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УДК 616—008.939.633.2—02:616—008.931:577.152.3։ 1

АНАЛИЗ ПАРАМЕТРОВ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 
СИНТЕТИЧЕСКОГО ФРАГМЕНТА (11 — 19) С-МОДУЛИНА 3

С КАЛЬМОДУЛИНЗАВИСИМОЙ ФДЭ 
ЦИКЛИЧЕСКИХ НУКЛЕОТИДОВ ГИПОТАЛАМУСА

АБРАМЯН Г. Э„ ИСАДЖАНЯН М. А.. ЧАИ ЛЯН С. Г..
КИРАКОСОВА А. С., ГАЛОЯН А. А. ’•

’Институт биохимии им. Г. X. Бунятлпа НАН Армении, Ереван

Настоящей работой установлено, что активным участком молекулы С-молулнна 3 
является фрагмент II—19, обладающий высоким сродством к молекуле каль- 
модулипзаписимой ФДЭ гипоталамуса. ’ Взаимодействие фрагмента с ферментом 
приводит к существенной стимуляции гидролиза сАМР: степень активации ФДЭ 
сравнима с таковой для индуцированной кальмодулином активности ФДЭ. На 
молекуле ФДЭ предполагается существование некоего центра, отличного от каль- 
модулиирегуляторпого и способного взаимодействовать с Са2+-иезависнмымп моду
ляторами.

Ионы кальция—важнейшие регуляторы клеточных метаболиче
ских процессов. Они, как и циклические нуклеотиды, ответственны 
за запуск многих ферментативных механизмов, обеспечивающих жиз
недеятельность клетки. Действие Са2+ опосредовано через Са2+-свя- 
зывающие белки парвальбумннового ряда, характерной чертой ко
торых является наличие в них специфических Са2+-связывающих 
центров. Одним из основных представителей этого семейства яв
ляется кальмодулин, который, связываясь с Са2+, способен активи
ровать многие важнейшие ферментативные системы, например, аде- 
нилатциклазу, ФДЭ циклических нуклеотидов, киназу легких цепей 
миозина, Са2+/М<х2+-АТРазу и т. Д. [1].

Между тем, регуляторная функция кальмодулина внутри клетки 
лимитирована, поскольку известно, что образование активного комп
лекса Са2+-кальмодулпн возможно лишь при увеличении внутрикле
точного содержания 'Са2+ до 10~5М, в то время как в интактной 
клетке оно может колебаться в пределах 10-7М, что исключает уча
стие кальмодулина как внутриклеточного регулятора [2], вызывая в 
то же время недоумение в связи с обнаруживаемым в нормально 
функционирующем мозгу высокой активности многих чувствительных 
к кальмодулину ферментативных систем. В связи с вышеотмеченным, 
не исключено, по-видимому, существование альтернативного ме
ханизма регуляции клеточной активности как возможного замени
теля многих функций, приписываемых кальмодулину при лимитиро
ванном внутриклеточном уровне Са2+. Иными словам» проблема ком- 
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пенсацин регуляторной функции кальмодулина в данной ситуации; 
Са2+-независимыми механизмами становится наиболее актуальной.

В этой связи несомненный интерес представляют обнаруженные՝ 
впервые в 1986 г. Галояном .и соавт. в гипоталамусе крупного ро
гатого скота ранее неизвестные нейропептиды под общим названием 
С-модулины, проявляющие высокое сродство ккальмодулинстимулируе- 
мым ферментам в отсутствие Са2+.. На примере ФДЭ цикличе
ских нуклеотидов было показано, что С-модулины проявляли значи
тельное сходство в регуляторной активности с кальмодулином. Од
нако, в отличие от последнего, процесс стимуляции гидролиза цик
лических нуклеотидов носил Са2+-независнмый характер [3, 4]. В 
дальнейшем было показано участие С-модулинов в регуляции ак
тивности и других Са2+-каль.модулинзависнмых ферментов, таких,, 
например, как киназа легких цепей миозина, кальмодулинстимулп- 
руемая протеинкииаза, 5'-нуклесьтидаза и др. [5].

С использованием масс-спектрального анализа и микросек
венирования была полностью расшифрована первичная струк
тура двух С-модулинов. Молекула одного из них была иден
тифицирована как тимозин 04 (.1—39) [5]. Была высказана-, 
гипотеза о причастности С-модулинов гипоталамуса к регулятор
ной системе нервной и мышечной тканей, ответственной за обес
печение функциональной активности интактной клетки. Значитель
ный интерес представляет выявление участков молекулы С-модули- 
на 3, реализующего действие этого регуляторного нейропептида. В 
этой связи были синтезированы фрагменты нативной молекулы С-мо- 
дулнна 3. Детальному изучению механизма Са2+-иезависимого взаи
модействия синтетического фрагмента (11 —19) молекулы С-модулн- 
на 3 с кальмодулинстимулируемой ФДЭ циклических нуклеотидов- 
гипоталамуса и посвящено настоящее исследование.

Материалы и методы

В работе были использованы сАМР, cGMP, ЭГТА, препараты 
кальмодулина 5 -нуклеотидазы нз яда Ooheoph.igus Hannah (<rSig։naj>, 
США), Dowex 1x2, трис-HCI, MgCl2. CaCl2, NaN3 («-Serva.», ФРГ), 
Phenyl - Sepharose («Pharmacia», Швеция), 8["H]cAMP, 8[՝"H| 
cGMP и остальные реактивы отечественного производства квалифи
кации ос. ч.

Эксперименты проводили на двухкомпонентной системе ВЭЖХ 
«Biotronik ВТ-8100» (ФРГ). Система оснащена инжектором «Rheo- 
бупе» с петлей для образца объемом 10 мкл и детектором с изменяе
мой длиной волны. Спектральный диапазон дейтериевой лампы= 
190—370 нм. Все растворы постоянно дегазировали гелием для пре
дупреждения образования пузырьков в системе. Для регистрации ре
зультатов хроматографии использовали систему хранения и поиска 
данных, включающую компьютер «IBM PC/AT 286» (США). Для. 
аффинной ВЭЖХ использовали колонки Si-1000 CaM-Biosphere;
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(7,5x80 мм) и одноразовый концентрирующий патрон cAMB-Bio- 
sphere («Bioservis», Армения).

Активность ФДЭ определяли по методу Thompson, Appleman [6]Г 
е применением меченного 8[3Н]сАМР пли 8[3H]cGMP. Инкубацион
ная смесь (200 мкл) содержала 50 мМ трис-HCJ, pH 7,0, 10 мМ MgCl2>. 
2мМ СаС12 или 2 мМ ЭГТА, 100 кБк 8[3Н]сАМРили 8[3H]cGMP, 5 мМ. 
(3-меркаптоэтаиол 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 
5'-нуклеотидазы яда Ophsophagus Hamah. Реакцию, катализируемую- 
этим ферментом, проводили при 30° в течение 10 мин. Сорбцию не
гидролизованного субстрата осуществляли на анионообмепнике Do- 
wex 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 сцин
тилляционном спектрометре «Intertechnique 2000» (Франция). Ско
рость ферментативной реакции выражали в относительных единицах 
активности (о.е.а)—процент гидролиза субстрата/концентрацня суб
страта в пробе за 1 мин/1 мкл фермента.

Очистку кальмодулинзавнеимой ФДЭ проводили по ранее опи
санному методу [7]. Измельченную ткань гипоталамуса (100 г), 
хранившуюся при температуре —70°, гомогенизировали 3—5 мин в 
300 мл буферного раствора А (25 мМ трис-НС1, pH 7,0, содержа
щего 2 мМ MgCl2, 1 мМ азид натрия, 1%-ную антппенную эмульсию 
и 1 мМ PMSP) при 4° на гомогенизаторе «Политрон». Гомогенат- 
центрифугировали в течение 60 мни при 24000 g, («Beckman G-21», 
ротор JA-14, США). В супернатант добавляли раствор СаС12 в ко
нечной концентрации 2 мМ и наносили на колонку Phenyl-Sepharose 
(15x200 мм), предварительно уравновешенную буфером В, со
держащим 0,2 М NaCl. Скорость элюции 3 мл/мин. ФДЭ элюировали 
буфером В с добавлением 0.2 мМ ЭГТА. Скорость элюции состав
ляла 2 мл/мин. Контроль осуществляли по изменению оптической 
плотности (% 280 нм) и активности ФДЭ. Все операции проводили 
при 4° жидкостным хроматографом высокого давления «Кпаиег» 
(ФРГ).

Элюат с Phenyl-Sepharc.se, обладающий наибольшей фермента
тивной активностью (30 мл), концентрировали на ультрафильтраторе 
(«Amicon», США), мембрана РМ-30 («Pellicon membrane 30000»,. 
США). Давление в ячейке поддерживали па уровне 3,5 атм. при 0°. 
1 мл образца наносили на тандемную систему последовательно сое
диненных аффинных ВЭЖХ колонок Si-1000 CaM-Biosphere (7,5х 
80 мм), где в качестве неподвижной фазы применяли иммобилизо
ванный кальмодулин. Систему предварительно уравновешивали 0,1 М 
фосфатным буфером С, pH 7,0, содержащим 0.5 М сульфат аммония, 
2 мМ СаС12, 0,1 мМ ЭГТА и 10%-ный глицерин. Колонки промывали 
тем же буфером, после чего первую колонку отсоединяли и регене-



.рировали. Колонку 2 промывали пятью объемами буфера С, содер
жащего 0,1%-ный Brij 35 и дополнительно десятью объемами буфе
ра С. Через инжектор на колонку наносили 1 мл буфера D, (0,1 М 
Ма-фосфат, pH 7,0, содержащего 5 мМ MgCI2, 5 мМ ЭГТА, 0,5 М 
■сульфата аммония и 20%-ный глицерин) и останавливали поток. Че
рез 20 мин элюцию ФДЭ с колонки 2 на одноразовый концентри
рующий патрон сАМР Biosphere осуществляли в режиме линейного 
градиента сульфата аммония от 0,5 до 0 М в присутствии 2 мМ 
ЭГТА и 20%-ного глицерина при скорости потока 0,8 мл/мин за 
60 мни. Концентрирующий одноразовый патрон отсоединяли и хра
нили при температуре —20° в 45%-ном глицерине в течение двух 
недель. За это время активность фермента и степень активации су
щественно не менялись.

Аффинные колонки CaM-Biosphere регенерировали после каждой 
хроматографии следующим образом: колонки промывали пятью объе
мами буфера регенерации F (50 мМ натрий-ацетатный буфер, 
pH 4,5, содержащий 0,5 М NaCl, 10 мМ ЭДТА и 6М мочевину) с 
последующей промывкой десятью объемами воды и буфера С.

Результаты и обсуждение
Аффинная ВЭЖХ может служить не только методом препаратив

ного выделения ФДЭ циклических нуклеотидов, но быть гибким ана
литическим методом, так как степень хроматографического удержи
вания подвижного реагирующего вещества на иммобилизованном ли
ганде позволяет определять равновесную константу связывания для 
взаимодействия аффинной матрицы с подвижным компонентом [8]. 
Кроме того, если в ходе зонального элюирования в подвижную фазу 
включаются биологически активные вещества, влияющие на связыва
ние с аффинной матрицей путем прямого взаимодействия с элюирую
щим подвижным компонентом (например, вследствие конкуренции с 
иммобилизованным ферментом), то могут быть измерены также па
раметры взаимодействия этих эффекторов. И поскольку для аффин
ной матрицы можно варьировать конкурирующие вещества и другие 
эффекторы, а также химическую природу подвижного аффината, то 
могут быть определены специфичность связывания и его зависимость 
от влияния различных биоактивных соединений. Поэтому константы 
связывания для иммобилизованного лиганда можно сравнить с та
ковыми для растворимого аналога. Сопоставление взаимодействий в 
случае аффинной матрицы и раствора может быть использовано для 
конструирования модели и оценки механизма регуляции фермента
тивной активности ФДЭ. Основываясь на вышеизложенном, про
вели серию экспериментов по изучению межмолекулярного взаи
модействия синтетического фрагмента (11—19) молекулы С-модули- 
па 3 и кальмодулинстимулируемой ФДЭ гипоталамуса.

На рис. 1, а представлены результаты, полученные при элюиро
вании зон синтетического фрагмента с колонки PDE-Biosphere. Как 
видно из хроматограммы, элюция в режиме линейного градиента 
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НаС1 от 0 до 1 М приводит к появлению пика в области высоких 
концентраций элюента (0,75 М). Следовательно, можно предполо
жить, что лишь значительное увеличение ионной силы элюента из
меняет гидрофобные свойства синтетического фрагмента, что՛ 
приводит к потере способности пептида связываться с иммо
билизованным ферментом и с последующей его элюцией. Иными- 
словами, можно говорить о высоком сродстве синтетического՛

о ю го 30 40 50 нии

Рис. 1. Аффинная *'ЭЖ.Х синтетического фрагмента (11 —19) С-моду- 
лнна 3 па колонке РОЕ-ВюзрЬсге (4,6.150 мм). Элюцию осуществляли 
в режиме линейного градиента №С1 от 0 до 1 М в 25 мМ трис-НС1 
буфере, pH 7,0, содержащем 2 мМ ЭГТА, 5 мМ МеС12. 0.1 мМ азид 
натрия, I мМ дитиотреитола, со скоростью потока 0.5 мл/мнн при 30°. 
Обнаружение продукта при X 220 нм. В правом верхнем углу представ
лен график зависимости начальной скорости гидролиза сАМР от кон
центрации синтетического фрагмента (11 —19) С-молулина 3 в нмоль. 
Эксперимент проведен в присутствии 2 мМ ЭГТА при концентрации 

субстрата сАМР 5 мкМ

фрагмента (11 —19) С-модулина 3 к молекуле ФДЭ, -что подтверди
лось экспериментами кинетического анализа, результаты которого՛ 
представлены на рис. 1 б. Из графика зависимости начальной ско
рости гидролиза сАМР от концентрации синтетического фрагмента 
следует, что последний оказывает двухфазное влияние на скорость- 
гидролиза сАМР. Активация на диапазоне малых концентраций сме
няется ингибированием в области его насыщающих концентраций. 
При увеличении концентрации субстрата кажущаяся константа акти
вации (Ка) не возрастает (рис. 2, а). Величина Кл, определенная в: 
координатах Хилла, равна 10 нм (рис. 2, б) и практически совпа
дает с величиной Ка для нативной молекулы С-модулина 3.

Для уточнения механизма взаимодействия синтетического пеп
тида с ферментом был проведен хроматографический и кинетический 
анализ с использованием иегидролизируемых структурных аналогов- 
сАМР и сСМР соответственно сАМР (В1)2 135 и сСМР (В()2.

