуацию», 
имеющую место in vitro.

Для обеспечения функционирования рецептора необходимо не 
только связать лиганд, но и передать его для реализации биологи
ческого эффекта. В случае «канальных» рецепторов эта передача осу
ществляется в пределах одной молекулы, и механизм ее реализации 
является предметом обсуждений [8, 9, 47]. Много работ посвящено 
идентификации участков в молекулах нейрорецепторов, связанных в 
процессе своего функционирования с G-белками, в частности их 
а-субъединицами. Показано, что для взаимодействия рецептора с пос
ледними критическое значение имеют отдельные участки на СООН 
конце молекулы, а также ее общая конформация [2, 5, 25, 36]. Прин
цип контакта разных нейрорецепторов с а-субъединицами G-белков, 
по-видимому, более или менее одинаков. Однако вопрос осложняется 
тем, что большинство рецепторов подобного типа взаимодействует с 
различными G-белкамн; при этом в систему включаются разные фер
менты, обеспечивающие выработку различных посредников (адеиил- 
циклаза, гуанилциклаза, ФДЭ, фосфолипазы С и Аг). Как было ука
зано выше, возможно и прямое взаимодействие G-белков с белками 
ионных каналов. Чем определяется в каждом отдельном случае «вы
бор» того или иного пути трансдукции сигнала—иска не ясно, ио 
значимость G-белков в этом плане бесспорна. По-видимому, потенции 
отдельных субъединиц G-белков в рецепторных процессах значительно 
шире, чем имеющиеся к настоящему времени представления по этому 
поводу. Сейчас исследуют природу G-белков, обеспечивающих изме
нения проницаемости Са։+-каналов, активируемых без участия ли
гандов [6, 40, 59].

Резюмируя этот раздел, следует отметить некоторые общие кон
сервативные черты, характерные для молекулярной структуры многих 
изученных нейрсрсцоптсрсв разных типов. Это и роль углеводной 
«приставки» для внедрения рецепторов в мембрану и поддержания 
конформации рецепторных молекул, а также значение в этом плане 
дисульфидных мостиков за счет некоторых, входящих в их структуру 
молекул цистеинов. Последний феномен отмечен для НХР и для ре
цепторов, сопряженных с G-белками. В то же время группы нейро- 
рсцеитороз, сходные по механизмам трансдукции сигналов, характе
ризуются существенным подобием и отдельных доменов первичной 
структуры. Это, в первую очередь, относится к ряду рецепторов, пред
ставленных одной полипептидпой цепью; у них оказались сходными 
принципы взаимодействия с лигандами и с а-субъедиинцами G-белков 
[5]. Определенное подобие первичной структуры отмечено и для субъ
единиц «канальных» рецепторов—НХР, глутаматного, ГАМК л [7, 8]. 
По-видимому, дальнейшее накопление сведений по молекулярной 
структуре нейрорецепторов позволит выявить как общие закономер
ности их молекулярной структуры, так и ее своеобразие, определяе
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мое, вероятно, в первую очередь механизмами трансдукции поступаю
щих сигналов.

Общей чертой почти всех нейрорецепторов является, как уже 
было указано выше, крайняя гетерогенность их популяций и отдель
ных субъединиц. Как правило, синтез белка рецептора, а также его 
однотипных субъединиц, определяется семейством генов, и соответ
ственно образующиеся белки отличаются по своей первичной струк
туре [7, 9, 50, 60]. Что же касается разных субъединиц, формирую
щих рецептор, то различия в данном случае весьма существенны. 
Степень подобия первичной структуры, например, субъединиц, вхо
дящих в состав ГАМК А рецептора, составляла порядка 20—40% [7]. 
Отличаются отдельные субъединицы и по своим свойствам; помимо 
ранее отмеченной разницы в их сродстве к лиганду (ГАМ1<Л рецеп
тор) [48], показано, что фосфорилирование отдельных субъединиц 
НХР осуществляется при помощи различных протсипкиназ [61].

Ряд данных, полученных в молекулярно-генетических экспери
ментах, существенно, расширил представления и о числе субъединиц, 
присутствующих в тканях, например, НХР. Так, в нервной т.канн 
была обнаружена своеобразная субъединица, не связывающая АХ. 
Была также выявлена возможность формировать НХР, сочетая от
дельные субъединицы в разных комбинациях, включая в состав ре
цептора и несвязывающую АХ субъединицу [9, 24, 25, 50].

С чем же связана такая гетерогенность популяций нейрорецепто
ров и вариабельность составляющих их субъединиц? Бесспорное зна
чение имеет тканевая и региональная специфичность рецепторов и 
возраст животных. Так, например, мРНК, участвующая՜ в биосинтезе 
отдельных субъединиц НХР, по-разному локализована в различных 
отделах мозга. РНК, обеспечивающая биосинтез 6-1 субъединицы, 
сосредоточена преимущественно в полосатом теле, коре и мозжечке, 
а необходимая для образования у-1—в клетках Пуркинье [9]. То же 
-самое относится к субъединицам глутаматного рецептора: субъеди
ница, связывающая каинат, обнаружена в коре мозга, мозжечке и 
гиппокампе, по не найдена в таламусе [62]. Отмечено и наличие раз
ных субтипов (ц-адренергического рецептора в отдельных структурах 
мозга [21]. Полагая, что один из типов серотонинового рецептора 
является доминантной формой в 1ДНС, авторы показали наличие раз
ных вариантов этого рецептора в различных структурах мозга: пред
положено, что разница в распределении субтипов серотонинового ре
цептора может определяться функциональными задачами и соответ
ственно образованием разных посредников [63].

Возрастные изменения в наборе субъединиц в нейрорецепторах 
«канального» типа четко продемонстрированы на НХР и ГАМК л 
рецепторе. В перво»; с возрастом происходила замена 6-субъединицы 
на е [64]: во втором с развитием животных уменьшалось содержа 
ине р-субъединицы и возрастало содержание а-субъединицы. В те
чение развития животных показано и изменение сродства субъединиц 
этого рецептора к лигандам [60].
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Совокупность приведенных данных свидетельствует о выражен
ной тканевой, региональной и возрастной особенностях отдельных՛ 
нейрорецепторов и составляющих их субъединиц. В связи с этим 
очевидно, что отдельные субъединицы имеют разные функции; при 
этом нельзя исключить их самостоятельного значения. Так, например, 
отмечено, что один из вариантов субъединицы НХР может функцио
нировать как ионный канал, также как отдельные субъединицы гли
цинового рецептора [9].

Большой интерес представляет вопрос и о существовании в ре
цепторных молекулах иных функций, помимо тех, которые прямо или՛ 
косвенно связаны с рецепторным актом. Полифункциональность дру
гих белков (например, совмещение различных ферментативных ак
тивностей в АХЭ и глутаминазе) [12], наличие подобных эпитопов 
в первичной структуре белков, имеющих разные функции [32], поз
воляет считать это предположение не лишенным оснований. Таким 
образом, потенциальные возможности рецепторных молекул значи- 
телыю более многогранны, чем нам пока известно.

ABOUT NEURORECEPTOR MOLECULAR STRUCTURE: 
ADVANCES AND DIFFICULTIES

F.TINGOI-' R. N.

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

The possibilities and the limitations of different (molecular-genetic, 
immunochemical, pharmacological) methods used to "itidy the nettrore- 
ceptor molecular structure have been examinated The difficulties in ne
uroreceptors classification owing to the heterogeneity of their popula
tions, the variety of signal transduction mechanisms, as well as to the 
tissue, regional and age pecularitles between receptors and their ligands 
(the affinity variations, thepossible changes of endogene ligand concen
tration, the similarity of the interaction principles in separate receptor 
groups) have been analized. The new tendencies in the studies of the 
studies of molecular structure of neuroreceptors composed from the su
bunits and in particular, the problem of functional independence of the 
latter are noted.
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. СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ
: • р-ЛДРЕНЕРГИЧЕСКИХ РЕЦЕПТОРОВ

ВОЕЙКОВ В. Л.
Московский государственный университет нм. М. В. Ломоносова

В обзоре рассмотрены современные представления о молекулярном строении 
радренсргических рецепторов. Обсуждается роль отдельных аминокислотных ос
татков и участков первичной последовательности этих белков в их функционирова
нии: способности специфично связывать лиганды и передавать сигнал о взаимодей
ствии с агонистом на сопряженный G-белок. Приведены данные о мдлекуляриых. 
механизмах дссснсптизации рецепторов.

Эффекты, индуцируемые адреналином и норадреналином в нерв
ных клетках и клетках периферических тканей, опосредуются адре
нергическими рецепторами (АР). Еще в 1S48 г. Ahlquist, исходя из 
эффективности действия адреналина и норадреналина на различные 
ткани, разделил АР па 2 класса: а-адренергические, на которые но
радреналин действует эффективнее, чем адреналин, и 0-адренерги- 
ческне, эффективнее взаимодействующие с адреналином [1]. Позд
нее. более тщательный фармакологический анализ позволил разделить 
основные типы АР, по меньшей мере, на 2 подтипа: ai/a2 [2] и pi/Рз 
[3]. Некоторые лиганды обладают выраженной селективностью в от
ношении аг или аг-рецепторов. Например, сродство у агрецепторов- 
к празозину в 1000—10 000 раз выше, чем у аг-рецепторов [4], а 
йохимбин гораздо эффективнее блокирует локализованные в основном 
пресинаптически ai-рецепторы, чем постсинаптические аг-рецепторы 
[5]. Подтипы адренорецепторов р։ и 02 различаются по характеру 
сродства к агонистам в ряду: изопротеренол>норадреналин = адре- 
налин (для 0|-АР) и нзопротеренол>адреналин>1юрадреналии (для 
0J-AP) [3].