На рис. 3, а представлены результаты аффинной ВЭЖХ па ко
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лонке РОЕ-ВюэрЬеге. Как видно из хроматограммы, элюция буфе
ром, содержащим, сАМР (В();, не приводит к появлению пика, фикси
руемого при А 210 нм. Иными словами, конкуренция пептида за ка
талитический центр па поверхности фермента мало вероятна, по-

Рис. 2. График зависимости начальной скорости гидролиза сАМР от 
концентрации синтетического фрагмента в присутствии двух фиксиро
ванных концентраций сАМР. а: 1—5 мкМ, 2—50 мкМ. Эксперимент про
веден в присутствии 2 мМ ЭГТА. Та же зависимость представлена в 

координатах Хилла (6)

Рис. 3. Аффинная ВЭЖХ синтетического фрагмента (11—19) С-моду- 
лина 3 на колонке РОЕ-Вюзрйегс (4,6X150 мм). Элюцию осуществляли 
в нзократичсском режиме 25 мМ трис-НС! буфером, pH 7,0, содержа
щим 2мМ ЭГТА, 5 мМ МйС12, 0,1 мМ азид-иатрия, |мМ дитиотреи- 
тола и 100 мкМ сАМР (В1)2 со скоростью потока 0,5 мл/мин при 30°. 
Обнаружение продукта при А 220 нм. В правом верхнем углу представ
лена зависимость начальной скорости гидролиза сАМР, индуцированной 
под действием синтетического фрагмента. Эксперимент проведен в при
сутствии 0,2 мМ ЭГТА и двух фиксированных концентраций активатора 

100 им (верхняя кривая) и 10 им (нижняя кривая)

скольку одновременно выполняются два следующих условия: если 
бы в ходе зонального элюирования включенный в подвижную фазу 
аналог субстрата влиял па связывание пептида путем прямого взаи
модействия с иммобилизованной ФДЭ, например, вследствие конку-
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реиции за центр посадки, то насыщающие концентрации сАМР(В()2 
неизбежно привели бы к элюции пептида с колонки. Однако в наблю
даемом случае десорбция пептида (10 нМ) неосуществима даже при 
концентрации аналога сАМР 100 мкМ, и сродство субстрата к фер
менту по активному центру ФДЭ остается неподверженным действию 
синтетического фрагмента при высоких его концентрациях. Послед
ний вывод сделан с привлечением данных, представленных на 
рис. 3, а, из которого следует, что действие нонапептида приобре
тает неконкурентный характер по отношению к субстрату и направ
лено только на изменение скорости гидролиза сАМР.

Рис. 4. Аффинная ВЭЖХ синтетического фрагмента (II—19) С-модулнна 3 
па колонке PDE-Biosphere (4,6X150 мм). Элюцию осуществляли в изо- 
кратическом режиме 25 мМ трнс-IICl буфером, pH 7,0, содержащим 
2 мМ ЭГТА, 5 мМ MgCI2, 0.1 мМ азпд-натрня, 1 мМ дптиотреитода, 
200 мкМ cGMP (Bt)2 со скоростью потока 0,5 мл.мнн при 30°. Обна
ружение продукта при % 220 нм. В правом верхнем углу представлен 
график зависимости начальной скорости гидролиза сАМР от концентра
ции активатора в присутствии фиксированных концентраций cGMP, рав
ных (в мкМ): 1—0. 2—1, 3—10, 4—100, 5—500, 6—1000 в двойных об
ратных координатах. Эксперимент проведен в присутствии 2 мМ ЭГТА 

при концентрации субстрата сАМР 5 мкМ

Для проверки действия пептида на регуляторный сОМР-связы- 
вающий центр молекулы фермента проведен эксперимент, резуль
таты которого представлены на рис. 4, а. Согласно хроматограмме, 
сОМР-зависимая элюция не приводит к появлению в профиле элю
ции пика. Как и в случае сАМР, сделан вывод о неконкурентном 
типе взаимодействия, что подтверждается результатами кинетиче
ского анализа, представленными на рис. 4, б. Согласно полученным 
данным, сСМР нс влияет на сродство активатора к ферменту и ве
личина К1, равная 10 нМ, остается неизменной при существенном 
уменьшении скорости гидролиза сАМР. Таким образом, исключается 
также возможность связывания пептида через сСМР-регуляторный 
центр. §5^. «՛•

Для уточнения характера активации ФДЭ под действием син
тетического фрагмента в присутствии кальмодулина рассмотрим ре
зультаты эксперимента, представленные па рис. 5. 
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График зависимости активности фермента под действием каль
модулина в присутствии фиксированных концентраций синтетиче
ского фрагмента, приведенный на рис. 5, б, показывает, что степень 
активации ФДЭ под действием кальмодулина в сочетании с синтети
ческим фрагментом выше, чем тот же параметр для активации ФДЭ 
комплексом Са2+-кальмодулин. При этом кажущаяся величина Ка 
фермента под действием кальмодулина, равная 2 нМ, остается не
изменной, следовательно, влияние синтетического фрагмента и каль-

Рис. 5. Аффинная ВЭЖХ синтетического фрагмента (II—19) С-моду- 
лнна 3 на колонке СаМ-Вюзрйсге (4,6X150 мм). Элюцию осуществляли 
в изократическом режиме 25 мМ трпс-НС! буфером, pH 7,0, содержа
щим 2 мМ ЭГТА, 5 мМ МцС12, 0.1 мМ азид-патрия, I иМ дитнотреи- 
тола со скоростью потока 0.5 мл. мин при 30°. Обнаружение продукта 
при }, 210 им. В правом верхнем углу представлен график зависимости 

начальной скорости гидролиза сАМР от концентрации кальмодулина в 
присутствии фиксированных концентраций синтетического фрагмента, 
равных (в нМ): I—1000, 2—100, 3—10, 4—1, 5—0 в двойных обратных 
координатах. Эксперимент проведен в присутствии 2 мМ СаС12 при 

концентрации сАМР 5 мкМ

модулина па активность ФДЭ носит аддитивный характер. Можно 
предположить, что связывание синтетического фрагмента и кальмо
дулина с молекулой ФДЭ, по всей вероятности, носит неконкурент
ный характер. Однако не исключается возможность образования ак
тивного комплекса пептид-кальмодулин, способного также индуциро
вать стимуляцию гидролиза сАМР. Поэтому было предпринято спе
циальное исследование с привлечением аффинной ВЭЖХ колонки, 
где в качестве неподвижной фазы применялся иммобилизованный 
кальмодулин. Результаты хроматографии представлены па рис. 5, а. 
Как видно из хроматограммы, как в присутствии, так и в отсутствие 
•ионов Са2՜, элюция синтетического фрагмента с колонки СаМ-В!о- 
ярЬеге достигается уже при незначительном изменении элюирующей 
силы. Поэтому маловероятно, что синтетический фрагмент обладает
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сколь-нибудь специфическим сродством к молекуле кальмодулина, и 
связывание с иммобилизованным биорегулятором является следст
вием неспецифической сорбции на поверхности лиганда за счет ее 
гидрофобности. '

Рис. 6. Аффинная ВЭЖХ синтетического фрагмента (11—19) С-моду- 
лнна на колонке PDE-Biospherc (4,6X150 им). Элюцпю осуществляли 
н нзократнчсско.м режиме 25 мМ трпс-Htl буфером, pH 7,0, содержащим 
2 мМ ЭГТЛ, о мМ MgiClg, о,1 ՝мМ азид-нат; ::я, 1 .՝.:•>! ;■; ՛.!!. >.•.-а и

.500 мкМ фосфатиднлссрина. со скоростью потока 0,5 мл мин при 30°. 
Обнаружение продукта при /, 210 нм. В призом верхнем углу пред
ставлен график зависимости начальной скорости гидролиза сЛМР от 
концентрации активатора в присутствии фиксированны." ".опцеитр ".пй 
фосфатидилссрипа, равных (в мкМ): I—0, 2—I. 3—10, 4—100. 5—500. 
6—1000 п двойных обратных координатах. Эксперимент проведен в при

сутствии 2 мМ ЭГТЛ при концентрации сЛМР 5 мкА4

С использованием аффинной ВЭЖХ с зональным элюированием: 
была изучена взаимодействующая трехкомпонентная система синтети
ческий фрагмент-ФДЭ-фосфатнднлсердн. На рис. 6, а представлены 
результаты, полученные при элюировании зон синтетического фраг
мента с колонки РОЕ-ВюэрЬеге при различных ’концентрациях фос- 
фатидилсерина в элюирующем буфере. Линейность зависимости 
)/У—Уо от концентрации фосфатпдилсернна отражает природу кон
курентного взаимодействия с молекулой ФДЭ. Эта зависимость была 
использована для расчета величины К(( комплекса ’ ФДЭ-синтстнче- 
ский фрагмент, которая практически совпадает с величиной Ка для 
модулятора в кинетических экспериментах (рис. 6, б). Зависимость 
активности ФДЭ в присутствии различных концентраций фосфатиднл
ссрина от концентрации синтетического фрагмента (рис. 6, б) ли
нейна, что свидетельствует об отсутствии кооперативности. Эффек
тивная константа сродства пептида с ФДЭ, равная 10 нм, увеличи
вается с ростом концентрации фосфатидилсерина, одновременно мак- 
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■симальная скорость гидролиза претерпевает лишь незначительное из
менение. Представленный на рис. 6, б эффект действия фосфатидил- 
серина следует отнести к случаю классического конкурентного ин
гибирования. Следовательно, можно говорить о существовании еди
ного центра связывания Са2+-независимых регуляторов на молекуле 
ФДЭ.

Таким образом, результаты проведенных наблюдений позволяют 
заключить о наличии на молекуле кальмодулинстимулируемой ФДЭ 
гипоталамуса некоего центра, способного взаимодействовать с Са2+- 
незавиенмыми регуляторами. Внутримолекулярная связь подобного 
центра направлена на стимуляцию гидролиза циклических нуклеоти
дов при лимитированной концентрации Са2+.

THE ANALYSIS OF PARAMETERS OF THE INTERACTION OF THE 
SYNTHETIC FRAGMENT (11-19) OF C-MODULIN 3 WITH 

CALMODULIN-DEPENDENT CYCLIC NUCLEOTIDES 
PHOSPHODIESTERASE OF HYPOTHALAMUS

A3RAHAMIAN G. E._ ISAD.IANIAN M. A., CHAILIAN S, G„ KIRAKOSOVA A. S. 
GALOYAN A. A.

H. Ch. Bunlatian Institute of Biochemistry, Acad. Set. of Armenia Yerevan

In this paper it is shown that the active part of C-modulin 3 mo
lecule is the fragment 11—19, possessing high affinity lo CaM-depen- 
<lent PDE molecule of the hypothalamus. The interaction of the frag
ment with the enzyme brings to the essential stimulation of cAMP hy
drolysis: the level of PDE activity can be compared with the one for 
PDE activity induced by CaM.

it is supposed the existence of a center on PDE molecule different 
from CaM-regulatinj and able io interne, with Ca2 *՜-independent rnodu- 
ilators.
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НЕИРОХИМИЯ
т. И, № 2, 1992

УДК 577.152.313.16ИССЛЕДОВАНИЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ НАТИВНЫХ-И СИНТЕТИЧЕСКИХ КОРОНАРОСУЖИБАЮЩИХ ПЕПТИДНЫХ ФАКТОРОВ НА АКТИВНОСТЬ КАЛЬЦИНЕЙРИНА
БАВСЕГЯН К. С., БАРХУДАРЯН Н. А., ГАЛОЯН А. А.

Институт биохимии им. Г. X. Бупятяпа НАН Армении, Ереван

Исследовано воздействие нативных (ПФ|_5) и синтетических (СП։_.։) ко 
■ропаросуживаюТцих пептидных факторов на активность Са2+-кальмодулнизависимой 
фосфопротеинфосфатазы (кальцинейрина). Активность фермента определяли с по
мощью чувствительного флуорометрического метода, используя в качестве субст
рата 4-метилумбеллнферилфосфат (4-МУФ). Обнаружено, что как нативные, так 

ЭД синтетические пептиды являются ингибиторами кальцинейрина с К։ для натив
ных пептидов от 1.9-10~® М до 2,8.10-® М и с К։ от 2.5-1О-® М до 3.1.10՜® М 
для синтетических пептидов. Показано, что при исследовании кооперативного воз
действия короиаросуживающих пептидов и трифторперазина на активность каль- 
цниейрппа происходит уменьшение ингибиторного эффекта как ПФ(_5 и CiT._1։ 
так и трифторперазина на активность фермента. Высказывается предположение 
о возможном участии ПФ,_5 в регуляции активности кальцинейрина и в усло
виях in vivo.Фосфорилирование и дефосфорилирование белков, вызывая конформационные изменения в их молекуле и, тем самым, модифицируя •их биологические свойства, являются одним из основных механизмов, .регулирующих многие важнейшие процессы, протекающие в клетке: сокращение мышц, мембранный транспорт, секрецию и др. [1]. Следует отметить, что эти процессы являются сопряженными: степень фосфорилированности белков определяется соотношением соответствующих протеинкиназ и протеинфосфатаз [2]. Поэтому, обнаружив, что коронаросуживающие пептидные факторы (ПФ|-5), выделенные из гипоталамуса крупного рогатого скота [3], вызывают Са2+-неза- висимос активирование киназы легких цепей миозина (КЛЦМ) [4 — 6] путем Са2+-независимого связывания с кальмодулином [7, 8], мы сочли необходимым изучить воздействие ПФ 15 также и на активность Са-՜1 • кальмодулинзависимой фосфопротеинфосфатазы (ФПаза)- кальципейрина.Кальцннейрнн или ФПаза 2В (составляет 1% от общего белка мозга) связывает 1 моль кальмодулина на моль фермента, проявляя весьма высокое сродство (K<i=0,l нМ). Кальмодулины активируют •Фермент в 5-—10 раз [1, 9]. Кальцннейрнн состоит из двух субъеди-. . 141