АР относятся к обширному семейству рецепторных молекул, ко
торые передают в клетку сигнал о взаимодействии с ними агониста 
через GTP-связывающие белки (G-белки). Процесс трансмембранной пе
редачи сигнала в этом случае имеет характерный сценарий, первым 
этапом которого является связывание агониста со специфическим 
рецептором, находящимся в плазматической мембране клетки. Акти
вированный агонистом рецептор взаимодействует с соответствующим 
G-белком и вызывает на нем обмен GDP на GTP в иуклеотидсвязы- 
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веющем центре, ОТР-связанная форма С-белка диссоциирует из 
комплекса с рецептором и активирует эффекторный белок, модули
руя тем самым внутриклеточный уровень «вторичного посланни
ка» [6].

Различные подтипы АР передают в клетки разные сигналы. Тах, 
01- и 02-АР взаимодействуют с Ок-белком, который передает активи
рующий сигнал на адеиилатциклазу. ао-АР ингибирует аденилатцнж- 
лазу через другой ОТР-связывающий О-белок (01). аг-АР может так
же стимулировать Ма+/Н+-канал [7]. однако О-белок, участвующий 
в этом процессе, точно неизвестен. ягАР активирует фосфолипазу С 
через пока еще плохо охарактеризованный 0-белок и, в конечном 
итоге, обеспечивает кальциевую регуляцию внутриклеточных процес
сов [8].

Таким образом, АР, как и любые другие рецепторные молекулы, 
выполняют 2 основные функции: дискриминирующую и транслирую
щую. Подтипы АР способны различать как лиганды—адреналин и 
норадреналин, так и О-белки. При взаимодействии с агонистом они 
транслируют сигнал об этом на О-белок. Сигнал передается н в об
ратную сторону: при связывании ОТР с О-белком, находящимся в 
комплексе с рецептором, сродство последнего к агонисту снижается 
[9]. Известны и другие механизмы регуляции активности рецепторов, 
главным из которых является десенситизация, то есть потеря чувст
вительности рецептора к взаимодействующему с ним агонисту.

Все эти функции детерминированы в структуре рецепторов. В 
последнее время, благодаря успехам в клонировании генов многочис
ленных сопряженных с О-белками рецепторов (а таких молекул на
считывается в настоящее время более 50), удалось выявить общие 
черты и отличия в их строении. Конструирование мутантных и химер
ных генов рецепторов, их экспрессия в культивируемых животных 
клетках позволила локализовать отдельные участки молекул АР, от
вечающие за выполнение ими перечисленных выше функций.

Топография адренергическх рецепторов

Первичная последовательность 02-АР была определена в 1986 г. 
на основе расшифрованной в лаборатории Р. Лефковица структуры 
гена этого рецептора, выделенного из геномного банка хомяка [10]. 
При анализе профиля гидрофильности-гидрофобности молекулы было 
предсказано, что полипептидная цепь рецептора имеет 7 участков 
длиной 20—25 аминокислотных остатков, которые, вероятно, обра
зуют трансмембранные а-спирали. Предполагаемые трансмембранные 
домены разделяются 8-ыо гидрофильными последовательностями 
к которым относятся локализованные по разные стороны мембраны 
М-концевой и С-концевой фрагменты, а также 6 петель, 3 из которых 
расположены по одну, а 3—по другую сторону мембраны. Модель 
укладки 0О-АР в мембране оказалась аналогичной модели укладки 
бактериородопсина [11], а также зрительного родопсина [12]. Волее 
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того, выявилась значительная гомология между молекулами р2-АР и. 
родопсина, а также наличие р2-АР консенсусной для гликозилирова
ния последовательности вблизи от М-конца молекулы. На основании 
всех этих данных было высказано предположение, что М-жонец р2-АР 
экспонирован на внеклеточной стороне мембраны, а Оконец обращен 
в цитоплазму. Схема организации р2-АР в мембране представлена 
на рисунке.

Позднее были получены экспериментальные доказательства та
кой модели укладки р2-АР. ОоЫтап и соавт.[13], используя ограни
ченный протеолиз р2-АР из легких хомяка, находящегося в искусст-

Рис. Схема организации [52-адрспергического рецептора человека. Циф
рами отмечены аминокислотные остатки, участвующие в связывании ли
ганда. Участки третьей цитоплазматической петли, ответственные за взаи
модействие с С-белком заключены в прямоугольники. ПК-А—протеиики- 
паза А. АР-К-киназа р-адренергического рецептора. Стрелками указаны 
места локализаций фосфорилируемых остатков. 341—ппльмитоилироваг.иь'й 

остаток Суз-341

венной и естественной мембранах, подтвердили, что р2-АР имеет ха
рактерную «родопсиноподобную» структуру, включая расположение 
пронизывающих мембрану районов, а также области гликозилирова
ния м»՛ внеклеточном М-концевом домене. Как известно, р2-АР яв
ляются субстратами различных протеинкиназ, и фосфорилирование 
рецепторов играет важную роль в их функционировании (см. ниже). 
Было показано, что фосфопептиды р2-АР локализованы также 
на участках рецептора, обращенных в цитоплазму [13]. Предска
занная укладка р2-АР в мембранах была независимо подтверждена и 
с использованием специфических кроличьих антител к II синтетиче
ским пептидам для каждой из гидрофильных последовательностей 
р2-АР хомяка [14].

Доступность нуклеотидной последовательности к Д11К Рг-АР 
хомяка открыла широкие возможности для молекулярного клониро
вания других адренорецепторов. За 1—2 года были определены пер
вичные структуры а։-АР, а2-АР, р,-АР и р2-АР из других объектов
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([15—17], М[—:М4-муска ри новых холинергических рецепторов [18— 
21], серотониновых рецепторов 5-НТ—1а и 5-НТ—1с [22, ~23], рецеп
тора субстанции К [24], продукта гена таз, который, как выяснилось 
позднее, является ангиотензииовым рецептором [25, 26].

Стало очевидным, что ₽2-АР являются членами большого семей
ства рецепторных белков, осуществляющих свои функция через 
О-белки [27]. Эксперименты по перекрестной гибридизации с уже 
клонированными генами рецепторов или их фрагментами во многих 
случаях выявляют существование неизвестных ранее подтипов ре
цепторов. Например, обнаружены по крайней мере 4 новых подтипа 
мускариновых рецепторов и 3 подтипа «2-АР, трудно отличимых фар
макологически от известных белков [21, 28].

Как уже отмечалось ранее, аминокислотные последовательности 
рг-АР и родопсина имеют значительные области гомологии. Однако 
примеры консерватизма отдельных участков структуры характерны 
для всего семейства белков, сопряженных с О-белками. При сравне
нии аминокислотных последовательностей различных рецепторов 
выяснилось, что при среднем уровне гомологии 45—50% сходство 
первичных структур мембранных участков у адренергических и род
ственных им рецепторов достигает 70—85%. Из гидрофильных петель 
наиболее консервативны первая и вторая цитоплазматические петли. 
Внеклеточные домены, третья цитоплазматическая петля и С-конце- 
вая область являются наиболее вариабельными участками рецепто
ров [29].

Интересные корреляции обнаружены между размерами третьей 
цитоплазматической петли н С-копцевой области с функциями рецеп
торов. Все ,6-АР (напомним, что они взаимодействуют с О.ч-белками) 
имеют достаточно короткую третью петлю (54—57 аминокислотных 
остатка) и длинную С-концевую область (84—137 аминокислотных 
остатка). В то же время все рецепторы, взаимодействующие с О,-по
добными белками, имеют длинную третью петлю (151 —181 аминокис
лотных остатка) и короткую С-концевую область (21—39 аминокис
лотных остатка). Возможно, что эти особенности могут помочь при 
определении природы клонированных неизвестных рецепторов и под
сказать вероятный механизм их действия [27].

Участки связывания лигандов

Лиганды АР—гидрофильные молекулы, поэтому можно было 
предположить, что лигандсвязывающий центр рецептора локализован 
во внеклеточном домене рецептора. Однако протеолитическое удале
ние впемембранных участков рецептора не препятствует связыванию 
лигандов [30, 31]. В то же время направленные точечные мутации 
аминокислотных остатков в трансмембранных областях существенно 
влияют на лигапдевязывающие свойства рецепторов.

Адренергические лиганды содержат протонированную аминогруп
пу. Было логично предположить, что центр связывания лигандов ре
цептора должен содержать кислые аминокислотные остатки, необ- 
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холимые для взаимодействия с аминогруппой лиганда. Действительно, 
было показано, что замена Asp-113 па Asn приводит практически 
к полной потере рецепторами способности связывать как агонисты, 
так п антагонисты [32]. С другой стороны, мутации по остаткам 
Asp-79 и Asn-318 приводят к резкому ухудшению сродства 02-АР к 
агонистам без изменения сродства к антагонистам [33]. При этом 
было также показано, что ни одна из этих замен не влияла па ха
рактер встраивания белка в плазматическую мембрану и на способ
ность рецептора гликозилироваться. Замена Asp-ПЗ на остаток Glu 
незначительно меняет геометрию лигандсвязывагощего «кармана», од
нако приводит к тому, что классические антагонисты Рз-АР, альпре- 
полол и пропанолол, начинают частично активировать рецептор. При 
этом сродство мутантного рецептора к агонистам снижается на 2—4 
порядка [32]. Интересно отметить, что остаток Asp-ПЗ консервати
вен и у других рецепторов биогенных аминов: а-АР, мускариновых, 
дофаминовых и серотониновых рецепторов, но отсутствует у сходных 
с ними рецепторов вещества К и ангиотензина [34].