лиц (СЕ) А и В. СЕ А с Мг 61 кД содержит каталитический и каль- модулинсвязывающнй участки [10, 11]. СЕ В с Мг _19 кД представляет собой Са2+-связывающнй компонент [12, 13] и имеет высокую степень гомологи!։ с кальмодулином (35%) [14]. В аминокислотной последовательности СЕ В выявлено наличие 4-х Са2+-связывающнх участков в виде «EF hand» доменов—генетически детерминированных участков, характерных для семейства Са2+-связывающих белков [15, 16].Факт наличия в аминокислотной последовательности СЕ В гомологии с кальмодулином представлял особый интерес, так как не исключал возможности воздействия ПФ։ ,։, обладающих высоким сродством к кальмодулину (К<! = 2—10 нМ), на активность кальци- нейрина как через связывание с кальмодулином, так и путем прямого воздействия на фермент через связывание с СЕ В.В 1930 г. нам!! была установлена первичная структура 3-х из ПФ)-з, которые оказались фрагментами 33—37, 33—38 и 32—38 0-цепи гемоглобина [6, 17]. Было высказано предположение, что и остальные 2 пептида с невыявленпой первичной структурой являются фрагментами 0-цепи гемоглобина, отличающиеся от структуры вышеуказанных пептидов лишь длиной пептидной цепи. Методом твердофазного синтеза были получены синтетические пептиды СП; (LVVYPWTQF) и СП. (LVVYPWTQ), представляющие фрагменты 32—41 I! 32—39 0-цепи гемоглобина и изучено их влияние, а также воздействие 2-х других синтетических пептидов—СП3 (LVV YPWT7 и СП< ((VVYPV/ТД соответствующих по структуре ПФ3 и ПФ2 соответственно, па тест-Ушстемы, специфичные для ПФ; -.. Полученные результаты указывал!! па некоторую идентичность свойств нативных и синтетических пептидов [17].В данной работе сообщается об изучении влияния нативных (ПФ,-5) и синтетических (СП|_.։) коропаросуживающих пептидных факторов па активность кальцинейрнна. Учитывая тот факт, что ПФ։.., изменяли чувствительность кальмодулина к трифторперазину (ТФП)—известному антагонисту кальмодулина [7, 8], представлялось интересным изучить также кооперативный эффект коропаросуживающих пептидов и ТФП на активность кальцинейрнна.Материалы и методыПФ։_5 выделяли ио методу Галояна и соавт. [3] из гипоталамуса быка.Высокоочнщенные препараты кальцинейрнна получали из мозга крупного рогатого скота по методам Sharma и соавт. [18] и I allant и соавт. [19] с некоторыми модификациями. Чистоту полученных препаратов проверяли электрофорезом в 7,5—15%-ном ПААГ в присутствии 0,1%-ного ДДС-Na и 1 мМ ЭГТА по методу Laemmli [20].Активность кальцинейрнна определяли, используя чувствительный флуорометрический метод Anthony и соавт. [21]. В- качестве субст-- 142



ра-та был использован 4-метплу.мбеллиферилфосфат (4-МУФ), синтезированный в пашен лаборатории Я. Возным. Измерение активности фермента проводили в пробе, объемом 1 мл, содержащей 50 нМ трис-НС1 буфер, pH 7,5, БСА (1 мг/мл), 0,5 мМ ДТТ, 1 мМ МдС12, •0,3 мМ СаС13, 360 иМ кальмодулина, 1 мкМ 4-МУФ и необходимое количество фермента (12,5—25 нМ). Пробы инкубировали 1 ч при ■32°. Ферментативную реакцию останавливали добавлением 30%-ной ТХУ. После центрифугирования при 5000 £ pH проб доводили до 8,0 добавлением 0,5 мл 1 М трис. Количество образовавшегося 4-метил-

.'/•‘ас. /. и. Влияние коронаросужнвпющих пептидных факторов (ПФ,_5). 
выделенных из гипоталамуса крупного рогатого скота на активность 
кальцннейрнпа. Пептиды использовали в концентрации 10 нМ. 1—конт
роль 1 (К.), содержащий 0,3 мМ СаС12, 360 нМ кальмодулина (КМ). 
12,5 нМ кальцннейрнпа; 2— К, + ПФ,; 3—К։+ПФ,; 4— К, + ПФ3; 5— 
К + ПФ ; б— К։ + ПФ5; 7—контроль 2 (К2), содержащий 1 мМ ЭГТА+ 
.360 иМ КМ+12,5 нМ кальцннейрнпа; 8—К2+ПФ,; 9—К2+ПФ2; 10— 
К2Ч-ПФ3; И—К2+ПФ4; /2—К2+ПФ։; 13— контроль 3 (К3), содержащий 
1 "мМ 3՝ ГТ А-1-12,5 иМ кальцннейрнпа; 14— К3-|-ПФ,; 15— К3 + ПФ,; 16—

К3+ПФ3; /7—К3+ПФ4; /в-К3+ПФ5
б. Влияние синтетических пептидов (СП,_4) ил активность кэльцнней- 
рнна. Пептиды использовали в концентрации 10 нМ. 7—контроль 1 (К,), 
содержащий 0,3 мМ СаС12, 360 нМ КМ. 12,5 нМ кальцннейрнпа; 2— 
К|+СП,; 3— К,+СП2; 4—К, + СП3; 5—К,+СП4; О'—контроль 2 (К2). 
содержащий 1 мМ ЭГТА+360 нМ КМ+12,5 нМ кальцинейринл; 7 -К2+ 
СП,; 8—К2-1-СП,; Р—К2+СП3; 10—К2+СП4; //—контроль 3 (К3). со
держащий I мМ ЭГТА+12,5 нМ кальцннейрнпа; 12— К3+СП,; /•?—К3 +

СП2; 14—К3+СП3; /5-К3+СП4 

_____ -<Г.: 143



умбеллиферона (4-МУ) определяли флуорометрически на спектрофлуорометре фирмы «Perkin-Elmer MPF-44A» (США). Флуоресценцию измеряли при 445 им (возбуждение при 365 нм). В качестве контроля служили субстрат и фермент, инкубированные раздельно. За единицу активности фермента принимали такое его количество, которое вызывало в течение 1 ч при 32° образование 4-МУ, соответствующее по флуоресценции 0,1 нМ 4-МУ.Количество белка определяли по методу Lowry и соавт. [22].Величины К; для кальцинейрина относительно ПФ ։_s и СП ։_.։ были определены по методу Диксона. Использовали две концентрации 4-МУФ (0,7 и 1,4 мкМ) и следующие концентрации пептидов: 1; 2,5; 5; 10; 15 нг. Инкубационная смесь объемом 1 мл. содержала 12,5 пМ кальцинейрина. Фермент и исследуемый пептид проинкубировали 10 мин при комнатной температуре в присутствии Са2+ и. кальмодулина, затем добавляли субстрат и инкубировали 1 ч при 32°.В работе были использованы следующие реактивы: С1ЧВг-акти- вированная сефароза 4В, кальмодулин («Sigma», CUIA),TSK ДЗАЭ Toyopeatl 650 М («Тоуо Soda», Япония), ЭГТА, Кумасси R—250, акриламид, бис-акриламид, TEMED, персульфат аммония, ДДС-Na («Sigma», ФРГ), MgCI2, СаС12, ацетонитрил («Merck», ФРГ). Остальные реактивы марок х.ч. и ос.ч. («Союзхимреактлв»).Результаты и обсуждениеБыло исследовано воздействие нативных (ПФ։_5) и синтетических (СП։ ։) пептидов в концентрации 10 пМ на активность кальцинейрина. Как видно из рис. 1, а (2—6) и б (2—5) как нативные, так и синтетические пептиды вызывали значительное ингибирование активности кальцинейрина. Нативные пептиды ингибировали активность фермента на 87, 94, 99, 98 и 85% для ПФ։, ПФ2, ПФ3, ПФ4 и ПФ5 соответственно. Синтетические пептиды СПЬ СП2, СП3 и СП4 ингибировали активность фермента на 76, 87, 94, 77% соответственно (данные относительно ингибирующего воздействия ПФ1-5 и СП։_4 приведены с вычетом базальной активности фермента, определенной в отсутствие Са2՛՜ и кальмодулина в инкубационной среде). Следует, отметить, что наибольшим ингибирующим воздействием на активность кальцинейрина обладали ПФ3 и соответствующий ему по структуре СП3. Эти пептиды снижали активность фермента до уровня базальной активности.Были определены величины Ki (рис. 2) для кальцинейрина относительно ПФ1-5 и СП,_4. Оказалось, что ПФ4-в и СП]_4 имеют близкие величины К։. Величина К։ для ПФ1-5 находится в диапазоне от 1,9-10-® М до 2,8-10-՞ М; для СП|_4 величина К։ находится в диапазоне от 2.5-10՜9 М до 3,1-10՜ М®.Учитывая обнаруженную нами ранее способность ПФ։_5 вызывать Са2+-незавнсимое активирование КЛЦМ. и кальмодулинчув-144



ствителыюй ФДЭ сАМР [4—6] путем Са2+-независимого связывания с молекулой кальмодулина [7, 8], исследовали влияние как ПФ։_5, так и СП,֊., на активность кальцинейрнна в отсутствие Са2+. Инкубационная среда содержала при этом кальмодулин и 1 мМ ЭГТА. Как видно из рис. 1, а (8—12) и б (7—10), ПФ։, ПФ2, ПФ3, ПФ,„ ПФ3 ингибируют активность фермента (которая в данном случае равна базальной активности кальципсйрипа, определенной в отсутствие Са2+ и кальмодулина) в отсутствие Са2+, но в присутствии кальмодулина (360 нМ) на 54, 24, 59, 33 и 24% соответственно; синтетические пептиды также вызывали Са2+-независимое ингибирование активности кальцинейрнна в присутствии кальмодулина па 35, 48, 37, 19% для СП;, СП2, СП. и СП.։ соответственно. На основании полученных результатов можно предположить, что ПФ1֊5 и СП|_4 являясь, по-видимому, аллостерическими регуляторами кальмодулина, связываются с ним и образуют комплекс кальмодулин— пептид, который, в свою очередь связываясь с СЕ А, содержащей кальмодулинсвязывающий домен, вызывает определенные конформационные изменения в молекуле кальцинейрнна, ведущие к ингибированию его активности. Обнаруженный нами факт ингибирования ак-
Рис. 2. Определение величин К| для каль- 
цппейрииа относительно корокаросужива- 
ющего пептидного фактора (ПФ), выде
ленного из гипоталамуса крупного рога
того скота. V—относительная флуоресцен
ция при 445 нм; [ПФ3]—иг ПФ3 в пробе. 
12,5 нМ кальцинейрнна инкубировали с 
набором концентраций ПФ3 (1—15 иг) в 
течение 10 мин при комнатной темпера
туре, затем добавляли 0.7 мкМ пли 
1,4 мкМ 4-МУФ и инкубировали 1 ч 

при 32°тпвпости кальцинейрнна под влиянием вышеуказанных пептидных факторов как в присутствии Са2+ и кальмодулина, так и в отсутствие Са2+ (но в присутствии кальмодулина коррелирует с данными, полученными нами ранее с использованием метода фермеитзависимого иммуносорбентного анализа (ELISA)), свидетельствует о том, что Г1Ф1-5 связываются с кальмодулином как в присутствии, так и в отсутствие Са2+. Кальцииейрин оказался хорошей моделью для демонстрации этой особенности ПФ|֊5.Как было сказано выше, учитывая, что СЕ В кальцинейрнна имеет высокую степень гомологии (35%) [14] с кальмодулином, мы пе исключали также возможности прямого воздействия ПФ,֊։ на фермент путем связывания с СЕ В, поскольку ПФ1--5 обладают высоким сродством к кальмодулину (К<1 = 2—10 иМ). Поэтому мы исследовали влияние ПФ1-5 и СП։_.։ на активность фермента в отсутствие как Са2+, так и кальмодулина в инкубационной среде. В этом случае мы также наблюдали ингибирование активности фермента (рис. 1, «, 14—18; б, 12—15), однако оно было выражено 145:
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значительно слабее, чем в случае, когда инкубационная среда содержала кальмодулин. Нативные корона росужнвающие пептиды ингибировали активность фермента на 8, 18, 25, 11, ТВ% для ПФ։, ПФ2, ПФ3, ПФ4 и ПФд соответственно. Синтетические пептиды ингибировали активность кальцинейрина в этом случае на 7, 13, 20, 10% для СП։, СПо, СП3 и СП., соответственно. На основании полученных результатов можно было предположить, что прямое воздействие ПФ.. 5 и СП. .j. очевидно, имеет место, и, по-видимому, все же через связывание с СЕ В. Однако прямое воздействие ПФ, _5 и СП|.֊4 на фермент выражено лишь в незначительном ингибировании его активности, и, по всей вероятности, если предположить, что и в условиях in vivo ПФ ։_s могут принять участие в регуляции активности кальцинейрина, то эти пептидные факторы будут оказывать воздействие на активность фермента путем связывания с кальмо- .дулином.Недавно пептид, названный LVV-геморфин-б, соответствующий фрагменту 32—40 0-цепн гемоглобина, был выделен из гипофиза человека [23]. Было обнаружено, что этот пептид обладает сильным опиоидным свойством, кроме того, является ингибитором ангиотен- -зинконвертирующего фермента, то есть препятствует образованию сильного сосудосуживающего агента—ангиотензина И [24]. Эти данные косвенно подтверждают наши результаты, поскольку логично предположить, что данный пептид, содержащий аминокислотную последовательность ПФ ։_3 [6, 17], обладающих, как известно, и сосудосуживающими свойствами [3, 4], может конкурировать с ангиотензином И путем ингибирования активности ангиотензинконверти- рующего фермента.Таким образом, фрагмент 32—41 0-цепи гемоглобина содержит биологически активные пептиды и до сих пор имеются сообщения о выделении этих пептидов только из двух источников: гипоталамуса и гипофиза [3, 23]. Поскольку гипофиз и гипоталамус принадлежат к тем отделам мозга, где ГЭБ наиболее уязвим [25—27], можно предположить, что вышеуказанные биологически активные пептиды, образуясь из гемоглобина в результате его ограниченного протеолиза при различных физиологических или патологических состояниях организма, проникают в гипоталамус и гипофиз и принимают участие в различных метаболических процессах, в том числе и в регуляции активности Са2+-кальмодулинзавнсимых систем, путем связывания с кальмодулином.С помощью метода ELISA нами было обнаружено, что ПФ։--, изменяют чувствительность кальмодулина к ТФП [7, 8], а также к другим антагонистам кальмодулина [32]. Учитывая эти данные, мы исследовали кооперативное воздействие короиаросуживающих пептидов и ТФП па активность кальцинейрина. В экспериментах были использованы ПФ3 и СП3, которые в концентрации 10 пМ ингибировали активность кальцинейрина до уровня базальной. В свою очередь, ТФП в концентрации 50 мкМ также ингибировал актив- 146



кость кальцинейрина до уровня его базальной активности. Полученные результаты (таблица) показали, что при кооперативном воздействии ПФ3 и ТФП, а также СП3 и ТФП на активность кальцинен- рииа происходило уменьшение ингибиторного эффекта, вызываемого каждым из этих соединений в отдельности. По-видимому, в данном случае, в результате образования комплекса кальмодулнн-пептид- ТФП происходят определенные изменения в конформации кальмодулина, отличные от тех, которые происходят при его связывании с пептидом или с ТФП. Комплекс кальмодулин-пептид-ТФП, в свою очередь, связываясь с СЕ Л кальцинейрина, соответствующим образом изменяет и активность фермента.
Таблица 

Кооперативно': воздействие коронаросужнвнощих пептидных факторов 
(ПФ, и СП3) и трифторперазина (ТФП) па активность кальцинейрина

Согднленнл Относятся пая 
активность. %

Са’+ 18
альм дул:::: ; ЭГ;А IV

С ■ ■; кальмодулин 1'.'0
С::’’ . ::ал:.:.:олул::и .ИФ, 21
С.-.’ . кальмодул:::: СП, •) •>
Са71 л к льмодух и:-к 1ФП 20
Са'г •;֊ кальиодулпи :ФП 41
Са’- : Кальяо ули:: ГП; ТФП 44

Примечание. Исследус՝ ՛ ю соед||цсни:1 применялись и следующей концентрации: 
кальмодулин—360 нМ, СаС12—0,3 мМ, ЭГТА—I мМ, кальцкнейрин—12.5 иМ, ПФ3— 
1<> пМ, СП3—10 нМ. ТФП—50 МкМ.