Анализируя структуры известных адренергических лигандов, 
Main и соавт. предположили, что в лигандсвязывающих центрах ад
ренергических рецепторов должны присутствовать аминокислотные 
остатки, способные стабилизировать ароматическое кольцо катехола
минов [35]. На эту роль были выбраны несколько консервативных 
для сопряженных с G-белками рецепторов остатков Ser и Thr, гидрок
сильные группы которых могут образовывать водородные связи с 
гидроксильными группами катехоламинов. Было показано, что за
мены Ser-204 и Ser-207 в пятой трансмембранной спирали и Ser-319 
в седьмой трансмембранной спирали влияют на связывание агони
стов. Параметры их связывания при этом не изменяются [36]. Эф
фекты замены остатков Ser-204 и Ser-207 па связывание агонистов 
воспроизводились, если анализировали связывание с рецепторами ди
кого типа лигандов с удаленными гидроксильными группами в п- и 
^-положениях соответственно. Эти данные свидетельствуют о том, что 
указанные остатки Ser участвуют в образовании водородных связей 
с гидроксильными группами катехола. Выяснилось также, что особая 
роль во взаимодействии с ароматическими кольцами лигандов при
надлежит остаткам гидрофобных аминокислот 'Phe-289, Phe-290 в 
шестой спирали и .уг-326 в седьмой трансмембранной спирали. Их 
мутации значительно снижают способность рецепторов связывать 
агонисты. Кроме того, с использованием фотоактивируемого антаго
ниста Ра-АР п-(бромацетатамидо)бензил-1-[|251]-йодокаразолола было 
показано, что и вторая трансмембранная спираль приближена к 
карману, в который погружается лиганд. При засвечивании препа
рата фотоактивируемый антагонист ковалентно взаимодействует с 
остатком His-93 рз-АР [13, 27].

Следовательно, для связывания лиганда существенны аминокис
лотные остатки, входящие во второй, третий, пятый, шестой и седьмой 
трансмембранные домены. Вероятно, для формирования лнгандсвязы-
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вающего «кармана» они должен быть характерным образом сбли
жены друг с другом. Однако для связывания лигандов необходимы 
не только аминокислотные остатки, локализованные в'трансмембрап- 
ных сегментах рецептора. При замене одного из двух рядом располо
женных во второй внеклеточной петле остатка Cys-190 и Cys-191 на 
остаток Ser резко снижается сродство ₽2-АР к агонистам и антагони
стам, а при замене обоих остатков р2-АР теряет способность свя
зывать лиганд [37]. Недавно с использованием другого подхода эти 
данные были не только подтверждены, но и дополнены. Оказалось, 
что дитиотреитол выступает в роли «конкурентного» ингибитора свя
зывания агонистов с J32-AP [38]. Это может свидетельствовать о том, 
что дисульфидные связи принимают участие в формировании связы
вающего центра рецептора. Поскольку эффект дитиотрептола носил 
двухфазный характер, сделан вывод, что для связывания лиганда 
требуется целостность двух дисульфидных связей. Помимо S-S-mo- 
стика между Cys-190 и Cys-191 в р2-АР имеется дисульфидный мостик 
между Cys-Юб (С-копец первой внеклеточной петли) и Cys-184 (сере
дина второй внеклеточной петли) [39]. Интересно отметить, что все 
эти остатки Cys высоко консервативны у очень многих сопряженных 
с G-белками рецепторов.

Как уже отмечалось, фармакологические различия между р։-АР 
и р2-АР сводятся к тому, что р2-АР более эффективно взаимодействует с 
адреналином, чем с норадреналином. При фармакологическом анализе 
химерных рецепторов, у которых часть полипептидной цепи отвечала 
структуре pi-AP, а часть—р2-АР, было установлено, что химерная 
молекула, в которой Pi-АР принадлежали только трансмембранные 
спирали 4 и 5, обладала специфичностью Pi-AP. Менее существенные 
замены трансмембранных спиральных участков и отдельные амино
кислотные замены у р2-АР не меняли его фармакологической специ
фичности [39], из чего можно заключить, что фармакологическая спе
цифичность р-АР определяется не отдельными аминокислотными ос
татками, а общей конформацией рецептора, на которую влияют ами
нокислотные последовательности, входящие в состав 4- и 5-й тран
смембранных спиралей.

Участки взаимодействия с G-белками

Поскольку G-белки не являются интегральными трансмембранны
ми белками и относительно гидрофильны [6], с ними, вероятнее 
всего, контактируют обращенные в цитоплазму участки рецепторов. 
Из экспериментов по реконструкции очищенных рецепторов с G-бел
ками, известно, что многие, если не все рецепторы, способны взаимо
действовать не с одним, а с несколькими видами G-белков, хотя и 
с разной эффективностью [40, 41]. Очевидно, специфичность взаимо
действия определяется не консервативными, а вариабельными участ
ками рецепторов. Наиболее консервативными участками цитоплазма
тических областей структуры рецепторов, как, впрочем и других ре-
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менторов этого семейства, являются первые две цитоплазматические 
петли, а наиболее вариабельна третья цитоплазматическая петля.

Действительно, Dixon в соавт. путем создания делеций в третьей 
цитоплазматической петле ₽2-АР хомяка обнаружили, что мутантные 
Рз-АР с делениями остатков 222—229 и 258—270 не способны активи
ровать адепилатциклазу [31, 42], то есть взаимодействовать с Gs-бел- 
камн. Интересно, то мутант с делецней фрагмента 230—257 не теряет 
своей активности.

Такие же выводы были сделаны на основании экспериментов с 
химерными АР, часть полипептндпой цепи которых принадлежала 
взаимодействующему с Gs-белком Рг-АР, а часть—взаимодействую
щему с Gi-белком аг-АР [43]. Химера, у которой третья цитоплазма
тическая петля и шестой трансмембранный домен принадлежали Рг-АР, 
а остальная структура—аг-АР, связывала агонисты аг-АР, но акти
вировала адепилатциклазу, то есть взаимодействовала не с G, >, а а 
Св-бслком. Если третья цитоплазматическая петля играет важную 
роль в обеспечении специфичности, то прочность связывания, как 
было показано О’ Doud и соавт., определяется второй цитоплазмати
ческой петлей и консервативным остатком Cys-341 [44]. Позже выяс
нилось, что Cys-341 молекулы р2-АР модифицирован остатком пальми
тиновой кислоты, который дополнительно закрепляет С-концевой до
мен рецептора в мембране. Направленная замена Cys-341 на оста
ток Gly или А’а нарушает способность рецептора активировать аде- 
нилатциклазу [45].

Подробности молекулярного механизма активации рецептором 
G-бслка остаются пока неясными. Появление новых подходов к ре
шению этой проблемы вызвало открытие уникального действия на 
клетки мастопарапа 14-членного пептида из яда осы, который спо
собе։^ подобно рецепторам, активировать некоторые G-белки. При 
этом гомологии мастопарапа с известными рецепторами обнаружено 
не было [46, 47]. Было показано, что мастопаран особенно эффек
тивно взаимодействует с G-белками, встроенными в фосфолипидные 
везикулы. Он не только увеличивает связывание G-белком негидро- 
лпзуемого аналога GTP, гуанозин-5-(у-тио) трифосфата, гидролиз 
GTP, ускоряет GTP-GDP обмен, но и препятствует ADP-рибозили- 
рованию Go-белка коклюшным токсином [48]. На поверхности раз
дела липид-вода мастопаран сворачивается в амфипатическую спи
раль. Интересно, что N- и С-концевые участки третьей цитоплазма
тической петли адренорецепторов, согласно расчетам, также имеют 
а-спиральную структуру с аналогичным (но не идентичным) располо
жением заряженных аминокислотных остатков [39].

Способность мастопарапа стимулировать G-белки .показывает, 
во-нервых, что центр, участвующий в активации G-белка, может быть 
ограничен участком, состоящим из 15—20 аминокислотных остатков, 
и, во-вторых, что в принципе для активации G-белка важна ояреде- 
леоная пространственная конформация, а аминокислотный состав при 
этом является вторичным фактором и может значительно варьиро
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вать. Однако совсем недавно было показано, что точечные консерва
тивные замены в одном из этих важных для активации G-белка уча
стков рецептора оказывают существенное влияние на эффективность 
стимуляции рецептором G-белка. Так, консервативные замены А1а-293 
на Leu и Lys-290 на His в С-концевом фрагменте 3-й цитоплазмати
ческой петли арАР приводит к увеличению потентности норадрена
лина в стимуляции фосфолипазы С на 2 порядка [48]. Дополнитель
ные сведения о роли этого участка во взаимодействии G-белка с ре
цепторами были получены при изучении свойств мутанта 02-АР с де
ленной в нем 7 аминокислотных остатков (267—273) [49]. Этот му
тантный рецептор значительно слабее активировал аденилатциклазу, 
чем нативный, но не отличался от нативного по прочности взаимодей
ствия с G-белком. Это выражалось в способности рецептора образо
вывать высокоаффинный тройной комплекс агонист-рецептор-С-белок. 
Следовательно, для физического сопряжения рецептора с G-белком и 
для его активации рецептором требуются различные молекулярные 
детерминанты рецептора.

Регуляци։։ активности адренергических рецепторов

Адренергические рецепторы, служащие регуляторами клеточной 
активности, сами подвергаются регуляции со стороны клетки. Систе
ма трансмембранной передачи сигнала является каталитической с гро
мадным коэффициентом усиления. В роли катализатора выступают 
все ее компоненты: при взаимодействии одной молекулы гормона с 
молекулой рецептора последний способен активировать до 20 моле
кул G-белков, каждая а-субъеднпнца G-белка способна существенно 
увеличить активность аденилатциклазы, которая активно продуцирует 
сАМР до тех пор, пока GTP не будет гидролизовав а-субъединицей 
до GDP [6]. В некоторых клетках уровень сАМР после нескольких 
секунд воздействия гормона возрастает до 400 раз по сравнению с 
исходным [50]. Клетка не может в течение длительного времсая вы
держать такого «давления» регуляторного сигнала, и в процессе 
эволюции появилось несколько механизмов, позволяющих ей отклю
чаться от воздействия внешнего биорегулятора. Потеря клеткой спо
собности реагировать на гормональные сигналы называется «десеп- 
ентизацией» или «десенсибилизацией» [51].