ТФП п пептид проинкубировали 10 мин при комнаткой температуре вместе 
о калышнепрниом, ,:.ттем добаплялл субстрат (I мкМ 4֊:МУФ) и . инкубировали 
1 ч при 32°.Как известно, многие антагонисты кальмодулина применяются в качестве лекарственных препаратов: фенотиазнны (ТПФ и хлорпромазин) как антипсихотики [30], алкалоиды винбластин и винкристнн при химиотерапии опухолей [31]. Эти препараты токсичны и оказывают побочные отрицательные эффекты на организм человека. Поэтому обнаруженный нами факт изменения чувствительности кальмодулина [7, 8], а также Саг+-кальмодулннзависимого фермента— кальцинейрина к ТФП под влиянием коронароеуживающнх пептидов (ПФ3 и СП3) может иметь и практическое значение при создании менее токсичных препаратов.Мы предполагаем продолжить и углубить эти исследования с вовлечением более широкого спектра Са24, кальмодулинзавнеимых ферментов и более широкого набора антагонистов кальмодулина.Авторы приносят 'благодарность д. х. н. Я. В- Возному, (Институт биохимии АН Армении) за предоставление 4-МУФ и 4-МУ и д-ру Ф. Лоттшпайху (Институт биохимии им. Макс-Планка, Мюнхен, ФРГ) 3:1 предоставление синтетических пептидов. 147



THE IN'VESTIDATION OF THE EFFECT OF NATIVE AND SYNTHETIC CORONAROCONSTRICTORY PEPTIDE՜FACTORSON Cs։ \ CALMODULIN-DEPENDENT PHOSPHOPROTEIN PHOSPHATASE ACTIVITY
BARSEGIAN K. S.. BARKHUDARYAN N. A.. GALOYAN A. A.

H. Ch. Buniatian Listitue of Biochemistry, Acad. Sci. of Armenia, YerevanThe influence of native aid synthetic coronaro-constrictory peptide factors IPF,-5) 0:1 the Cj-?, Ca'^-dependent ph isphoprotelnjjphosphatase (calcineurin) activity has been investigated. Phosphatase activity was assayed by spectroflu >.Tm.‘trie a>s ly using 4-methylutnbeiliferyl phosphate (4-MUP).It has been determined th it as native as well as synthetic peptides are sensitive inhibitors for calcineurin with Ki 1,8—2,5-10՜’ M for native peptides and Kt 2,2—3,1 TO՜’ M for synthetic ones.During the investigation of cooperative influence of coronary cos- strictory peptides and TFP on calcineurin activity it has been discovered that ths inhibitory effect of these compounds on calcineurin activity decreases. The possibility for PF,-; participation in the regulation of calclnc- urin activity in vivo is discussed.
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УДК "577.154.313+ 591.48-ВЛИЯНИЕ ВАНАДАТА НА СКОРОСТЬ ДЕФОСФОРИЛИРОВАНИЯ ФОСФОЭФИРОВ В РАЗЛИЧНЫХ ОТДЕЛАХ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ
ПАРСАДАНЯН Г. К., АДУНЦ Г. Т„ АДУНД Г. Г., ТЕР-ТАТЕВОСЯН Л. П. 

Институт биохимии НАН Армении, Ереван

Ванадий относится к необходимым микроэлементам с малоизученной биологи
ческой функцией. В наших .экспериментах обнаружено значительное понижение ан
тичности щелочной и кислой фосфатаз в нервной ткани (in vitro), зависящее от 
концентрации ванадата (10֊у—К)՜֊1 М). Более того, наблюдалось явное снижение 
чувствительности этих ферментов к VO-- при переходе от высших и относитель
но молодых отделов НС (полушария, мозжечок, продолговатый мозг) к древним. 
Активность фосфонротеинфосфатазь! также ингибировалась в различных структурах 
ткани ».озга, однако в спинном мозгу Низкие 'концентрации ванадата (!0-s М) 
вызывали определенное повышение активности фермента. Лишь при "повышении 
концентрации до 10՜։ М ванадат, оказывал умеренно ингибирующий Эффект. Об
суждается возможность "сущ. ГПИ1ППК1Ш 1։ НС филогенетически разных фор.՛.! фосфо- 
протеипфосфатазы, отличающихся по их чувствительности к ванадату.К настоящему времени установлено значительное распространение ванадия во внешней среде, высокое содержание его соединений в отходах и продуктах производственной деятельности современной цивилизации.Соединения ванадия могут поступать в организм через дыхательный и пищеварительный тракты, а также через кожу. Оставшийся в организме ванадий откладывается в печени и костях. Ванадий способен проникать через ГЭБ. Но данным миоговариаптиого анализа, существует явная корреляция между соединениями ванадия в воздухе и общим уровнем смертности людей [1]. Интимный механизм взаимодействия между ванадием и ферментами пока остается открытым. Слабая изученность последствий, вызываемых воздействием производственных соединений ванадия на тс или иные звенья метаболизма, послужила основанием для рассмотрения действия различных концентраций ванадата па активность некоторых ферментов, функция которых связана с переносом или отщеплением фосфатных группировок: фосфопротеинфосфатазы (ФПФаза, К.Ф. 3.1.3.16), щелочной (ЩФаза) и кислой (КФаза) фосфатаз (КФ 3.1.3.1 и 3.1.3.2—соответственно). ՛ | 150



Материалы и методыВ опытах использован головной и спинной мозг беспородных кроликов-самцов массой 1,8—2,2 кг.Активность ФПФазы выявлялась в гомогенатах тканей (1:5 в/об) методом, основанным на определении отщепленного ферментом фосфора фосфопротепнов без их предварительного протеолиза [2], п выражалась в Е (пМ Р/мин на г ткани).Для определения активности ЩФазы использовали 2 .мМ раствор /(-питрофенилфбефата Na («Serva», ФРГ). Об активности фермента судили по количеству отщепившегося при pH 9,6 «-нитрофенола [3], с некоторыми модификациями : вместо аммиачной буферной смеси при определении ЩФазы использовали 20 мМ мединало- вый буфер. .Активность КФазы определяли в тех же условиях, но при pH 4,6. Результат ы исследо ва н и яИнформация относительно возможной регуляции процессов фос- форилированпя-дефосфорнлирования внутриклеточных ФП ванадатом ограничена, главным образом, данными о воздействии на некоторые протеипкипазы, о ФПФазах же сведения крайне отрывочны и противоречивы [4—7]. Так, в зависимости от источника фермента, условий среды инкубирования и концентрации используемых соединений ванадия, в опытах in vitro был обнаружен как его активирую)! Щий эффект на ФПФазу [8], так и ингибирующий [5, 7]. Исходя из этого, представляло интерес выявить особенности пострсцептор- пого действия ванадата на ФПФазу в различных отделах головного и спинного мозга. Результаты опытов, в которых об активности ФПФазы судили по скорости отщепления неорганического фосфата от сериновых и треониновых остатков молекулы казеина, приведены в табл. 1.ФПФазная активность максимальна в больших полушариях мозга (152 Е), достаточно высока в продолговатом мозгу и мозжечке (104 и 95 Е, соответственно) и последовательно снижается при переходе от верхних отделов спинного мозга к нижним. В поясничном отделе она в 2,5 раза ниже, чем в больших полушариях. Однако различия эти не ограничиваются чисто количественными параметрами (табл. 1). При использовании широкого диапазона концентраций эффектора ванадата аммония (от 10-’ до 10՜3 М) выяснилось, что в наиболее «молодых» структурах (больших полушариях и продолговатом мозгу) фосфатазная активность относительно К казеину достаточно резистентна к присутствию ванадата в малых и средних концентрациях (10՜9—10֊6 М) и умеренно ингибируется (на 40__ 50%) мпллнмолярными его концентрациями. При анализеУровня активности в более «древних» образованиях головного мозга, и особенно в отделах спинного мозга, выяснилось, что ФПФаза моз-151



Влияние ванадата на активность фосфопротсннфссфатазы в отделах 
головного и спинного мозга (нмоль Р„ /г ткани/мнн) (п=6)

Таблица I

Конценграцк

Отделы —
Норма 10-» 10 ’ 10֊’ 10—* 10-ь ю-< Ю-з

Большие полуша
рия 152+14 114,4+1,0 113,7+14,0 126+6 132+9 106+5 88+5 74+6

Мозжечок 95+8 97+9 98,8+10,0 102,6+9,0 106+10 119+16 86+8 49+4

Продолговатый 
мозг 104+10 99.8+9,0 97.7+7,0 83+11 78+6 74,8+5,0 75,9+5,0 62,4+4,0

Шейный отдел 79+6 105+6 106+8 127+10 116+7 85,3+8.0 61.9+5,0 31,6+4,0

Грудной отдел 83+6 85+6 86+7 103+7 103+5 95±б 81 + 1 51+4

Поясничный отдел 60+7 90+6 103+8 121+8 123±9 89+8 68+6 51+6



жсчка активируется примерно на 30% 10~5М ванадатом, хотя более высокие концентрации этого лиганда (10~3М) почти вдвое понижают ферментативную активность. Максимальный положительный эффект обнаружен нами в отношении ФПФазы поясничного отдела спинного мозга, где активность фермента повышалась более чем вдвое в присутствии весьма низких концентраций ванадата (10՜7—10~6М). Некоторое активирование ФПФазы ванадатом (10՜7—10-5М) наблюдалось и в гомогенатах шейного и грудного отделов спинного мозга (па 25—30%), хотя и при увеличении содержания ванадата в среде до 10֊3М активность фермента подавлялась соответственно на 60 и 35%. Активирование ванадатом обнаружено и в отношении высокомолекулярной ФПФазы из печени крыс [8]. В этом случае авторами былЬ обнаружено 50%-ное активирование 10~5М ванадатом. При более высоких его концентрациях (10-*—10“3М) этот эффект несколько ослабевал. Mourek [9] установлен факт активирования ванадатом (Ю՜5—10-|0М) другой фосфатазы—Na+, К+-стимулируе- мой АТФазы в коре, подкорковых структурах и Mrdtrlla oblongata У молодых крыс. У взрослых же животных или при более высоких концентрациях ванадата проявлялся ингибирующий эффект.Полученные нами результаты позволили дать ответ на некоторые принципиальные вопросы. Не исключая возможности действия ванадата .путем активирования тирозинкииазной активности инсулинового рецептора [4] и другие дистанционные механизмы управления внутриклеточными процессами, мы обнаружили факт прямой in vitro регуляции ванадатом активности ФПФазы в нервных клетках, причем характер его воздействия в значительной мере определялся особенностями метаболизма и функций отдельных участков ЦНС. По мере перехода от филогенетически древних՜ образований к более молодым отмечалось исчезновение активирующего эффекта наномолярных концентраций ванадата и превалирование нсспепи- фичного ингибирования ФПФазы высокими дозами этого препарата.Что касается данных литературы о результатах взаимодействия ванадата с. фосфатазами, гидролизирующими низкомолекулярные фосфорные эфиры, бросается в глаза их противоречивость и разрозненность [5,9—11].По нашим данным, в различных структурах головного мозга активность щелочной фосфатазы в норме оказалась значительно выше> чем в изученных отделах спинного мозга (табл. 2). В шейном и грудных отделах активность этого фермента не превышала 30—40% от фосфатазной активности больших полушарий.Как видно из табл. 2, наибольшей чувствительностью к ванадату отличалась щелочная фосфатаза полушарий. В концентрации 10֊3м ванадат примерно в 15 раз подавлял ее активность. В различных структурах спинного мозга активность щелочной фосфатазы ингибировалась в 6—9 раз в присутствии 10-3М ванадата в среде. Несколько большую резистентность щелочной фосфатазы грудного и поясничного отделов спинного мозга по сравнению с ферментом 153



из коры полушарий установили в присутствии низк-их концентраций ванадата (10-®М).Согласно полученным памп данным (табл. 3), сходное воздействие оказывал ванадат па активность кислой фосфатазы в указанных выше отделах НС. Ранее было показано ингибирующее действие ванадата па активность КФазы из других тканей крыс [12].
головного и спинного мозга (нмоль л-нитрофенола/г ткани/мин) (п=6)

Таблица 2՝
Влияние ванадата на активность щелочной фосфатазы в различных отделах

Ко и. еитра ни
(М) , Норма

< т. еды
10-7 10- ’ ю •• 10-< 10-։

1 олыпиг полушария 
>՝։< зже ок 
Продолговатый ։ озг 
Шейный отдел 
Г। удной от ел 
Пояс тчный от. ел

2'5+15 
280+7
274-18
127+։ 1
85+10

168-г 19

257+18
238+7
2 5+2.)
1 ’$.+10
81+11

161+1՝

237+22 
? 16+20 
250+21 
120+8
73+10 

161-1-8

164 + 10 
145+9 
165+12
66т 6
52+4
80-6

74+4
75+5
72+х

16.5+3 
36+4 
36+3

19+3
31+4
31+4

13,6+2,5- 
14+3 
20+2

головного и спинного мозга (нмоль «-нитрофенола /г ткани/мнн) (п=6)

Таблица 3
Влияние ванадата на активность кислой фосфатазы в различных отделах

-—֊^Кон е11ТРа ии

Отделы —

Норма 10 ■ 10г« Ю-л 10 ‘ 10 3

Большие полушария 1639+60 1410+53 950-1՜ 45 491+21 ■ 80+20 262+19
Мозжечок 1.-8 .т47 1512 т 40 1167+37 677 т 23 395+21 305+12
Г1 одолгиватый мо г 946+.13 88н+32 823+0 533+26 344+14 335+14
Шейный отдел 597-г 31 5'9+29 41б֊ь2<; 395+28 387-14 288+20
Г, удной отдел 189-Т27 489*3՛ 4О2т-16 291+20 230+8 218+16
։ ОИСлИЧ Ы.1 отдел 63113.’ 630+43 540+3։ 487+19 374+22 310 + 11Обсуждение результатов

<* Одной из причин возрастающего в ,последнее время интереса к биохимии ванадия является возможная регуляция им углеводно- фосфорного обмена. Среди путей регуляции ванадатом обменных процессов посредством фосфорилирования тирозиновых остатков белков часто упоминается инсулин подобный механизм его действия на уровне изолированных клеток, тканей, очищенных инсулиновых рецепторов [13, 14], а также на диабетических крысах [15]. Поскольку химия соединений ванадия является весьма сложной [16], непросто сопоставить результаты непосредственного действия ванадата на компоненты клетки и данные о его воздействии на целостный организм. Биологические механизмы, которыми осуществляется его участие в регуляции углеводного обмена недостаточно ясны. Получены противоречивые данные о влиянии ванадата на активность различных фосфатаз, аденилатциклазы, фосфофруктокиназы, глюко154