Различают две формы десенсибилизации: гомологичную и гете
рологичную. Гомологичная,.или агонист-снецифичная, десенсибилизация՝ 
проявляется в уменьшении клеточного ответа только на десенсибили
зирующий гормон, тогда как другие гормоны сохраняют способность 
действовать на клетку [52]. При гетерологичной, или агонпст-несне- 
цифнчной, десенсибилизации клетка теряет чувствительность к це
лому ряду агонистов, взаимодействующих с разными рецепторами [53]. 
У многих клеток процесс десенсибилизации является двуэтапным. 
Например, через 5—30 мин после начала инкубации клеток астроци
томы с изопротеренолом чувствительность аденилатциклазы к агони
стам 02-АР в их мембранах снижается на 50—60%. Количество ре- 
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цепторов на поверхности клетки при этом не меняется. Этот этап; 
обратим: через 20 мин после удаления агониста из среды все свой
ства аденилатциклазной системы восстанавливаются. После 2—6 ч 
инкубации клеток с изопротеренолом содержание рецепторов на кле
точной мембране снижается на 80%, и в такой же степени падает 
чувствительность аденилатциклазы к стимуляции. В этом случае свой
ства аденилатциклазной системы восстанавливаются лишь в резуль
тате синтеза и включения в мембрану новых молекул рецепторов [54].

Одной из основных молекулярных мишеней десеиситизации яв
ляются рецепторы гормонов и нейромедиаторов. Рецепторы, выделен
ные из десенснтизированных клеток, при реконструкции с G-белками, 
нс активировали их при добавлении агониста [55]. Было обнаружено, 
что эти рецепторы, в отличие от нативных, обладающих биологиче
ской активностью, фосфорилированы. АР являются субстратами раз
личных протеинкииаз. В серии работ, выполненных в лаборатории Р. 
Лефковица, было убедительно показано, что основной причиной гете
рологичной десеиситизации 02-АР является их фосфорилирование 
сАМР-зависимой протеинкиназой (протеинкиназой А) [56—-58]. Эти 
результаты были получены, в основном, на клетках эритроцитов птиц. 
При активации аденилатцнклазы в этих клетках различными гормо
нами или .негормональным путем—за счет действия па клетки фор- 
сколина или проникающих аналогов сАМР происходило фосфорили
рование их 0-АР по остаткам серина и треонина (2—3 моля фосфата
на 1 'моль рецептора), и рецепторы теряли способность взаимодей
ствовать с G-белками.

Участки фосфорилирования 02-АР протеинкиназой А локализо
ваны в С-коицевой области 3-й цитоплазматической петли и в прок
симальной части С-копцевого «хвоста» рецептора, где содержатся 
консенсусные последовательности для фосфорилирования протеинки
назой A: Arg-Arg-Ser-Ser [59]. Как было указано выше, оба места 
атаки протеинкиназой А локализованы вблизи места взаимодействия 
02-АР с Gs-белком. Мутантный 02-АР, у которых в консенсусном уча
стке остатки Ser были заменены на Ala, не фосфорилировались при 
увеличении в клетках уровня сАМР и десенситизировались медлен
нее и менее полно, чем нативный [60]. Однако эти мутации не пре
пятствовали быстрой интернализации 02-АР.

Протеинкиназа С также фосфорилирует 02-АР in vitro, хотя и 
в меньшей степени, чем протеинкиназа А [61]. Обработка интактных 
клеток форболовымн эфирами, которые активируют протеин киназу С. 
вызывает фосфорилирование и десенсибилизацию 02-АР [62, 63]. Это 
свидетельствует о том, что протеинкиназа С, которая активируется в 
клетке диацилглицерином и Са2+, также может участвовать в фосфо
рилировании и гетерологичной десенсибилизации 02-АР.

1 омологичпая десенсибилизация 02-АР также связана с их фос
форилированием [64]. Однако этот процесс катализируется не про
теинкиназой А. В частности, в мутантных линиях клеток лимфомы 
S49 штамма сус~, дефектных по Очбелку, или штамма kin՜, дефект- 
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гном по протеинкиназе А, агонист индуцирует фосфорилирование ре
цептора [65]. Это свидетельствовало о присутствии в клетках особой 
4>ормы протеинкиназы, фосфорилирующей р2-АР. Такой фермент, наз
ванный киназой р-АР (р-АРК), был выделен из клеток S49 kin՜ [66]. 
Он фосфорилирует только оккупированный агонистом рецептор. Сво
бодный от лигандов р2-АР или рецептор, связавший антагонист, не 
являются субстратами р-АРК. р-АРК в отличие от других известных 
киназ, таких как сАМР-, cGMP-, Са2+-кальмодулнн- и Са2+-фосфолп- 
пидзависимых протеинкиназ, и не фосфорилирует такие «классиче
ские» субстраты киназ, как казеин и гистоны. В нестимулироваппых 
клетках р-АРК локализована в цитоплазме, но транспонируется к 
занятому агонистом рецептору и фосфорилирует его [67]. Оккупиро
ванные агонистами мускариновые холинергические рецепторы и а2-АР 
также являются субстратами р-АРК [68, 69]. Для действия р-АРК 
не требуется присутствия Gs-белка [70].

Многочисленные данные свидетельствуют, что остатки Ser и Thr, 
по которым р-АРК. фосфорилирует р-АР, локализованы в богатыми 
этими остатками С-жонце р-АР. Так, удаление предполагаемых уча
стков фосфорилирования р2-АР в С-концевой области с помощью 
направленного мутагенеза в значительной степени снижает эффект 
гомологичной десенсибилизации [70]. >С другой стороны, если р-АР 
реконструировать в фосфолипидные пузырьки, а затем фосфорилиро
вать р-АРК в присутствии агониста, то карбоксипептидаза А, после
довательно отщепляющая аминокислоты с С-конца молекулы, посте
пенно снижает содержание в рецепторе радиоактивного фосфата [71].

Однако оказалось, что лишь фосфорилирования р-АР специфич
ной киназой недостаточно для утраты им способности передавать 
сигнал на Gs-белок [72], а необходим еще н растворимый белок, 
взаимодействующий с фосфорилированным р-АРК рецептором. Ген 
этого белка был выделен из библиотеки кДНК мозга быка и секвенсн- 
рован [73]. Белок, кодируемый этим геном, на 59% гомологичен ар- 
рестину из сетчатки, который выполняет аналогичную функцию (ра
нее было показано, что зрительный родопсин десеиситизируется в ре
зультате фосфорилирования родопсин-киназой и последующего связыва
ния с ним белка аррестина [74], а аррестин способен, хотя и с низ
ким сродством, взаимодействовать с фосфорилированным р-АРК р-ад- 
рснергическпм рецептором и препятствовать его взаимодействию с 
Gs-белком [72]). Более того, клонированный белок, названный р-ар- 
рестином, имеет участки гомологии с а-субъединицамн Gs, G„ и 
<312-белков.

Недавно Lohse и соавт. удалось оценить вклад всех трех меха
низмов десенситизации р-АР в клетках эпидермоидной карциномы 
А431—гетерологичной десенситизации, индуцируемой протеипкина- 
зой А, гомологичной десенситизации, индуцируемой р-АРК и интер
нализации р-АР с клеточной поверхности—в суммарный процесс по
тери клетками чувствительности к агонистам [75]. Опи попользовали 
специфические ингибиторы обеих протеинкиназ. Было показано, что 
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ингибирование каждой из протеинкиназ снижает степень десенсити- 
зации на 40—50%, а интернализация рецепторов обеспечивает 20— 
30% десенснтнзации. Изопротеренол в диапазоне наномольных кон
центраций активировал толкко обеспечиваемый протеинкиназой А ме
ханизм десенснтнзации. Десенситизация, связанная с фосфорилиро
ванием рецепторов 0-АРК, проявлялась только при микромолярной 
концентрации агониста. Было высказано предположение, что десенси
тизация по механизму, связанному с протеинкиназой А, затрагивает 
in vivo периферические рецепторы, реагирующие на вано-молярные 
концентрации адреналина, а десенситизация рецепторов 0-АРК, имеет 
место в синапсах, где концентрация катехоламинов может достигать 
высоких величин [76].

Судьба фосфорилированного рецептора в клетке может быть раз
лична. В любом случае в фосфорилированном виде рецептор «исче
зает» с клеточной поверхности (интернализуется), попадая в замк
нутые внутриклеточные пузырьки. В дальнейшем он может либо 
подвергнуться дефосфорилированию, и, рано или поздно, рецирку
лировать в плазматическую мембрану [77], либо окончательно дегра
дировать [78, 79]. Этот процесс называется «отрицательная регуляция»

Сведения о наличии у 02-АР какой-либо другой активности, по
мимо способности передавать сигнал на аденилатциклазу, в настоя
щее время отсутствуют. Однако нельзя исключить, что они проявляют 
и другие виды биологической активности. Например, общепринято, 
что рецепторы фактора роста эпидермиса передают сигнал в клетку 
за счет того, что являются тирозпнкиназами [80]. Но появились дан
ные, что они обладают и нуклеазной активностью [81].

Нами было обнаружено интересное свойство 02-АР мозжечка 
быка—их чувствительность к специфическим ингибиторам сериновых 
протеаз—динзопропилфторфосфату (ДФФ) и фенилметансульфонил- 
фториду, модифицирующим остаток серина, и М-а-тозпл-Б-лизинхлор- 
мстилкстопу, модифицирующему остаток гистидина в активном центре 
протеаз [82]. Ингибиторы снижали связывание как агониста, так н 
антагониста 02-АР в мембранах мозжечка и в мембранах эритроцитов 
лягушки, а также очищенного 02-АР, реконструированного в липо
сомы. Ингибиторы в большей мере снижали сродство рецепторов для 
агонистов, чем для антагонистов. Поскольку ингибиторы протеаз не 
действовали на 02-АР в интактных эритроцитах лягушки, сделан вы
вод, что модифицируемый участок локализован в цитоплазматическом 
домене 02-АР. Кроме того, было обнаружено, что [3И]ДФФ стехио- 
метрически включается в очищенный 102-АР, причем агонист 
полностью, а антагонист лишь частично блокирует мечение рецеп
торов ингибитором протеазы.

При сравнении первичных структур 02-АР и химотрипсина было 
обнаружено три гомологичных участка, два из которых прилегают к 
остаткам Asp-102 и His-57, а третий включает в себя активный 
Ser-195 химотрипсина, гомологичный Ser-401 02-АР. Известно, что 
Asp-102, His-57 и Ser-195 химотрипсина формируют его активный 
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протеолитический центр. В молекуле химотрипсина ДФФ ковалентно 
включается в остаток Ser-195 благодаря особым свойствам этого 
остатка. Относительно протяженные гомологичные участки локализо
ваны во второй цитоплазматической петле р2-АР и в его С-концевой 
части, причем Ser-401 находится в районе, фосфорилируемом р2-АРК. 
Роль особого остатка Ser в молекуле р2-АР остается неясной, однако 
нельзя исключить, что он входит в состав центра, выполняющего не
известную пока ферментативную функцию.

Таким образом, расшифровка первичной структуры АР не только 
•существенно облегчила понимание механизмов преобразования ими 
химических сигналов, но и позволила поставить вопрос о том, не вы
полняет ли эта молекулярная машина и другие, ранее неизвестные 
функции.

-STRUCTURE AND FUNCTION OF P-ADRENERGIC RECEPTORS

VOYE1KOV V. 1..
M. V. Lomonosov Moskow Slafe University. IZoskow

The modern Ideas about p-adrenerglc receptors structure are con- 
•sidered in the review. The role of separate amino acid residues and the 
sites of primary sequences of these proteins in their functioning, 1. e. 
the ability to bind ligat ds specifically and transmitt the signal about 
■the interaction with agonist on the coupled G-protein are. dlsscussed. 
The data about the molecular mechanisms receptors desensitization are 
brought.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 10, № 3—4, 1991

। ֊" . РЕЦЕНЗИИ■С. (J. М. Smith Elements of Molecular Neurobiology. J, Wiley. Chi- cnesier, England, 19S9, 525 p.Элементы молекулярной нейробиологии1980-е годы ознаменовались впечатляющими успехами в расшифровке молекулярных основ нейробиологии. Биологические мембраны, белки каналов, элементы цитоскелета, нейроактивные пептиды были рассмотрены с молекулярной точки зрения. Во всех молекулярных деталях изучены ионные насосы и ворота, которые рапсе служили лишь объектами электрофизиологии. Деятельность синапсов теперь также признается более тонким и сложным процессом, чем это представлялось ранее. Существуют крупные подвижки в понимании процессов развития мозга и физических основ памяти. Помимо этого прослеживаются на молекулярном уровне нарушения деятельности мозга, вызывающие те или иные патологии. Прогресс в области нейронаук, в частности молекулярной нейробиологии и нейрохимии, нашел свое отражение в опубликованной в конце прошедшего десятилетия прекрасно иллюстрированного руководства «Elements of Molecular Neurology®, выпущенного издательством J. Wiley (Великобритания). Автором этой книги является крупный английский ученый К. У. М. Смит, известный своими работами в области молекулярной биологии зрительных процессов. В своей книге он приводит новейшие данные, способствующие дальнейшему продвижению в понимании функции мозга в норме и патологии. Книга ставит целью ввести читателя в эту Обширную и развивающуюся область пейронаук.Автор был поставлен перед трудной задачей изложения либо устоявшихся, но устаревающих сведений, либо собственной интерпретации интереснейших фактов, где его подстерегала опасность обвинения в определенной спекулятивности выдвигаемых концепций. Каркас всего сооружения построен из элементов, в число которых вошли соответствующие разделы молекулярной биологии, биофизики и нейробиологии. Некоторые темы прослеживаются на протяжении всей книги, являясь как бы ее лейтмотивом. Биолог заметит, что интересующие его проблемы непрерывно просматриваются в эволюционной перспективе. Биофизик обратит внимание на то, что деятельность нервной системы зависит от потока ионов через мембраны, и эта тема рассматривается под разными ракурсами по всем разделам книги. Молекулярно биологический подход характеризуется изучением структуры и функции крупных и сложных молекул. В книге как раз 250



доминирует информация об этих структурах. Она приводится в тексте и иллюстративном материале не только для демонстрации потенциала действия и синаптической передачи, но и для объяснения архитектуры мозга, феноменов памяти и психопатологии.Исходя из междисциплинарного характера излагаемого автором материала, он постарался изложить его в форме, доступной широ- кому кругу специалистов. Книга начинается с вводной главы, где читатель получает необходимые сведения об эволюции и строении нервной системы, типах нервных клеток и организации сети нейронов в мозгу. Кроме того, монография снабжена толковым словариком (глоссарий) и перечнем синонимов >1 сокращений. Последующие главы начинаются с рассмотрения информационных макромолекул и передачи информации в клетке на уровне ДНК и РНК. К этому же ряду примыкают главы, в которых рассматриваются молекулярная эволюция и процессинг макромолекул. В последующих разделах читателю предлагается информация о мембранах, ионных потоках, сенсорной трансдукции, нервном импульсе и биохимии синаптической передачи. Завершающие главы посвящены процессам и явлениям, описывающим высшие уровни организации биологических структур: нс-й- реэмбриолог.'ш. проблемам сбучсчия и -помята ։: !1сГ։ропот::->--:1 следует отмстить особо информацию о молекулярных основах болезни Альцгеймера (старческий склероз), отражающую новейшие экспериментальные данные. Молекулярный подход позволил автору доступно изложить концепции, связывающие структуру и функции мозга. Особо следует отметить прекрасно выполненные рисунки, которые не просто иллюстрируют текст, но и позволяют в малейших деталях пространственно представить описываемые сложные явления. Здесь вспоминаются слова Леонардо да Винчи о том, что писателю зачастую не хватает слов, чтобы воссоздать совершенство, которым наделена кисть художника.В целом рассматриваемая книга показывает плодотворность подхода к объединению на молекулярном уровне различных данных, разбросанных ио отдельным субдисциплинам, в од.ю целое, позволяющему разносторонне освещать и решать актуальные проблемы нейробиологии.Книга представляет несомненный интерес как для студентов и аспирантов, так и для широкого круга специалистов в области нейро- наук. Г. К. ПАРСАДЛВЯН
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ХРОНИКА.

АНАТОЛИЙ ТИМОФЕЕВИЧ ПИКУЛЕВ 
(к 60-летпю со дня рождения)

Исполнилось 60 лет со дня рождения и 35 лет научной и педаго
гической деятельности заслуженному работнику высшей школы, заве
дующему кафедрой биохимии БГУ им. В. И. Ленина, доктору биоло
гических паук, профессору Анатолию Тимофеевичу Пикулеву.

А. Т. Пикулев родился 10 октября 1931 года в станице Глазунов
ской Волгоградской области. В 1955 году он окончил Волгоградский 
медицинский институт, а в 1958 году аспирантуру при кафедре био
химии этого же института. После защиты кандидатской диссертации 
А. Т. Пикулев был направлен в Кемеровский государственный меди
цинский институт, где работал вначале ассистентом, а затем доцентом 
кафедры биохимии.

С 1961 года А. Т. Пикулев—доцент кафедры физиологии и биохи
мии растений БГУ, а с момента открытия кафедры биохими (1964 год) 
является ее бессменным заведующим. В университете Анатолий Тимо
феевич начал заниматься изучением влияния относительно малых 
доз ионизирующей радиации на процессы азотистого метаболизма в 
животном организме и роли нейроэндокринной системы в механизмах 
опосредования ее действия. Результаты многолетних исследований 
обобщены в главах 3-х монографий, в статьях журналов «Вопросы 
медицинской химии», «Радиобиология», в зарубежных изданиях, док
торской диссертации, защищенной в 1970 году.

А. Т. Пикулев постоянно уделяет внимание научной работе па 
кафедре. Проводимые под его руководством фундаментальные ис
следования в области изучения влияния экстремальных факторов на 
обмен веществ получили признание не только у нас в стране, но и за 
рубежом. Им создана научно-исследовательская лаборатория биохи
мии обмена веществ. А. Т. Пикулев—автор более 300 научных работ. 
Он много выступает с научными сообщениями на всесоюзных и меж
дународных съездах, симпозиумах, конференциях. Анатолий Тимо
феевич является членом Европейского общества нейрохимиков, по
четным членом Югославского общества имени Пуркинье, председате
лем Минского городского биохимического общества.

Успешную научную работу Анатолий Тимофеевич сочетает с 
плодотворной педагогической деятельностью. Глубокая эрудиция, со
вершенное владение методами биохимических исследований, Неисся- 
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.каемая энергия привлекает к профессору А. Т. Пукулеву студентов и 
аспирантов, индивидуальной работе с которыми он уделяет большое 
внимание. Лекции Анатолия Тимофеевича проблемны, в них всегда 
освещаются новейшие открытия биохимии, рассматриваются возмож
ности преодоления противоречий и трудностей на пути к биохимиче
скому знанию. Под его руководством готовятся высококвалифициро
ванные кадры биохимиков, защищены 32 кандидатские и 1 доктор
ская диссертация.

А. Т. Пикулев внес существенный вклад в развитие биологиче
ского факультета, работая в должности декана с 1973 по 1989 гг. 
При его непосредственном участии были открыты новые специаль
ности, научпо-иеследовательекие лаборатории, начала строится учеб
ная база под Минском.

Много времени А. Т. Пикулев посвящает учебно-методической и 
общественной работе. Он является членом научных советов АН СССР 
и АН БССР по радиобиологии и биохимии, членом редколлегий 
журналов «Вестник БГУ им. В. И. Ленина» и «Нейрохимия».

Отзывчивость, умение работать в коллективе, доброжелательное 
отношение к людям снискали ему заслуженный авторитет и уваже
ние коллег, широкой научной и педагогической общественности. А. Т. 
Пикулев награжден юбилейной медалью «За доблестный труд. В оз
наменование 100-летия со дня рождения В. И. Ленина», медалью 
«Ветеран труда», Почетной грамотой Верховного Совета БССР, зна
ком Минвуза СССР «За отличные успехи в работе высшего образо
вания СССР».

РЕДКОЛЛЕГИЯ
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13-я конференция Международного общества нейрохимии, 
г. Сидней, Австралия, 15—19 июля, 1931 г.