киназы и др. [6]. Большой интерес представляет вероятная регуля|- Ция им деятельности протеннкиназ и ФПФаз, контролирующих углеводный обмен. При оральном введении метаванадат нормализовал содержание глюкозы крови и стимулировал, подобно инсулину, линогенез в жировой ткани у крыс, страдающих стрептозотоциновым диабетом [17]. В целом, как и под действием ФПФаз, в присутствии ванадата наблюдался сдвиг в метаболических процессах от катаболизма к анаболизму. В опытах на интактных клетках обнаружено, что этот эффектор повышает активность гликогенкшнтазы 
в адипоцитах [18]. Подобно инсулину, ванадат противодействовал активирующему действию адреналина на гликогенфосфорилазу. Имеются убедительные доказательства в пользу того, что ванадат способен напрямую активировать тирозинкиназную активность инсулинового рецептора [4]. Скорее всего, причина этого заключается в том, что подобные реакции протекают с образованием промежуточных соединений, в которых присутствует пятивалентный фосфор [19].В наших экспериментах ФПФазная активность различных отделов ЦНС крыс слабо (поясничный, грудной отделы спинного мозга) или умеренно (большие полушария, мозжечок) ингибировались ванадатом в концентрации 10~3М. В то же время, в пределах 10*— 10՜° М концентраций этого эффектора ФПФазная активность в поясничном и шейном отделах спинного мозга значительно (в 1,5— 2 раза) возрастала, тогда как в больших полушариях и продолговатом мозгу несколько понижалась. Поскольку ранее Парсаданяном и соавт. [20] было установлено наличие множественных форм ФПФаз в нервной ткани, можно предположить, что полученный нами эффект является суммарным, и в нервной ткани наряду со слабо ингибируемыми сериновыми фосфатазами имеются и более выражено ингибируемые трионииовые ФПФазы, причем удельное содержание последних нарастает но мере приближения к наиболее сложным и филогенетически молодым формированиям головного мозга. По-видимому, сериновые фосфатазы широкого профиля действия сформировались па более ранних этапах возникновения и развития много- и даже одноклеточных организмов, тогда как более селективные тирозииовые ФПФазы, предназначенные для регуляции узкого круга фосфорилированных по тирозину белков, возникли на более поздних этапах филогенеза. В предварительных опытах, проведенных в лаборатории Р. Сопеп (Университет Dandy, Великобритания) на очищенных препаратах ФПФаз 1 и 2А Г. К. Парсаданяном было показано, что они резко отличаются чувствительностью к ванадату (неопубликованные данные).Примечателен феномен активирования некоторых ФПФаз низкими концентрациями ванадата (табл. 1). Можно предположить, что в этих концентрациях ванадат взаимодействует с высокоаффпнным аллостерическим участком молекулы фермента, тогда как в более высоких концентрациях лиганда преимущественно проявляется не155



специфичное конкурентное взаимодействие по участку связывания • молекулы фосфоэфира. В литературе также имеются единичные данные о том, что некоторые фосфатазы [9], в том числе и ФПФазы [8], активируются микро- и наномолярными количествами ванадата. В дальнейшем нами предполагается изучить кинетику взаимодейст-- вия ванадата с отдельными молекулярными формами ФПФаз.THE EFFECT OF VANADATE ON THE VELOCITY OF DEPHOSPHORYLATION OF PHOSPHOETHERS IN DIFFERENT PARTS OF NERVOUS SYSTEM
PARSADAX’IAN H. К , ADUNTS G. T._ ADUNTS G. G„ TER-ГЛ I EVOSIAN L. P.

11. Ch. Bunlatian Institute of В ocbcnHsiry, Acad. Sci. of Armenia, 
YerevanVanadium is one of the necessary tnlcroelemenis with less studied biological function. In our experiments it is discovered a noticeable decrease of alkaline and acid phosphatase activity in nerve tissue (in vitro),, depending on the concentration of vanadate (10՜’֊ 10—1 M). Moreover, it was noted the obvious decrease of the senseability of these enzymes to VOj՜ at passing from the highest and relatively young parls of NS (hemispheres, cerebellum, medulla oblongata) to archaic ones. Phtspho- proteln phosphatase iPhPFhase) activity was also inhibited in different structures of brain tissue, but in spinal cord the low concentrations ot vanadate (10—'•M) caused a certain increase of the enzyme activity. Only at the increase of the concentration to 10—’ M vanadate made a moderate inhibiting effect. It is discussed the possibility oi the existence of phylogenetically various forms of phpsphoprotein phosphatase in NS differing by the sensibility to vanadate.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. IT; № 2, 1992

УДК 577.152.ИЗОЛИРОВАНИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫХ ФОРМ АМР-ДЕЗАМИНАЗЫ ИЗ НЕРВНОЙ ТКАНИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА
ШАРОЯН С. Г.. МАРДАНЯН С. С., АРУТЮНЯН А. В.

Институт биохимии им. Г. X. Буиятяиа НАН Армении, Ереван

Разработай метод выделения АМР-дезамйназ из различных отделов мозга: се
рого вещества и впервые из аденогипофиза крупного рогатого скота. Для гра
диентной э.иоцки фермента с аффинного сорбента фосфоцеллюлозы РН применен 
широкий диапазон концентраций KCI (0,2—2,0 ЛА). Разработан чувствительный ме
тод определения ферментативной активности ио флуоресценции комплекса о фталь- 
альдегида (ОФА) с продуктом реакции аммиаком. Использованные методы позво
лили показать, что в изученных отделах мозга АМР-дсзамнназа представлена в 
шести молекулярных формах. Проведено также сравнительное исследование не
которых кинетических свойств количественно наиболее доступных форм фермент.-..

AMP-деза миназа (КФ 3.5.4.6 АМР-аминогидролнза) в различных животных тканях представлена несколькими молекулярными формами. Ogasawara и соавт. посвятили ряд работ исследованию спектра этих форм ферментов в различных тканях животных [1, 2] и человека [3, 4]. Оказалось, что скелетная мышца, ночки и сердце содержат по одной тканеспецифичной форме фермента, а мозг, печень, поджелудочная железа, селезенка, легкие характеризуются присутствием в них нескольких молекулярных форм фермента. Позднее Raggi и соавт. [5] показали существование в мышцах (в зависимости от гистологического типа) двух различных изоформ АМР-де- замипазы. Ogasawara и соавт. [6] и Арутюнян, Ловепштейн [7J исследовали изоферментный состав АМР-дезамнназы мозга животных. Было показано присутствие в мозгу крыс 5-и молекулярных форм фермента, представляющих собой продукт гибридизации в различных соотношениях его двух форм, характерных для сердца (С-форма) и почек (В-форма). Из головного мозга крупного рогатого скота до настоящего времени фермент был выделен лишь в виде одной молекулярной формы [8, 9].Для получения более обстоятельной информации о природе АМР- дезамнназы нами были предприняты исследования ио изучению фермента из различных отделов мозговой ткани крупного рогатого скота. Полученные результаты свидетельствуют о существовании шести молекулярных форм АМР- дезаминазы в гипофизе и сером 158



веществе мозга, что представляет существенный интерес в развитии представлении об органной локальной специфичности изученного фермента, выражающейся, в частности, в наличии его молекулярных разновидностей. Материалы и методыОпределение ферментативной активности AMP-дезаминазы производили в 0,8 мл инкубационной смеси следующего состава: 100 мкл раствора фермента, содержащего примерно 40 мкг белка,. 2 мМ АМР, 2 мМ ADP или АТР, 40 мМ имидазол-HCl буфер, pH 7,0. Смесь инкубировали при 37° 10 мни, реакцию останавливали добавлением 0,5 мл этанола. Количество образовавшегося аммиака определяли согласно методикам, указанным в литературе: [10—12] с некоторой модификацией. Метод основан на флуоресцировании комплекса ОФА-ЙИ« при нейтральных pH в присутствии 2-меркаптоэтанола при =413 нм и = 485 нм. Наличие в. растворе аминокислот, пептидов и белков нс мешает определению- аммиака, ибо флуоресценция комплексов ОФА с перечисленными первичными аминами проявляется при значениях pH выше 9,0 и при Других параметрах флуоресценции. Для определения аммиака к каждой пробе добавляли по 0,2 мл 0,1-процентного раствора ОФА в 0,1 М К-фосфатном буфере, pH 7,0, содержащем 1,5 мМ 2-мер- Каптоэтанола. Пробы выдерживали в темноте в течение 1—2 ч. В случаях выпадения белкового осадка его удаляли центрифугированием и измеряли флуоресценцию прозрачного раствора. Содержание- контрольных проб было идентично опытным, добавление же этанола производили до начала инкубации. Активность фермента выражала либо в условных единицах флуоресценции, либо же в мкмоль аммиака, образующегося в течение 1 мин. Для этих расчетов была построена калибровочная кривая зависимости относительной флуоресценции комплексов ОФА-МН< от концентрации аммиака. В качестве стандарта использовали хлорид аммония. Величину У .А. фермента выражали в мкмоль аммиака/.мип/мг белка.Содержание белка определяли по методу Bradford [13].Использовали фосфоцеллюлозу РП («Whatman», Англия), ОФА, АМР ц GTP («Scrva», ФРГ), 2-меркаптоэтанол, ADP и АТР («Sigma», США), а также другие реактивы (х.ч. и ч.д.а.) отечественного производства.Спектры поглощения регистрировали на спектрофотометре SPECORD UV VIS (ГДР), флуорометрические измерения проводили при комнатной температуре на спектрофлуорометре MPF-44A («Perkin-Elmer», США) в квадратных кюветах с длиной оптического пути I см. Результаты и обсуждениеAMP-дезаминазу из исследованных тканей выделяли идентичным путем, используя обычно применяемые методы очистки фермента [9, 159



14]. 200 г очищенной от пленок ткани измельчали скальпелем и гомогенизировали в 5-кратном объеме 20 мМ К-фосфатного буфера (А), pH 7,0, в гомогенизаторе РТ-1 при скорости 8000 об/мин в течение 2 мин. Гомогенат центрифугировали при 6000 % на протяжении 1 ч и фильтровали через два слоя марли. К супернатанту добавляли КС1 до конечной концентрации 50 мМ и вносили фосфоцеллюлозу, уравновешенную буфером Л, содержащим 50 мМ КС1. Смесь размешивали на магнитной мешалке в течение 1 ч и после отстойки надосадочную жидкость сливали. Фосфоцеллюлозу с ад-
Характеристпки молекулярных форм АМР-дезамииази из аденогипофиза 

и серого вещества мозга крупного рогатого скота

Фракция
Концентра ня KCI 
при котор й элю
ируется данная 
фракция (М)

в ре: к иях д-зэмиии- 
ровання АМР (м Л)

аденогипофиз серое п֊1ц.с.вэ 
мозга

I 0.4—0,6 З.о 2.0
I! 0.7-0.8 8,0 3,0

II! 0,95—1,05 4,0 4.5
IV 1.25-1,27 7,5 6.0
V 1,4-1.5 9,0 

12
—.

VI 1,7—1,8 —

сорбированными белками промывали тем же буфером и переносили в колонку (X10 см), которую промывали 250-миллилитровым порциями буфера А, содержавшего соответственно 0,1 и 0,2 М KCi. Затем применяли градиентную элюцию, используя градиент КС1 в буфере А от 0,2 до2,0 Ai. На рис. 1 представлены полученные при этом элюционные диаграммы по белку и по АМР-дезамнназной активности. Как видно из рисунка, ферментативная активность из обоих источников элюируется в 6-и инках, и, хотя общий вид профиля элюции ио белку и по активности несколько отличается для двух использованных тканей, все 6 изоферментов элюируются примерно при одинаковых концентрациях KCI, приведенных в таблице. Для дальнейшей очистки изоферментов каждую фракцию разбавляли водой в 2—3 раза и снова наносили на колонку с фосфоцеллюлозой, уравновешенной буфером А и содержащей соответствующую концентрацию КС1. После этого белок элюировали буфером А, содержащим 1,5 М КС! для I—III фракций и 2,0 М КС! для IV— VI фракций. Полученные таким образом препараты фермента использовали для кинетических исследований. На рис. 2 представлена типичная зависимость скорости реакции деаминирования АМР от концентрации субстрата без регуляторов и в присутствии ADP и АТР для изоферментов II из аденогипофиза (А) и из серого вещества мозга (Б). В таблице приведены значения кажущихся ве
160



личин Кп> для изоферментов из обеих тканей. Примечательно, что в отсутствие активаторов кривая имеет явно выраженную сигмоидальную форму, а при наличии в реакционной среде АТР или ADP зависимость скорости реакции от концентрации субстрата становится гиперболической, причем АТР является более эффективным активатором, чем ADP. Аналогичные кривые получены для всех изоферментов из обеих тканей. Для оценки числа субстратсвязывающих

Рис. 1. Хроматография растворимой фракция экстракта аденогипофи
за (а) и серого вещества мозга (б) с фосфоцеллюлозиой колонки: АМР- 
дезаминазная активность (®-®). поглощение при 278 им (О֊ О). 
Градиент КС1 (---------) осуществляли между концентрациями 0.2 и
2.0 М объемами по 250 мл. Фракции собирали по 10 мл. По осн абс
цисс—номера элюируемых фракций, но осн ординат—активность фракций 

(мкмоль ЫН./мип)



центров выделенных изоферментов нами бтали определены величины-пк, соответствующие наклону прямой зависимости 1й —— от1б [5]. В отсутствие регуляторов и при среднем насыщении фермента субстратом величины и п для всех фракций оказываются в пределах значений от 3 до 4, ожидаемых для тетрамерных ферментов. В присутствие ЛТР эти величины принимают значения 1 — 1,5, что соответствует снятию кооперативности взаимодействия фермента с субстратом и переходу от сигмоидальной зависимости между активностью фермента и концентрацией субстрата к гиперболической (рис. 2).