Международное общество по нейрохимии (МОН) представляет- 
собой всемирную исправите.гнетгвсииую научную организацию, объе
диняющую ученых, работающих в области нейронаук, на основе ин
дивидуального членства. Существует три категории членства: дёйст- 
БЛТеЛЬИые ЧЛС ПЫ, аеСОЦИПрСВСППЫС (И? Г'՝л'."ую՜?" ПМГ^! го
лоса и не избираются в руководящие органы общества) и молодые 
ученые. Регулярно с периодичностью 1 раз в два года проводятся 
международные конференции общества с широкой научной програм
мой, охватывающей по существу все основные направления нейро
химии и связанные с пей дисциплины.

Программа 13-й Конференции МОН включала лекции, симпо
зиумы, коллоквиумы, семипары, сессии устных и стендовых сообще
ний. Основная проблематика: рецепторы и ионные каналы, нейропе
редача, трансмиттеры, вторичные передатчики, межклеточная сигна
лизация, кальций и его роль в нейробиблогии, молекулярная биоло
гия и генетика нервной ткани, патология мозга—ее молекулярные и 
нейрохимические аспекты, трофические факторы в нервной системе, 
проблемы нейрофармакологии, новые методические подходы в иссле
довании функций мозга.

Рецепторы и ионные каналы, нейропередача, трансмиттеры.

Эта проблема рассматривалась на нескольких симпозиумах, коллок
виумах и других сессиях. На симпозиуме «Сравнительная биохимия и 
фармакология лигандуправлясмых ионных каналов» (руководитель— 
R. Olsen, США), были представлены доклады, в которых продемон
стрированы и обобщены Данные, свидетельствующие о том, что с 
позиций молекулярно-генетического зводюцконного подхода рецепторы 
для ацетилхолина (никотиновый подтип, н-АХ), ГАМК, глутамата, глици
на и, возможно, серотонина, могут рассматриваться как су' ?рс?м<йс.'во, 
имеющее общие структурные черты и происходящее от общего генети
ческого предка. Эти рецепторы представляют собой мембранные 
белки, обнаруживающие общие, структурные черты как у млекопи
тающих, так и у беспозвоночных (насекомые, нематоды и т. д.). У 
насекомых и нематод рецепторная специфичность, определят мая по 
способности распознавать разные Фармакологические веще .-тва/ли- 
гапды, значительно ниже, чем у позвоночных, особенно млекопитаю
щих.

Методом молекулярного кло-tj г՛- • • выделены ДЫК, кочирую- 
И'.Ие синтез отдельных подтипов и ст՛ ур.чых фрагментов Г/ .' л 
254



рецептора. Это олигомерные белки, образующие хлор-ионные каналы 
мембран. Установлены аминокислотные последовательности, ответст
венные за распознавание отдельных лигандов, так называемые ли- 
гандсвязывающие участки, что принципиально важно для конструиро
вания структуры новых фармакологически активных агонистов/анта- 
гонистов соответствующих рецепторов. Найдено, что ненасыщенные 
жирные кислоты, в частности олеиновая, способные модулировать 
связывание лигандов (мусцимола) с ГАМК-БДЗ рецепторным комп
лексом. Предполагается, что жирные кислоты могут играть роль эн
догенных модуляторов этого рецепторного комплекса.

Большое внимание было уделено проблеме глутаматных рецеп
торов. На специальном коллоквиуме «Глутаматергическая передача» 
с докладами выступили известные в этой области специалисты. Груп
па у,чёных нз Калнфорннч (S. Heinemann н др.) сообщила 
ровапин семейства генов глутаматных рецепторов (Глу-Р), которые 
они обозначили как Глу-Р1, Глу-Р2 и т. д. до Глу-Р5. Ген Глу-Р1 
кодирует рецептор, ответственный за лнгандканальное взаимодей
ствие. Изучение функциональных свойств соответствующих рецепто
ров показало, что у них имеются определенные различия в чувстви
тельности к традиционным лигандам: так, если Глу-Р] реагирует па 
все основные лиганды, то Глу-РЗ проявляет наибольшую чувстви
тельность к каинату. Электрофизиологическое тестирование ответов 
на те или иные лиганды остается на сегодня одним из наиболее чувс
твительных и падежных методов изучения функциональных свойств 
отдельных подтипов Глу-рецепторов. D. Lodge (Великобритания) 
представил данные, свидетельствующие о возможности различения 
ne-NMDA-рецспторпых ответов: сульфамоилхиноксалиндион в 30 раз 
сильнее угнетает АМРА-вызваниые ответы по сравнению * 
пыми. Обратные отношения характерны для барбитуратов метагек- 
ситона н пентабарбитала. Удобным анализатором является филанто- 
токсин—вещество нолиамиповой природы, полученное из антропод. 
Отдельные рецепторы, опосредующие эффекты АМРА и каината, по 
всей вероятности, существуют в ЦНС, однако их плотность может 
оказаться недостаточной для выявления физиологически значимых от
ветов. М. Recasens (Франция) сообщил о связи Глу-рецепторов раз
ных подтипов с системой мембранных фосфоинозитидов. Полагают, 
что помимо хорошо известней синаптической функции передачи воз
буждения Глу-рсцспторы вовлечены в процессы образования вторич
ных мессенджеров днапчлглпиерола и пнозитол-3-фосфата. Предпола
гается участие 4-х i : нов Глу-рг:: ::■ ՝ров в этих процесс:-к ионо
тропный NMDA-рсцсптор (подтип 1) :: 3 . ..бэлотроппых рецептора, 
чувствительных соответственно к 1 ■ -ту и АМРА и блокируе
мых ионами кадмия, но не класснческ ми антагонистами (подтип 2); 
эти рецепторы имеют прссниаптическую локализацию; рецепторы, 
чувствительные к нботепопой кислоте, блокируемые АР-4 и АР-3 
(подтип 3) и, наконец, глиальные квисквалатные рецепторы, блоки
руемые дипептидом у-Д-глутамнлглицнном (подтип 4). Все эти ре- 
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’цепторы сопряжены с функцией мембранных G-белков и, поызидимому, 
принимают участие в обеспечении процессов синаптической пластич
ности. Предлагается выделять их в особую подгруппу Глу-рецепторов.

Представление о возможной функциональной роли NMDA-peiien- 
торов значительно расширилось. Новым аспектом в изучении этих ре
цепторов явилось выяснение роли и участия полнамннов в Глу-ерги- 
ческон передаче. Установлено, что NMDA коннептрацпоннозаввеимым 

■способом вызывает активацию фермента орнитинде^ирбоксилазы, ос
новного регуляторного звена биосинтеза полиаминов. В результате 
наблюдается нарастание уровня путресцина, спермидина и спермина 
в препаратах нервной ткани, одновременно усиливается вход в клетку 
меченого Са2*, увеличивается высвобождение из срезов и синапто- 
сом меченых нейромедиаторов—ГАМК, Глу, норадреналина. Все эти 
ответы угнетаются антагоп ■ там:; Глу-Р- -соединениям!! MK-80I и 
АР-5. Постулируется, что NMDA рецепторы функционируют как ауто
рецепторы на Глу-ергкческнх терминалях по принципу положитель
ной обратной связи и ֊как гстсрорецепторы на нервных окончаниях 
нейронов иной «ергичности». Полпаиины выступают в роли мессенд
жеров, контролирующих активность ММЭЛ-ион-каиалыюго комплекса, 
транспорта кальция и процессов высвобождения нейромедиаторов из 
нервных окончаний в ЦНС (//. Koenig и соавт., США). Описан н 
детально охарактеризован участок специфического связывания мече
ного нфенпродила—антагониста глицинового места в составе NMDA- 
рецепторканальнозо комплекса. Способность полиаминов вытеснять 
•связанный нфеипродпл позволяет рассматривать этот участок свя
зывания как полиамипчузствителыплй. Большой интерес представляют 
данные о связи NMDA-рсцепториой функции с системой арахидоно
вой кислоты. Последняя, как известно, накапливается в ответ па ак
тивацию NMDA-рецоптора, что ведет в свою очередь к угнетению 
обратного захвата Глу и тем самым возрастанию его внеклеточного 
уровня, следствием чего может быть усиление нейропередачи, с од
ной стороны, и увеличение риска нейротоксического действия Глу—с 
другой (A. Volterra и соавт., Италия). В механизме нейротоксичности 
агонистов Глу-рецепторов предполагается участие свободнорадикаль
ного окисления. Методом электронного сппи-резопанса зарегистриро
вано образование свободных радикалов в мозгу монгольских песча
нок «in vivo» в ответ на системное введение каината. Одновременно 
отмечается нарастание процессов перекисного окисления липидов 
(А. Sun и соавт., США). Высвобождение эндогенного Глу, как и вход 
Са2+ в сннаптрсомы, регистрируемый по красителю Fura-2, блоки
руются новым токсином, выделенным из паука и предлагаемым в 
качестве фармакологического зонда, специфичного для особого под
типа Са2+-каналов, сопряженных с процессом высвобождения глута
мата 'I Pocock и Г). Nicholls, Великобритания).

Среди антагонистов Глу-рецеиторов в последнее время привле
кают к себе внимание блокаторы метаболотропного подтипа, в част
ности амипофосфопропионовая кислота (АР-3). Агонистом этого ре- 
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центора является транс-(±)-1-амино-1,3-циклопентанд1жарбоиовая кис
лота (ACPD), вызывающая in vitro стимуляцию гидролиза фосфоино
зитида в срезах мозга. Этот эффект как in •։ Иго, так и in vivo уст
раняется А.Р-3. Последний может вводиться системно в дозе 250— 
750 мг/кг (D. Schoepp и В. Johnson, США). Предметом одного из- 
семинаров явилось обсуждение вопроса о функциях гистамина в ЦНС. 
и его рецепторах. В экспериментах на срезах коры крыс и мышей ги
стамин ведет себя как тормозный модулятор процесса пресинаптиче- 
ского высвобождения ряда нейромедиаторов—серотонина и норадре
налина, в частности. Предполагается, что его эффект реализуется че
рез пресинаптнческие гетерорёцепторы, относящиеся к Н3 подтипу 
(М. Goethert, ФРГ). Пептид галаннн, обнаруживаемый в гистамиисо- 
держащих нейронах, проявляет ингибирующий эффект в отношении 
высвобождения гистамина из изолированных срезов гиппокампа и 
гипоталамуса, по не коры и стриатума. Эффект опосредуется, как по
лагают, прссинапгическпми Пз-рецепторами (J. Arrang и соавт. Фран
ция). Активация Hi-гистаминовых рецепторов вызывает накопление 
Са2+ в культуре астроцитов, а также аккумуляцию инозитолфосфатов. 
С другой стороны, активация Нз-рецепторов ведет к стимуляции син
теза cAMP (N. Inagaki и соавт., Япония).

Из других нейромедиаторов большим числом сообщений (в ос
новном частного характера в виде стендов) были представлены био
генные амины и серотонин. Одна из стендовых сессий была посвящена 
ацетилхолину. /Молекулярно-биологическими методами охарактеризо
ваны мускариновые АХ-рецепторы 5 подтипов: Mi, Мз... М5. Избира
тельным лигандом первого подтипа АХ-Р является пирензепин, опи
саны новые высокоселективиые лиганды для Мз-подтипа. Изменения 
Мз-рецепторов характерны для болезни Альцгеймера и соответствую
щих моделей у животных. Блокада этих рецепторов ведет к усиле
нию релиза АХ и может оказаться терапевтически полезной для ле
чения этого заболевания. В университете Флиндерс (Южная Австра
лия) выведена линия крыс с повышенной чувствительностью холинер
гической системы. Предполагается, что эти животные могут служить 
в качестве модели депрессии (L. Daws ц соавт., Австралия). Моно
клональные антитела к АХ-зстеразе вызывают стойкую симпатиче
скую дисфункцию, сопровождающуюся снижением активности фер
ментов АХЭ и ХАТ в симпатических ганглиях и надпочечнике.

Описан новый тип ГАМК-связывающих участков, нечувствитель
ных ни к бикукуллину, ни к баклофену, то есть не относящихся ни к 
(одному из известных подтипов ГАМ К-рецепторов (С. Drew, О. Johns՜ 
on, Австралия). Группа исследователей из Дании (Schuusboe и 

соавт.), предпожпла использовать «сокультуру» астроцитов и кор
ковых нейронов для изучения метаболизма и транспорта ГАМК. 
Ценные результаты могут быть получены при использовании в этом 
случае метода [13С]ЯМР. Обнаружен новый вид эндогенных модуля
торов ГАМК-системы, выделенных из экстрактов мозга свиней. Это 
сравнительно небольшие молекулы с Мг менее 2 кД, термоустойчивые, 
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резистентные к кислотам и основаниям. Эти вещества угнетают био
синтез и связывание ГАМК с ее рецепторами (/. Vf'u и соавт., США, 
Тайвань). Группа К. Kuriyama (Япония) получила высокоочищенный 
препарат ГАМК А-рецептора из бычьего мозга методом аффинной 
хроматографии, это гликопротеид с Мг 50 кД, степень очистки 
2800 раз по сравнению с исходным солюбилизированным материалом.

Большое внимание в программе было уделено проблеме ионных 
каналов, особенно роли Са2+-каналов в процессах нсйролередачи. 
Становится все более очевидным, что в сопряжении с функцией Глу- 
рецепторов принимают участие особые каналы, поскольку эффекты 
Глу-Р агонистов, регистрируемые по входу Са2+ в клетку, нс блоки
руются стандартными антагонистами Са24чканалов типа дигидрокси
пиридина. Более того, выясналось, что в генезе нейроцнтотоксиче- 

■ского действия NMDA* и др. агонистов Глу-рецепторов существенная 
роль принадлежит, по-видимому, тому Са2+, который высвобождается 
из внутриклеточного депо, так как нейротоксический эффект блоки
руется антигипертермнческим агентом дпнтролсипм. Последний прелу- 
преждает токсические эффекты NMDA и квисквалата, по не эффек
тивен в отношении аналогичных эффектов ■каината и АМРА, которые 
■не вызывают мобилизации Са2+ из внутриклеточных депо (A. Frand
sen и A. SchrusT e. Дания). Другой механизм рецепторно-каналь
ного взаимодействия и участие в нем протешпеипазы С (РКС) проде
монстрирован в работе У. Nomura и соавт. (Япония). Они обнару
жили модулирующее влияние РКС, проявляющееся в активации функ
ции сопряжения NMDA-ргцептор-ионный канал. Вызванный NMDA 
входящий ток устранялся блокатором РКС стауроспорином. Предпо
лагается, что РКС (0-тип), фосфорилируя комплекс NMDA-P-иоипый 
канал, вносит вклад в формирование феномена длительной потен- 
•циации, лежащей, в свою очередь, в основе кратковременной памяти.

Специальный семинар был посвящен одной из новых проблем 
■нейрохимии, так называемой объемной нейропередаче сигнала— 
дистантном способе передачи сигнала с одного нейрона на дру
гой при участии межклеточной среды (отсюда термин «объ
емная» передача), в качестве передатчиков выступают пеп
тиды, в частности, по-видимому, >0тэндорфип. В пользу существо
вания объемной нейропередачи свидетельствует хорошо известный 
факт внеклеточной флуоресценции катехоламинов в мозгу, описанный 
более 10 лет назад группой К. Fuxe (Швеция).

Нейрохимическая патология мозга
Молекулярно-биологические, структурные и нейрохимические ас

пекты патологии мозга, возможные пути ее коррекции с позиций сов
ременной фармакологии занимали одно из центральных мест в науч
ной программе. Специальные симпозиумы были посвящены болезни 
Альцгеймера (БА), нейрохимии эпилепсии, биохимическим изменениям 
в мозгу при шизофрении, печеночной энцефалопатии, возможностям 
применения ПЭТ-техники для изучения патологии ЦИС.
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'Роль патогенетического фактора в развитии БА принадлежит 
-амилоиду 0-А4. Отложения этого белка в виде аморфного /г-амилоид- 
ного материала или кристаллических амилоидных фибрилл рассмат
риваются как наиболее надежный диагностический признак заболева
ния. 0-Амплоидиый белок состоит из 39-42 аминокислотных остатков 
и имеет твоим пронежождением более крупный белок, связанный 
мембраной нейрона, так называемый 0-АРР, то есть 0-а.милоид бел
ковый предшественник. 0-АР представляет собой 42-членный пептид
ный фрагмент этого белка, встроенный в мембрану с внешней ее 
стороны в направлении гидрофобного трансмембранного «домена». В 
мозгу и ликворе больных БА обнаруживаются растворимые производ
ные р-АРР, отщепляющиеся от С-конца исходной молекулы. Белко
вый (предшественник является интегральной частью синаптической 
мембраны. Остается неясным, при каких условиях происходит его 
превращение в амилоидный фрагмент (•<. Beyreuther, ФРГ; J. Pas
ternak и соавт., США). Его образование ведет к повреждению си
напса. D поисках возможных терапевтических мишеней ведется изу
чение ферментов, катализирующих ненормальный распад белкового 
прекурсора. Нейротоксическое действие р-АР, по-видпмому, опосре 
дуется через тахикинин и усиливается фактором роста нервов (НРФ). 
Гены семейной болезни Альцгеймера и р-АРР локализованы в 21 
хромосоме (R. Tanzi, США). Предполагается, что р-АРР-деградирую- 

.щая протеаза, содержащаяся з плазме крови больных БА, близка к 
калликреину. Обнаружение этого фермента откроет путь для созда
ния его специфических ингибиторов как возможных средств лечения 
деменции.

На семинаре по нейрохимии эпилепсии преобладали характерные 
для современного уровня нейробиологических исследований молеку
лярные подходы. Так, каинат, введенный в гиппокамп, вызывал экс
прессию одной из форм глутаматдекарбоксилазы (ГДК-67), увеличе
ние уровня м-РНК, кодирующих одни подтипы ГАМК-рецепторов без 
заметных изменений других. Эти изменения протекали параллельно с 
нарастанием судорожной готовности животных (S. Feldblum и соавт., 
США). В процессе развития киндлинга тормозная функция ГАМК на 
гиппокампальные нейроны CAI ослабляется уже на 4-й день, сох
раняясь на этом уровне на протяжении 42 дней после последних су
дорог (W. Katnphuis и соавт., Нидерланды). Увеличение уровня им
мунореактивности. связанной с нейропептидом Y и нейрокинином В 
в мшистых волокнах параллельно с аккумуляцией соответствующих 
м-РНК в гранулярных клетках гиппокампа отмечено после судорог, 
вызванных системным введением каината крысам (G. Sperk и соавт., 
Австрия). В этих и подобных работах интересна тенденция уловить 
изменения на генетическом уровне с попыткой проследить их корре
ляцию с развитием стойких длительных патологических процессов 
(повышенная судорожная готовность, киндлипг, длительная потеп- 

циация и т. д.). Предложено использовать модель лимбических судо-
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рос с введением хинолиновой или капиовой кислот в структуры гяи- 
покампа (A. Vezzani и соавт, Италия).

На семинаре по нейрохимической патологии мозга при шизофре
нии было представлено 3 сообщения. Детальный обзор нейрохими
ческих находок при посмертном исследовании мозга больиых шизо
френией привел М. Тоги (Япония). Обнаружено увеличение плотности 
Да-рецепторов в путамсн, повышение активности тирозингидроксилазы 
в некоторых областях мозга (всего просмотрено более 30 структур). 
Найдена позитивная корреляция между изменениями активности ТГ 
и показателями связывания БДЗ-лиганда, а также Да-рецепторов. 
Найдены аномалии в иммунореактивиости пептидов: вещества Р, ме- 
тэнкефалнна, ХЦК, VIP, ТРГ, соматостатина, нейротензина. Форму
лируется синтетическая гипотеза нейрохимической этиологии шизофре
нии. Сообщается об увеличенном содержании Глу в лобной коре, по
вышенном уровне гомованилиновой кислоты, коррелирующем с по
казателем плотности До-рецепторов в стриатуме (О. Reynolds, Ве
ликобритания). Автор известной глутаматной гипотезы шизофрении 
J. Kornhuber (ФРГ) сообщил о новых данных, в частности об уве֊ 
личеиии числа мест связывания меченого МК-801, лиганда сигма- 
участка NMDA рецепторов, в области путамен прп постмортальном 
изучении .мозга.