Рис. 2. Зависимость скорости дезаминирования АМР изоферментами II 
аденогипофиза (а) и серого вещества мозга (б) от концентрации ЛМР 
в отсутствие регуляторов (Q - О). в присутствии 1.5 мМ ЛТР (® ©), 
в присутствии 1,5 мМ ADP (» - \П:> оси абсцисс—концентрация АМР 

(мМ), по осн ординат—активность фермента (мкмоль NH^/mhh).На рис. 3 приведены характерные для всех изученных фракций кривые зависимости ферментативной активности для изофермента II из аденогипофиза от концентрации активатора АТР и ингибитора GTP. Для этой фракции константа активации, определенная по методу двойных обратных величин, оказалась равной 0,125 ммоль. Величина К։ для GTP, определенная по методу Д1хоп [15], равнялась 0,3 ммоль. Эти значения находятся в пределах величин, обычно наблюдаемых для АМР-дезаминаз.Известно, что ионы одновалентных металлов являются активаторами АМР-дезаминаз из различных источников [16, 17], что подтверждается и в отношении исследованных нами ферментов из мозговой ткани под влиянием ионов калия. На рис. 4 показаны зависимости активности фракций II, полученных из аденогипофиза ։г серого вещества мозга, от концентрации КС1. В обоих случаях отмечается совпадение оптимумов концентрации ионов в пределах примерно 0,1 М, тогда как при более высоких концентрациях прояв- 162



ляется ингибирующее влияние на активность фермента. Эта закономерность прослеживалась во всех изученных .случаях.Таким образом, приведенные данные свидетельствуют о наличии шести молекулярных форм АМР-дезаминазы в двух изученных отделах мозговой ткани крупного рогатого скота. Фермент впервые был выделен из аденогипофиза и разделен на молекулярные формы.Следует заметить, что АМР-дезаминаза из головного мозга крупного рогатого скота была ранее выделена и описана американскими учеными как одна молекулярная форма [8, 9], что создало определенное противоречие с данными других исследователей [6, 7], от-
d

3. о—ЛМР-дегг.'иптзизя активность изофермента П из л.՜;-֊:: 
физа п зависимости от концентрации ЛТР (0-ф)и СТР (х- -х) при 
концентрации субстрата 2 мМ. По осп абсцисс—концентрации ЛТР ч СТР 

(в М), по оси ординат—активность к %.
б. ЛМР-дезаыниазиая активность изофсрмситог. II из аденогипофиза 
(о О) и серого вещества мозга (х— х) в зависимости от концентр 
нин КС1. По оси абсцисс—концентрация КС1 (в М), по оси ордкнзт- 

пктпвиость в относительных единицах.Менявших наличие в цельном мозгу крыс пяти изоферхент в. Факт обнаружения нами в мозговой ткани шести молекуля х1 -I - АМР-дезаминазы можно объяснить, с одной стоРо։’«- брлее широкого диапазона концентрации ., 'l՛ о" 'о рэлюции ферментативной активности в диапазоне 0,2-2,0 М. В рабо тах Setlow, Lowonsteln | 81 и Rhoads ( )] при ,,ссл^՝՝^ Фермента из мозга крупного рогатого скота использовали градиент КС1 0,1 — 1 М. Ogasawara и соавт. при щеле.щванни р I Мента из мозга крыс использовали градиет < . , , •• [ ]•Как видно из рис. 1 и таблицы, большинство молекулярных форм АМР-дезаминазы элюируется с фосфоцеллюлозы при концентрациях выше 1 М, что свидетельствует о том, что ограниченный .n'anasoi֊ концентраций при градиентной элюции являлся основной "1>': " обнаружения лишь одной молекулярной формы Л.1 Р-дезам1 .•- головного мозга крупного рогатого скота. Обнаружение о- > ''Исла молекулярных форм фермента стало возможным >• 



тому, что для определения его активности нами впервые был применен чувствительный флуорометрический метод—определепия аммиака с помощью ОФА, позволяющий выявить с максимальной точностью каномолярные концентрации аммиака в исследуемом растворе в присутствии других аминосодержащих соединений. Спектрофотометрический и колориметрический (с использованием реактива Несслера) методы, использованные ранее в работах Setlow [8], Rhoads и соавт. [9] не отличались столь высокой степенью точности.Следует отметить, что профиль, полученный нами при градиентной элюции AMP-дезаминазы (рис. 1), не совпадает с описанным в работах Ogasawara и соавт. [6] и Арутюняна и соавт. [7] для фермента из мозга крыс. Это отличие касается как концентраций KCI, при которых элюируются фракции АМР-дсзаминазы, так и величин Кш этих фракций. В некоторых исследованиях [6, 7] элю’рованис изофермента производилось при более низких концентрациях KCI, в диапазоне 0,25—0,8 М, тогда как в настоящей работе при 0,8 М КС1 происходит элюирование лишь второго пика активности фермента. При этом наблюдается также некоторое различие в регуляторных свойствах соответствующих молекулярных форм АМР-деза- миназы, полученных нами из мозговой ткани крупного рогатого скота и описанных для фермента из мозга крыс. 'Гак, например, имеются данные [18], что наличие в пробах уже 50 мМ KCI или NaCl меняет характер зависимости ферментативной активности от концентрации субстрата: кривая из сигмоидной превращается в гиперболическую. В нашем же случае в присутствии этих и более высоких концентраций КС1 (100—200 мМ) кривая все еще сохраняет свою сигмоидальную форму. Кроме того, согласно имеющимся данными [18], добавление 2,5 мм АТР оказывает стимулирующее воздействие на активность фермента, изменяя форму кривой только для фракций, элюируемых при низких концентрациях КС1. Фракции же, элюируемые при более высокой ионной силе (0,75 М KCI), остаются нечувствительными к добавке АТР. Полученные нами результаты свидетельствуют об одинаковой степени чувствительности, проявляемой всеми молекулярными формами фермента из мозговой ткани՝ к примененной концентрации АТР.В настоящее время продолжаются исследования по очистке описанных фракций с целью проведения более тщательных кинетических определений и выяснения изоферментной картины АМР-деза- мииазы из мозговой ткани крупного рогатого скота.
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ISOLATION OF AMP-DEAMINASE MOLECULAR FORMS FROM THE CATTLE NERVE TISSUE
SHAROYA?.1 S. G„ MARDAN1AN S. 5., HAROUTJUNIAN A. V. 

II. Ch. Pttniatfaii Institute of Biochemistry, Acad. Scl. cf Armenia, 
Yere. anIt is worked cut an assay for AMP-deaminase isolation from different parts if brain: from g-rey substance and, for the first time from the- cattle's adenohypophysis. For the gradient elution of the enzyme from ■the affinity sorbent of Pll phosphocellulose it is used a large scale of l\CI concentrations (0,2—2,9 M). It is worked out a sensitive method for deteivnination of enzyme activity on fluorescence of O-phtalaldehide complex with ammonia, the product of reaction. The methods used let us show that in the studied parts of brain the AMP-deaminase is represented in six molecular forms. Comparative investigation of some kinetic properlies of one enzyme form (in more available quantities) is made.
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СВОЙСТВА ЭНДОГЕННОГО ФАКТОРА, 
РЕГУЛИРУЮЩЕГО АКТИВНОСТЬ На+, К+-АТРазы

ЕРОХОВ П. А.
Институт биологии развития им. Н. К- Кольцова АН РА

Хроматографией на фекпл-сефарозе проведена частичная очистка регуляторного 
■фактора, выделяемого в инкубационную среду, семявыносящими протоками крысы. 
При дальнейшей очистке изофокусировкой в диапазоне НЭТ 4—7 обнаружены две 
активные фракции (5,1 и 5,9), незначительно влияющие па активность Ма+, К+- 
АТРазы, но их смесь активирует ее также, -как исходная инкубационная сред.:. 
При действии смесей э՛, ՛ фракций в разных соотношениях на Ыа+, К’Г-АТРазу 
обнаружен максимум активации при определенном соотношении фракций. Получен
ные результаты позволяют предположить, что регуляторный фактор состоит из 
двух белков.

Ранее было установлено, что активация или торможение пост
синаптических адренорецепторов вызывает выделение из эффектор
ной клетки веществ (регуляторным фактор), которые тормозят или 
активируют скорость накопления норадреналина в адренергическом 
нейроне, изменяя скорость его синтеза или нейронального захвата 
[1]. Эти данные показывают возможность локальной обратной транс
синаптической регуляции активности адренергического нейрона в со
ответствии с функциональным состоянием эффекторной клетки. Ра
нее было показано, что эти вещества имеют белковую природу и 
регулируют процесс захвата норадреналина через изменение актив
ности М+, К'-АТРазы [2]. Целью настоящей работы является даль
нейшее изучение химической природы этих регуляторов и механизма 
их взаимодействия с На1, К’-АТРазой.

Материалы и методы

Работа выполнена па взрослых, крысах липни массой
180—250 г.

Раствор А содержал (в мМ): №С1 —150, КС1—50, М"С1— 2 и
трпс-НС1—50, pH 7,68; раствор В—КС1—200 и трис-НС1—50 (<1Л- 
1го1», «СаИиосЬет», США), соли для спектрального анализа—отече
ственного производства квалификации ос. ч.

Для получения фактора фармакологическим воздействием в те
чение 1 ч проводили инкубацию изолированных органов (семявыно- 
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сящис протоки пли матки) в растворе А с добавлением 5 мкМ фен- 
толамипа или пропранолола.

Для ультрафильтрации белковых растворов использовали ячейку 
ФМ-001 и фильтры фирмы «Millipore» (США) с Мг исключения 
10 кД. Ультрафильтрацию проводили при температуре 4° под дав
лением азота 4 кгс/см.

Препарат Na+, К+-АТРазы получали экстракцией 6 ДА NaCI из 
сииаптосом мозга крыс [2].

Активность Na+, К+-АТРазы измеряли по образованию неорга
нического фосфата -по методу Lowry, Lopes '[3].

Для определения величины Мг белков использовали электрофо
рез в ПААГ, содержащем ДДС-Na—ДДС [4].

Аналитическую фокусировку проводили в ПААГ, содержащем 
(в %): акриламид—4, метплеп-бнсакриламид—0,0012, манит— 
10, амфолины—2. Толщина геля составляла 0,5 мм. В качестве 
электродных растворов использовали 0,05 NH3PO4 и 0,05 N КОН. 
Для ИЭФ в широком диапазоне pH использовали 2% амфолинов, 
pH 3,5—10, в диапазоне pH 4—7 смесь амфолинов следующего со
става: 1 часть pH 3,5—10, 4 части pH 4—6, 4 части pH 5-—7.

Для ИЭФ белков в мнкропрепаративных количествах использо
вали гранулированный гель сефадекс G-50 (« Pharmacia Fine Chemi
cals^. Швеция). ИЭФ проводили при 4° в режиме стабилизации 
мощностью 6 вт па пластинку 9X12 см (напряжение в начале 
250 В в конце 1200 В). Состав амфолинов был тот же, что и в слу
чае аналитической фокусировки. После окончания фокусирования 
гель собирали шпателем полосками по 5 мм в пробирки и элюиро
вали белки 2 мл 50 мМ трис-HCI буфера, pH 7,6.

Результаты исследования

Инкубационную среду центрифугировали для отделения от кле
ток и наносили на колонку с феннл-сефарозой CL-6B объемом 
15 мл. Колонку промывали раствором В до снижения оптической 
плотности Е280 до исходного уровня. Белки элюировали понижаю
щимся линейным градиентом ионной силы. Для построения гра
диента применяли «UHrograd» (LKB, Швеция), раствор высокой 
ионной силы (раствор В), раствор низкой ионной силы (дистилли
рованная вода). Профиль элюции белков с колонки с фенил-сефа- 
розой CL 6В показан на рис. 1. В дальнейшем проводили выделение- 
фракции, содержащей регуляторный фактор, на фепил-сеефарозе- 
CL GB, используя ступенчатый градиент ионной силы, что позволило- 
сократить время хроматографии и получить более концентрирован
ные фракции. Отмывали колонку от несвязавшихся белков раство
ром В и элюировали активную фракцию, используя раствор В/вода 
(1 :9).

Для оценки эффективности очистки фактора па фсннл-ссфарозе 
CL 6В отдельные фракции, элюируемые с колонки, были сконцент
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рированы ультрафильтрацией. Б них в исходной инкубационной 
среде и в среде, прошедшей через фепил-сефарозу, измеряли белок 
по Lowry [3] (табл. 1).

Таблица 1 
Распределение белка и активности регуляторного фактора 

во фракциях, полученных при хроматографии инкубационной
среды на фенил-сефарозе CL-6B

Элюент Количество 
белка (иМ)

Активность Na+, 
К ‘-Al Разы в про
центах к контролю

Несорбированный 
белок 4205+673 98

250 мМ КС! 20601-215 100
30 и М KCI 1.6+1,2 134

Дистиллированная
564+93вода 96

1 %-мын раствор
тритон Х-100 1272 +230 78

Рис. 1. Элюция белков инкубационной среды с феннл-ссфарозы линей
ным градиентом ионной силы от 200 мМ КС1 до 0. /—поглощение при 

280 нМ, 2—ионная сила

Фракция, содержащая регуляторный фактор, составляет 1/2000 
от общего белка, выделившегося в инкубационную среду, и коли-
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чество белка в ней является наименее стабильным но отношению 
к другим пикам, элюируемым с феннл-сефарозы СЬ 613.