Интересные данные получены при нейрохимическом изучении -пе
ченочной энцефалопатии (ПЭ). Данной теме была посвящена одна 
из двух лекций молодых ученых (Л. Basile, США). Эта патология 
приобрела значительную актуальность в связи с распространением 
алкоголизма и злоупотребления лекарствами, что влечет за собой 
развитие цирроза печени. Причиной повышенного ГАМК-ергического 
тонуса, как показывают последние исследования, является накопление 
БДЗ-подобных веществ в организме. В исследованиях, выполненных 
совместно группами Е. Cosia и S. Snyder (США), выделены и 
частично охарактеризованы БДЗ-подобные субстанции, обнаруживае
мые в мозгу больных ПЭ, животных с модельной ПЭ и грибах. Ак
тивный материал обладает свойством вытеснять меченый флунитра
зепам, один из пиков проявляет большее сродство к периферическим 
БДЗ-рецепторам. Вещества усиливают эффекты ГАМК на хлорный 
канал. Получены вещества, масс-спектры которых идентичны диазе
паму и десметилдиазепаму.

Отражением существенного методического прогресса в нейрохи
мическом прижизненном изучении мозга явились специальные засе
дания, посвященные возможностям и перспективам применения ЯМР- 
спектроскопии, позитрон-эмиссионной томографии. Протонная ЯМР- 
спектроскопия позволяет одновременно определять: лактат, N-ацетил- 
аспартат, Глу, глутамин, креатин, фосфокреатин, холин, таурин, мио- 
нозитол, глюкозу. Диагностически важные сдвиги этих показателей 
обнаруживаются при инсульте, рассеянном склерозе, дистрофии, опу
холях мозга. Особенно ценным является постоянный неинвазивный 
мониторинг ряда биохимических показателей у больных, перенесших 
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травму мозга. Метод позволяет оценить эффективность проводимой 
терапии и наметить се рациональную стратегию. Важными .маркерами 
развивающейся дегенерации нейронов в посттравматяческом периоде 
являются: лактат, pH, высокоэнергетические фосфаты, аминокислоты, 
.двухвалентные катионы.

Возможности применения метода ПЭТ обсуждались на семинаре, 
которым руководил В. АёгапоЦ (США). Обсуждались методики 
оценки регионального метаболизма мозга, состояния пре- и постси
наптических АХ-, дофаминергических маркеров и рецепторов в усло
виях нормы и при различной патологии мозга. Было сообщено о ре
зультатах измерения ДОФА-докарбоксилазиой активности у больных: 
найдено значительное снижение при болезни Паркинсона и повышение 
в правом хвостатом ядре при шизофрении. Предложена методика 
оценки состояния БДЗ-рецепторов в мозгу' человека с помощью ме
ченого флумазепила. В ответ на световую стимуляцию отмечается 
увеличение па 20% мозгового кровотока и одновременно с этим ус
корение перехода лиганда из кровотока в мозг.

Проблемы нейрофарма кологии

Методологической основой современной нейролсихофармакологии 
является в большой степени молекулярная нейробиология. С другой 
стороны, успехи в изучении свойств и функции рецепторов нейроме
диаторов стали возможны благодаря широкому использованию методов 
и принципов молекулярной фармакологии, направленному синтезу и 
изучению свойств высолоизбиратсльпых специфически действующих 
лигандов. В качестве примера достаточно привести ситуацию, убеди
тельно демонстрирующую принцип «множественности» рецепторов для 
одного и того же Нейропередатчнка: ГАМК, глутамата, норадрена
лина, серотонина, гистамина, ацетилхолина. Получение избирательно 
действующих лигандов соответствующих рецепторов является в на
стоящее время одним из стратегических направлений в создании но
вых лекарственных средств.

Частные вопросы нейрофармакологии рассматривались в связи 
с тем или иным конкретным рецептором, при этом следует отметить, 
что пи один из них, по существу нс был оставлен без внимания. Наи
большее число сообщений касалось механизмов взаимодействия фар
макологических вещсств/лигапдов с ГАМК-рецепторами, Глу-, нико
тин- к мускарничувствительными рецепторами к АХ, подтипами серо
тониновых п гистаминовых рецепторов. Для опенки эффектов психо
тропных веществ предлагается шире использовать культуру нервной 
ткани: показано, что низкие концентрации амитриптилина, и что осо
бенно интересно, диазепама, способны активировать рост и развитие 
клеток микроглии и олигодендроглии в культуре (.1. Онис!!, Нор
вегия).

Одной из «горячих точек» обсуждения оказалась проблема функ
циональной роли «неортодоксальной» мессенджерной молекулы в 
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мозгу—окиси азота—NO. Этой теме был посвящен один _из коллок
виумов. Окись азота образуется в пре- и постсинаптических структу
рах мозга из аминокислоты L-аргннипа :при участии фермента Х’Оспи- 
тазы, свойства и локализация которого в нервной ткани обсуждались 
в сообщении группы авторов из лаборатории S. Snyder (США). Ами
нокислотная последовательность каталитического домена напоминает 
структуру флавопротеинов, регуляторный домен обеспечивает фосфо
рилирование серина и связывание кальмодулина. Фермент активи
руется повышением цитозольной концентрации Са2+ и функционально 
тесно связан с кальмодулине.՝.:. Показано, что NO мсдиируст глута- 
матстимулируемый подъем уровня сС.'ЛР в мозжечке. Универсальный 
характер медиаторной функции NO явствует, в частности, из того, что 
первоначально была установлена идентичность NO релаксирующему 
фактору, выделенному из эндотелия. Уровень Е-аргни::::а в мозгу 
контролируется, как полагают, -глиальными плетками, -ю которых он 
высво бождается.

Таким образом, NO рассматривается в настоящее время как эн
догенный активатор гуаиилатциклазы. Ускореннее образен:: ни- NO а 
ткани мозга возникает в ответ па стимуляцию Глу-рецепторов ли
гандами типа NMDA или каината. Эндогенными ингибиторами NO- 
синтазы являются, как оказалось, метилпроизводные аргинина, обна
руженные в ткани бычьего мозга.

Нельзя не отметить, наконец, большой интерес, проявленный на 
конференцин к проблеме нервной трофики, в особенности роли фак
тора роста нервов (ФРИ). Эта проблема как бы вновь обрела ак
туальность благодаря фундаментальным открытиям и новым методи
ческим подходам в этой области. Ростовой фактор фибробластов 
проявляет защитное действие против нейротоксического эффекта глу
тамата в отношении 3-дневной культуры нейронов гиппокампа 
(V7. Seifert и соавт., ФРГ). ФРН оказывает защитное действие при 
перекисном повреждении клеток PC-12 , воздействуя на разных эта
пах оксндант/аптиоксидантного баланса (G. Jackson и соавт., США). 
ФРН проявляет стимулирующие свойства в таких процессах, как ней
рональное развитие, созревание, регенерация, нейрональная пластич
ность. В поврежденной коре мозга ФРИ, введенный интрацерсбровеит- 
рнкулярно, вызывает ремоделирование холинергических волокон в 
терминалей, оцениваемое по ХАТ-пм-мунореактивностн, причем этот 
эффект усиливается добавление.՝.! к схеме терапии ганглиозида GMI 
(-4. Ctiello и соавт., Канада). Снижение содержания ФРИ в мозгу 
старых животных, а также наблюдаемое при стрессе у молодых крыс, 
удается чредуирсд.чть с помощью ацетнл-Ь-карннтпна (G. Tagliala- 
- el՜: и соавт., США). Гликопротеин нервной ткани хромограпип А 
также проявляет нейротрофную активность. Представлены данные о 
защитных свойствах фермента нейроспецифическоп енолазы (фактор 
«выживаемости» нейронов). Характерной чертой многих исследований 
этого направления является стремление раскрыть молекулярно-гене- 
т.чческие механизмы, лежащие в основе феноменологии таких процес-
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• сов, как компенсация, регенерация, пластичность, то есть выяснение 
механизмов перестройки регуляторных влияний, действующих в мак- 
роиитервалах времени.

Речь может идти о развивающейся в ответ на стимуляцию ней
ронов или глиальных клеток в культуре ФРН или нейротрансмитте
рами типа глутамата экспрессии так называемых немедленных ранних 
генов (c-fos, c-jun), кодирующих транскрипционные факторы. Дей
ствие таких факторов может иметь значение при целом ряде нейро
нальных процессов, например, при адаптации к изменениям среды, 
долговременном хранении информации в ЦНС.

В научной программе были представлены и многие другие важные 
темы, не рассматриваемые в рамках данного обзора. Назовем лишь 
некоторые из них: генная экспрессия в нервной системе, передача 
сигнала в сетчатке, миелин, углеводный обмен в нервной ткани, ли
пиды, ганглиозиды, мембраны, нейронммунологня, нейросекреция и 
т. д. Одно из заседаний было посвящено истории нейрбкимии. Следует 
отметить, что па конференции 'присутствовали многие выдающиеся 
учспые-нейрохимнки: Н. Mellwain, V. Whilttaker. В. Agranolf, A. LaJ- 
tha. I:. Barnard, E. Cosia, II. Bacheiard и др.

Организацию конференции можно признать в высшей степени 
удачной, то же следует сказать и о научной программе.

Состоялось организационное заседание, на котором был избран 
новый президент МОН. Нм стал известный ученый из Норвегии про
фессор Frode Fonnum. Следующий конгресс намечено провести ле
том 1993 г. в г. Монпелье (Франция). Учитывая исключительно вы
сокую научную ценность и приоритетный характер информации, по
лучаемой во время конгрессов МОН, следует считать целесообраз
ным членство, по крайней мере, нескольких ученых нашей страны.

РАЕВСКИЛ К. С.
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