Для проведения ИЭФ (диапазон ИЭТ 3,5-—10) среду, содержа
щую фактор, концентрировали ультрафильтрацией. Исходный объем 
был доведен до 0,5 мл, и 50 мкл были нанесены па ПААГ-пла- 
стинку толщиной 1 мм, содержащую амфолнны. После окончания 
фокусирования дорожку с образцом 50 мкл вырезали, разрезали на

Рис. 2. ИЭФ фракций белков инкубацноной среды, содержащей регуля
торный фактор, полученных на фснпл-ссфаразс: /—исходная среда; 2— 
белки, не связавшиеся е феннл-сефарозой; 3—фракция, элюируемая при 
20 мМ КС1, 4—фракция, элюируемая водой, 5— фракция, элюируемая

1 %-ным раствором тритона Х-100

кусочки по 5 мм вдоль градиента pH и элюировали 1 мл трлс-НСИ 
буфера, pH 7,2, 50 мМ, при 4°. Параллельно так же обрабатывали 
пустую дорожку, ио элюцию проводили дистиллированной водой для 
определения pH. Остальной гель окрашивали Кумасси К-250 (рис. 2). 
Элюаты тестировали но способности изменять активность №+, К4- 
АТРазы. Для этого их разводили раствором Ав 10 раз и дальше 
работали так же, как с инкубационной средой.
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Как видно из табл. 2, вся активность заключена в интервале 
;р'Н 5—6, там же сосредоточена основная масса белка.—

Исходно была проведена аналитическая фокусировка в интер
вале pH 4—7, причем параллельно были нанесены белки и других 
фракций, получаемых при хроматографии белков инкубационной

Таблица 2
Тестирование фракций ,ИЭФ (диапазон ИЭТ 4—9) 

по активности Ма+, К+-АТРазы в V 10-3

pH 4.0 5,0 0.0 6.5 7.0 7,5 8.0 8,5 9.0 Контроль

Активность 2.0 1.8 з.з * 1.5 -’,0 2,0

среды на феннл-сефарозе СЕ 6В (рис. 3, а). Активная фракция, 
получаемая с феиил-сефарозы, содержит большое количество бон
дов, перекрывающих весь интересующий диапазон pH. Однако ДДС- 
форез этих образцов демонстрирует относительно небольшое коли-

Рис. 3. ИЭФ (а) н ДДС-форез (б) фракций белков инкубационной, 
среды, содержащей регуляторный фактор, полученных па фенил-сефа- 
розе: 1 а и 3 б—фракция, элюируемая при 20 мМ 1КС1; 2а, 4 б—фрак
ция, элюируемая водой; 3 а и 5 б—фракция, элюируемая 1%-ны.м. раст
вором тритона Х-100; 4 а и 2 б—белки, не связавшиеся с фенил-се- 

фарозой; 1 б—исходная среда
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чсство белков, причем одни мажор в области 65 кД (рис. 3', б)՛. 
Этот мажорный белок присутствует практически во всех фракциях,, 
получаемых с фенил-сефарозы СЬ 6В, и по Мг соответствует сыво-

Таблица З'
Действие фракций фактора, регулирующего активность 

Ыа+, КЬДТРазы, полученных ИЭФ, ил активность Иа+, К+-АТРазы

Рис. •!. Распределение активности регуляторного фактора при ИЭФ в 
диапазоне pH 4—7. По оси абсцисс—номера фракций. Здесь и на рнс. 5 
по оси ординат—относительная активность Иа+, К'Ь-АТРазы в % к 

контролю

роточному альбумину крысы. Препаративное разделение фракции, 
содержащей регуляторный фактор, полученной на фепил-сефарозе 
СЬ 6В, осуществляли в гранулированном геле, сефадекс 0-50. После- 
окончания ИЭФ гель разделяли на фракции вдоль градиента pH с 
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интервалом 5 мм, из которых элюировали белок раствором А и 
проверяли их действие на Ыа+, К+-АТРазу. Градиент pH был пост
роен так, что в интервале от 5 до 6 на 5 мм геля приходилась 0,1 
единица pH. Результаты тестирования представлены на рис. 4. 
Фракции с ИЭТ 5,1 и 5,9 не вызывают статистически достоверного 
изменения активности На*, К+-АТРазы, но приводят к значитель
ному разбросу активности фермента в параллельных пробах. Од
нако при смешивании их друг с другом (в соотношении '1 : 1 по 
объему) происходит активирование На*, К+-АТРазы (табл. 3). Со
седние фракции таким свойством не обладали. Фракции с ИЭТ 5,1 
и 5,9 были смешаны в различных соотношениях таким образом, 
что концентрация одной фракции линейно нарастала, а другой—

Рис. 5. Зависимость активности Иа+. К+-АТРазы от соотношения ком
понентов фактора

уменьшалась от пробы к пробе. Полученными смесями действовали 
на Иа+, КЛ-АТРазу. Результаты представлены на рис. 5, откуда хо
рошо видно, что активация Иа+, К+-АТРазы происходит в весьма 
узком интервале соотношений компонентов фактора, причем имеется 
ярко выраженный максимум.

Результаты и обсуждение

Регуляторный фактор обеспечивает определенный уровень поступ
ления катехоламинов к клетке за счет отрицательной обратной связи: 
при действии адреноблокаторов активирует нейрональый захват 
катехоламинов и тирозина, при действии адреномиметиков—ингиби- 
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руст. Очевидно, что физиологическим является только один из нак
лонных участков этой кривой (рис. 5), однако сейчас невозможно 
сказать, который из них является физиологическим.

Высокая молекулярная масса между 25 и 100 кД [5] и ИЭТ 
двух фракций регуляторного фактора указывают на его белковую 
природу. Можно предположить, что регуляторный фактор является 
системой из двух ферментов, регулирующих активность Na+, К'՜- 
АТРазы, и через это уровень нейронального захвата норадреналина 
и тирозина [6]. Судя по характеру зависимости активности Na’՜, 
К+-АТРазы от соотношения фракций фактора наиболее вероятным 
.механизмом .действия регуляторного фактора является изменение 
вязкости мембраны.

PROPERTIES OF ENDOGENIC FACTOR REGULATING 
THE ACTIVITY OF Na1՜, K + -ATRase

EROCHOV P. A.
N. K. Koltzov Institute ol Developmental Biology. Moscow

Partial purification of regulatory factor from Incubation media was 
done by phenyl-sepharose chromatography. At further purification of the 
•active fraction by IEF in the range pH 4—7 there were deminstrated 
two fractions'4viih pl 5 1 and 5,9. These two fractions change of Na+. K՜- 
ATPase activity on ratio of fractions activity in mixtures was studied. 
The results obtained suggest th.it the regulation factor consists at least 
of two proteins.

Л ИТЕРАТУРА

1. Манухин Б. H., Волина E. В. Фпзпол. жури. СССР. т. 64, ’№ 10, с. 1406—1413. 
1978.

‘2. .Multan Т.. Nakao М„ Nagai Е, Fujnh га У.. Нага Fiijuta М. Л Biochent. 
Biophys. Res. Com тип., v. 19. p. 755. 1965.

'3. Lowry О. H.. Lopes J. J. Biol. Chern., V. 162, p. 421. 19.1.
4. I.aemmii U. K. Nature, v. 227, p. 680 -685. 1970.
■Ь.Ерохов П. А. Тезисы докл. Всесоюзной конференции «Механизмы действия ме

диаторов и гормонов на эффекторные клетки», Суздаль, 1989.
՝6. Ерохов П. А„ Волина ՝Е. В. Физиол. жури. СССР. т. 74. № 4, с. 586 -588, 1988.

Поступила 18. XII. 1991

173



11 Е й Р О-Х ИМ и X
т. 11, № 2, 1992

УДК 577.152.1 &

АКТИВНОСТЬ ГЛУТАТИОН РЕДУКТАЗЫ
И ГЛУТАТИОНТРАИСФЕРАЗЫ В ТКАНЯХ КРОЛИКОВ

В ДИНАМИКЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО 
СОТРЯСЕНИЯ МОЗГА

МАРЧЕНКОВ Ф. С., ВАСИЛЬЕВА И. Г., ВЕМБЕР В. В.. 
НАГОРНАЯ С. Л., ВАСИЛЬЕВ Л. И.

НИИ нейрохирургии 
Госупивсрсптст им. Т. Г. Шевченко, Киев

Исследована активность глутатионредуктазы и глутатиоптр. ՝:сфер: ,:;ч :• цито
зольной и микросомной фракциях головного мозга и пенсии кроликов з динамике 
экспериментального сотрясения мозга через 15 мин, 2 ч, I, 3, 7 и 14 суток. Уста
новлено, что активность глутатиоирсдуктаза и глутатионтраисферазы в обеих 
фракциях, выделенных из тканей мозга, а также активность глутатионтраисферазы 
в печени выше контрольного значения в 1,5—2 раза во все. исследованные сроки 
после травмы по сравнению с контролем. Активность глутатионредукт-юы в ци
тозольной и микросомной фракциях печени повышается только через 3 суток после 
экспериментального сотрясения мозга. Соотношение активности глут.тгиоитрписфе- 
разы и глутатионредуктазы свидетельствует о том, что в посттравматическом пе
риоде существует нарушение динамического равновесия между процессами утили
зации и синтеза восстановленного глутатиона.

Черепно-мозговая травма сопровождается множественными на
рушениями функционирования ЦИС [1, 2], что является следствием 
развития дисбаланса процессов саморегуляции 'метаболизма на кле
точном уровне [3—8]. Изменение гомеостаза нервных клеток вызы
вается нарушением мозговой гемодинамики вследствие сопровожда
ющего травму массового выброса нейромедиаторов [9]. Одной из 
реакций на травматическое воздействие со стороны нервной ткани 
является мобилизация адаптационных механизмов клетки, среди ко
торых существенная роль принадлежит универсальной глутатиоиза- 
висимой антиокиелнтельпой системе [10].

Анализ собственных и литературных данных позволяет предпо
ложить, что в развитии патогенеза черепно-мозговой травмы на ме
таболическом уровне возможно существование этапа токсической 
атаки. Предпосылкой для накопления в клетках организма токси
ческих веществ является нарушение метаболизма кислорода, и как 
следствие, несбалансированное образование его активных производ
ных. Кроме того, токсические процессы также интенсифицируются 
в очагах механического повреждения нервной ткани вследствие лик

174



ворного толчка [2]. При токсическом поражении отношение актив
ностей глутатионтрансферазы к глутатионредуктазе изменяется в 
пользу глутатионтрансферазы [10—12].

Исследование метаболизма других тканей обусловлено необхо
димостью поиска причин возникновения соматических нарушений в 
отдаленном посттравматическом периоде.

Целью настоящего исследования являлось изучение активности 
глутатионтрансферазы и глутатионредуктазы в динамике экспери
ментального сотрясения мозга (ЭСМ) в ткани мозга и печени кро
ликов.

Эксперименты проведены на 42 кроликах-самцах породы серый 
великан ,>։ассой 2—2,5 кг. Дозированную легкую черепно-мозговую 
травму наносили, как описано в работе Ромодонова и соавт. [13].

Активность ферментов определяли в цитозоле после центрифу
гирования при 100000'g и в микросомной фракции после центрифу
гирования 8000 g.

Активность глутатионредуктазы оценивали по скорости утилиза
ции ферментом субстратов NADPH и окисленного глутатиона [14], 
активность глутатионтрансферазы определяли по скорости утилиза
ции 1-хлор, 2,4-динитробензола [15].

Содержание белка определяли по методу Lowry и соавт. [16]. 
Полученные данные обработаны статистически [17].

Результаты определения активности глутатионтрансферазы и 
глутатионредуктазы в ткани мозга кроликов в динамике ЭСМ 
представлены в табл. 1, из которой видно, что уже через 15 мин 
после травмы активность глутатионредуктазы увеличивается в 
1,5 и 1,7 раза в цитозольной и микросомной фракции го
ловного мозга соответственно. Активность глутатионтрансферазы че
рез 15 мин после травмы в цитозольной фракции повышается по 
сравнению с контролем в 1,7 раза, а в микросомной фракции ак
тивность глутатионредуктазы остается на уровне контрольной ве
личины. Через 2 ч после травмы активность глутатионтрансферазы 
увеличивается в 2,2 раза в цитозольной и в 2,7 раза в микросомной 
фракциях, затем несколько снижается, превышая, однако, контроль
ную величину в 1,7 раза в последующие сроки (1,3 и 7 суток). Че
рез 14 суток после ЭСМ активность глутатионтрансферазы превы
шает контрольное значение в 1,5 и в 2,7 раза в цитозольной и мик
росомной фракциях соответственно. Активность глутатионредуктазы 
через 2 ч и сутки в цитозольной фракции головного мозга превы
шает контрольное значение в 1,8 раза, через 3 суток активность 
несколько снижается, через 7 суток незначительно отличается от 
контроля, однако через 14 суток после травмы активность глута
тионредуктазы снова возрастает и превышает контрольное значение 
в 1,7 раза. В микросомной фракции через 2 ч и 14 суток активность 
глутатионредуктазы также превышает контроль в 2,2 и 1,9 раза 
соответственно. Полученные результаты указывают на активацию 
после ЭСМ в ткани мозга глутатионзавпеимой антпокислительной си-
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Таблица I

.Активность глутатнонредуктазы и глутатионтрансферазы в мозгу кроликов 
з динамике экспериментального сотрясения мозга

Цитозоль Контроль 15 мин 2 ч 1 сутки 3 сутки 7 сутки 14 суток

Активность глутатионредук-
•34.3 •39.0тазы м 22,1 •41.4 *43,0 •29,1 26.1

(нМ Х’АОРН мг белка'мин) 
Активность глутатионтоанс-

м 3.1 4,5

*0.7

5,0 6,3 3,5 1,5 4.3

♦0.6феразы
(нМ 1-хлор-2, 4-динитробен-

м 0.4 ՛ •1.1 “0,7 •0,7 *0,7

0,2зола.'.мг белка мин) м 0.0 0,2 0.1 ’,0 0.2 0.1
Активность глутатконтрзнс- 0,018 0,020 0,020 0.010 0,024 0,027 0.015

феразы активность глута- 
тионредуктазы

•

Микросомная фракция

Активность глутатионредук- 
тазы м 0,61 •1,04 •1.40 •1 19

(нМ МАОРИ, иг белка/мип) 
Активность глутатионтранс-

?•!

м

0,08
0,19

0,17
0.15

0,13 
’0,53

0.13

гаеразы
0.С6 0.03 0,14

♦0.53
(нМ 1-хлор-2. 4-динитробен- 

зола мг белка/мип)
Активность глутатионтранс-

м о.и

0.450,31 0.14 0,38ферззы,активное!ь глута
тнонредуктазы

Примечание. *р<0,05.



стемы в тканях н подтверждают предположение об активации в.- 
ткани мозга свободнорадикальных процессов. В случае сохранения 
Динамического равновесия в системе антиокисления пропорциональ
но росту активности глутатионтрансферазы должна возрастать и ак
тивность глутатнонредуктазы. Такое динамическое равновесие под
держивается до 3 суток после ЭСМ. К первым суткам после травмы, 
несмотря на значительное увеличение активности обоих ферментов 
по сравнению с контролем, соотношение их практически не отли
чается от такового в контроле. На третьи сутки, как можно судить 
из полученных данных, величина соотношения активности глутатион
трансферазы и глутатнонредуктазы возрастает. Такая же закономер
ность установлена памп и через 7 суток после ЭСМ, что указывает 
на снижение ' антнокиелнтелыюго потенциала в нервно՛": ткани. К 
14 суткам Чюеле ЭСМ активность глутатнонредуктазы снова возра
стает, что приводит к восстановлению динамического равновесия. 
Соотношение активностей исследуемых ферментов при этом возвра
щается к контрольному значению.

В табл. 2 представлены данные по определению активности 
глут.'л!:о::т;);. ՛. 'ергг ՛ и глутатнонредуктазы в пече и кроликов в 
Динамике ЭСМ. Необходимо отметить, что в ткани печени также 
активируются аптпокиелптельные процессы, однако динамика этих 
изменений несколько отличается от таковой в тканях мозга. Гак, 
активность глутатнонредуктазы в цитозольной и микросомной фрак
циях в печени в посттравматическом периоде практически нс отли
чается от контрольных значений. В цитозольной фракции увеличе
ние активности глутатнонредуктазы в 1,7 раза установлено через 
7 суток, активность же глутатионтрансферазы, по нашим данным, 
выше контрольного значения в 1,5—2 раза практически во все ис
следованные сроки после нанесения травмы (через 2 ч, 3, 7, 14 су
ток). Повышенной оказалась активность глутатионтрансферазы и в 
микросомной фракции печени. Величина отношения активности глу- 
татиоптрапсфсразы к активности глутатнонредуктазы превышает 
контрольное значение через 2 ч, 7 и 14 суток после ЭСМ. Получен
ные данные свидетельствуют о существовании неоднородности в ак
тивации свободнорадикальных процессов в печени в динамике ЭСМ. 
Па основании анализа данных об изменении активности глутатион
трансферазы и глутатнонредуктазы, а также их соотношения в ди
намике ЭСМ, можно утверждать, что в посттравматическом периоде 
существуют периоды резкой активации антиокиелптельных процессов 
и нарушения динамического равновесия между процессами утилиза
ции и синтеза восстановленного глутатиона и ферментом, его син
тезирующим. Возникновение и развитие такой диспропорции может 
приводить к недостаточной утилизации свободных радикалов, высо
кая реакционная способность которых оказывает деструктивное влия
ние на организацию мембранных комплексов [13].

Активация антиокиелптельных процессов в ткани печени, наб
людаемая в динамике ЭСМ, 'может быть объяснена развитием адап-
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Таблица 2
Активность глутатиоиредуктазы и глутатионтрансферазы в печени кроликов 

в динамике экспериментального сотрясения мозга

Примечание. *р<0,05.

Цитозоль Контроль 15 мни 2 ч 1 сутки 3 суток 7 сут< к 14 суток

Лктнвнос’ь глутатионгедук- 
тазы 75.0 82,3 74.0 69.6 134.4 52,4 68.6

(нМ Х'АВРН мг белка мин) 13.2 17,4 7.8 6,2 23,4 6.5 9,9
Активность глутатионтранс- 

феразл 3.3 4.1 7.0 3,5 *5,8 ‘5.1
0,7

’5.9
(нМ 1-хлор-2, 4-динитроб:н- 

зола'мг белка,мин) 
Активность глутатионтранс-

4 срази,активность глута-

0.4 1.4 1.5 0.4 0.9 1.1

0,044 0.049 0,094 0.050 0,043 0.097 0,085
тионредуктазы

Микросомальная фракц- Я

Активность глутатионредук- 
таз я

(нм ХАВРН мг белка.мин)
Активность глутатионтранс- 

феразы
(нМ 1-хлор-2, 4-динитробен

зола мг белка мин)
Активность глута ионтранс- 

феразы/актнвность глута- 
тнонредуктазы

10.67
1.81

1,97

0,23

0-18

16.50
2.19

2,63

0,60

0,16

15,?О 
2,37

4,43

0.75

0,29

10,00
1.0

4.66

0.87

0,45



тацнопных изменений. Адаптационные реакции зависят от особен
ностей гормональной регуляции и, вероятно, повышенного содержа
ния циклических нуклеотидов в ткани печени и других тканях, что, 
как известно, влияет на активность глутатнонтрансферазы [18].

Таким образом, проведенные нами исследования свидетельствуют 
о том, что в динамике ЭСМ происходит активация универсальной 
аптпокнслитсльной системы. Разнонаправленное повышение активно
сти глутатнонтрансферазы и глутатионредуктазы указывает на воз
можные нарушения равновесия в системе глутатионзавпеимой деток
сикации, что может быть одной из причин морфологических изме
нений, обнаруживаемых в посттравматическом периоде.

и

GLUTATHIONE TRANSFERASE AND GLUTATHIONE REDUCTASE 
ACTIVITY IN RABBITS' BRAIN AND LIVER IN DYNAMICS

OF EXPERIMENTAL EASY BRAIN INJURY

MARCHENKOV F. S._ VASILIEVA I, (i , VEMBER V. V., NAGORNAYA S. L._ 
VASILJEV A. N.

Institute of N■* irosurfjery, T. G. S ::i ?vch?nko Stale University. Kiev

The a:tivili.-s of giuUt'iioiu transferase an I glutathione reductase 
in cytozdlic and microsomal fractions of brain and liver of rabbits at 
experimental easy brain Injury (EE31) were studied. It has been defined 
that the activity of glutathione reductase and glutathione transferase, 
both fraclions from brain, Increased !he control 1,5—2-fold during 
14 days after injury. The activity of glutathione reductase in cytosolic 
and microsomal tractions of liver becomes higher than that of control 
only alter 3 days of EEBI. The activity of glutathione transferase, a frac
tion from liver, is higher than that of control 1,5—2-fold during the 
whole period of EEBI.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. 11, № 2, 1992

УДК 577.112ВЫСОКОМОЛЕКУЛЯРНАЯ ФОСФОЛИПАЗА А2 ИЗ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА. ОЧИСТКА ’И НЕКОТОРЫЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА
АНАНЯН А. Е.

Институт биохимии им. Г. X. Букатина НАН Армении, Ереван

Серое вещество мозга быка содержит растворимую высокомолекулярную форму 
'фосфолипазы А2. Разработана методика ее выделения и очистки, включающая 
гель-фильтрацию, гидрофобную, ионообменную и аффинную колоночные хромато
графии. По данным ПААГ, электрофорез с ДДС-Na является Са2+-завпсимым. фер- 
мет имеет Мг около 100 кД, гидролизует фосфолипиды предпочтительно с остат
ком арахидоновой кислоты в sn 2-положении, действует при pH 8,5, концентра
ции ионов металла 10 мМ в in vitro измерениях, в условиях, способствующих выяв

лению гидролитической активности.Внутриклеточные фосфолипазы А2 стали в настоящее время объектом широкого исследования, поскольку в весьма низких концентрациях они вовлекаются в ключевые клеточные процессы, регулируя образование арахидонатов и в последующем синтез простагландинов, тромбоксанов и лейкотриенов [1]. В ЦНС указанные эйкозаноиды в физиологических условиях играют роль нейромодуляторов, регуляторов температуры тела, никла сна, нсйросскрецпи гормонов, процессов восприятия и сознания. Внутриклеточные фосфолипазы А2 как медиаторы функционируют при агрегации тромбоцитов, Митогепезе лимфоцитов, хемотаксисе лейкоцитов, высвобождении гистамина. В патологии (ишемия, гипоксия, конвульсия) тоническое высвобождение арахидоновой кислоты также происходит через систему активации фосфолипазы А2. Однако комплексная 'природа регуляции, а также физиологические механизмы внутриклеточных фосфолипаз А2 Как в мозгу, так и в других тканях до енх пор остаются недостаточно выясненными. К настоящему времени известно существование Ряда изоферментов внутриклеточных иммунологически неидентичных фосфолипаз А2, отличающихся от секреторных фосфолипаз А2> но в Целом относящихся к категории Саг+-зависимых и гормонально регулируемых ферментов, принимающих активное участие в увеличении уровня внутриклеточных ионов кальция [2—4].Ранее нами сообщалось о выделении и очистке фосфолипазы А2 с Мг 14 кД из мозга крупного рогатого скота [5]. Настоящая Работа посвящена выделению высокомолекулярной Са2+-зависимой181 
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фосфолипазы Л2 из мозга быка, а также изучению ее некоторых физико-химических свойств.Материалы и методыМозг быка брали сразу после забоя и помещали на лед.Использовали сефадексы и фенил-сефарозу фирмы «Pharmacia» (Швеция), поиообменннки и хроматографические колонки фирмы «Whatman» (Англия) и отечественного производства, аффинный сорбент на основе аминостекла, аппарат для ультрафильтрации («Ami- con», США), диспергатор ультразвуковой УЗДН-2Т (СССР), установку для колоночной хроматографии («ЕКВ», Швеция). Тонкослойный электрофорез выделенных белков проводили на аппарате фирмы «ЬКВ» (Швеция), а диск-элетрофорез в трубке—на аппарате фирмы «Reanal» (Венгрия). Измерение ферментативной активности осуществляли на автотитраторе ТТТ-2 («Radiometer», Дания). Все процедуры проводили при 4°.25 (50) г свежего мозга гомогенизировали в 75 мл (150 мл) 10 мМ аммоннй-ацетатного буфера, pH 7,2, содержащего 0,15 М NaCi, 0,25 М сахарозу и 1 мМ ЭДТА. Для удаления ядер гомогенат центрифугировали при 1000 g՛ 15 мин, надосадочпую жидкость подвергали воздействию ультразвука при 22 кГц в течение 0,5— 2,0 мин, затем центрифугировали при 90000 g 1 ч, надосадочный раствор желто-коричневого цвета диализа против 'дистиллированной воды использовали как источник фосфолипазы А.2. Первую стадию его хроматографической очистки или лиофилизованного порошка проводили на колонке с сефадексом G-75 st (1,2Х 140 см), уравновешенным 10 мМ ацетатным буфером. содержащим 0,15 М NaCi, pH 7.2 (рис. 1). Объём каждой фракции в 2 мл отбирали для измерения ферментативной активности в присутствии 0—20 мМ СаС12 при скорости элюции 6 мл/ч.Фракцию с фосфолипазной активностью далее концентрировали до 2—3 мл и наносили на колонку с фенил-сефарозой (2,0X10 см), в 10 мЛ1 ацетатном буфере, содержащем 5—10 мМ СаС12, pH 7,2. Как показано на рис.2, после вымывания стартовым буфером нссвя- завшихся на колонке белков, адсорбированные белки с фосфолипазной активностью промывали буфером, не содержащим Са®* (в буфер добавляли 5—10 мМ ЭДТА), а фракции собирали по 3 мл.Элюат с фосфолипазной липолитической активностью после диализа против дистиллированной воды и концентрирования наносили на колонку с ДЭАЭ-целлюлозой, уравновешенной тем же 10 мМ ацетатным буфером (1,5X12 см), pH 7,0. Связанные па колонке белки промывали в градиенте ионной силы NaCi от 0 до 0,4 М (2 X 300 мл) со скоростью 20 мл/ч. Все фракции проверяли на фосфолипазную активность.Последнюю стадию очистки проводили бноаффннной хроматографией па сорбенте, состоящем из липид—лиганда, ковалентно сшитого с амино-стеклом, с использованием колонки размером 1,0Х182



12 см. Условия опыта соблюдались те же, что и при хроматографии па фспил-ссфарозс. Осаждение белков на колонке проводили в стартовом ацетатном буфере, содержащем Са2+. Промывание фосфолипазной активности осуществляли тем же буфером в отсутствие Са-՜.
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Рис, а. Разделение белковой смеси гомогената мозга животного на 
колонке с сефадексом 0-75 сверхтонкий в 10 мМ аммонииацстатном 
буфере, содержащем 0.15 м ЫаС1. pH 7.2. Отменен ник с фосфолипазной 
активностью, б. Разделение фракции с фосфолипазной активностью после 
гель-фильтрации на колонке с фенил-сефарозой. уравновешенной в 10 мМ 
ацетатном буфере, содержащем 5—10 мМ СаС12, pH 7,2. Фосфолипазная 
активность элюировалась тем же буфером, ио содержащим 5—10 мМ ЭДТЛФосфолипазную активность на всех стадиях очистки определяли ранее описанным методом ацидометрического титрования [7] с некоторыми изменениями. Реакционная среда содержала 10 мМ Трис. 0,05 М НаС1, 5—20 мЛ1 СаС1о, 0,5 мМ ЭДТА, 0,5% детергента три- гоп Х-100, pH 8—8. В качестве субстрата использовали днпальми- тоилфосфатидил.холин пли I -пальмитОЙл-2-арахидоноилфосфатидил- 183



холин. В инкубационную смесь вносили 1—100 мкг 'фермента или фракцию с фосфолипазной активностью. ГпдроЛиз проводили при 37°. В отдельных экспериментах по исследованию металлозависимо- сти фосфолипазы А2 Са2+ были заменены Си2+, 2п2+, М§2+ в виде их хлорпроизводпых.Электрофорез в присутствии 0.1% ДДС-Ыа проводили на пластинках ПААГ (10—20%) согласно известной методике [8]. Индивидуальность белка проверяли с помощью стандартного диск-электро- фореза в 16%-ном ПААГ [9].В измерениях по рН-зависп мости ферментативной активности использовал:։ следующие буферные системы: ацетат—Иа/уксусиая кислота, pH 4,0—6,0, какодилат—Иа/НС1, pH 6,0—7,5, трпс/НС1, pH 7,5—0,0, глпщщ/ЫаОН, pH 9,0__ 10.Пля определения И-коицечого аминокислотного остатка был применен общеизвестный метод дансилнровання [19].Результаты и обсуждениеВ качестве источника фермента использовали гомогенаты свежего, а в отдельных опытах—замороженного мозга. Выло установлено, что при замораживании в течение 1—2 месяцев фосфолипазная ость в сером веществе поит:։ водностью сохраняется (80—90% от исходной аы ивиостн). После обработки ультразвуком в течение 1 мни, последующих процедур центрифугирования и диализа концентрат или лиофилизированный порошок надосадочной жидкости подвергали хроматографической очистке.Как видно из рисунка, при хроматографии белков супернатанта гомогената мозга на колонке с сефадексом 0-7551 (сверхтонкий) основной белковый иик, соответствующий смеси с Мг 60—70 кД, проявлял фосфолипазную активность в присутствии 5—10 мМ Са2+ (45—65 мл). В отсутствие ионов кальция ферментативная активность этой фракции не проявлялась. После гель-фильтрации выход белка по липолитической активности составлял в среднем около 60—70% от исходной в гомогенате. При фракционировании сырого тканевого экстракта с помощью гёль-хрОматографии, особенно в присутствии ЫаС1 в буферной системе, в разных случаях было обнаружено неодинаковое экспонирование фосфолипазной активности.Например, Мг этой фракции соответствовала то 60, то 70 кД.Дальнейшее фракционирование белковой смеси с фосфолипазной активностью осуществляли с помощью гидрофобной хроматографии на фенил-сефарозе (рис-, б). Белки, адсорбированные на колонке, содержащие благодаря их Са21-зависимости около 85% от исходи,ой ферментативной активности, промывали стартовым буфером, не содержащим Са2+. Выход активности по завершении этой стадии хроматографии составлял приблизительно 70—75% от исходной.Диализованную и концентрированную без потерь белковую смесь далее подвергали ИОХ на ДЭАЭ-целлюлозе в ацетатном буфере, pH 7,6. Примерно 80% стартовой фосфолипазной активности удер184



Живалось на коленке. Элюирование связавшихся на колонке белков проводили с помощью линейного градиента ООО мл раствора 1\'аС| от 0 до 0,4 М. Вымывание пика, содержащего основную липолитическую активность, достигали при концентрации №аС1 примеря,о{ 0,26 М. Оно составляло до 60% при скорости элюирования 20 мл/ч. Выявленные при этом другие минорные пики, содержащие низкую ферментативную активность, дальнейшему изучению нс подвергали.Заключительную стадию хроматографической очистки концентрированного раствора фосфолипазы А2 осуществляли с помощью бноаффпнного фракционирования. На этой стадии очистки примерно 90% фермента связывалось на колонке, а условия элюирования фосфолипазной активности и общая картина хроматографии поддерживались в тех же пределах, что и для хроматографии на фе- пил-сефарозе, обеспечивавшие выход исследуемоого материала около 85—90%.Для измерения ферментативной активности высокомолекулярной фосфолипазы А2 от pH использовали 4 разные буферные системы, поочередно заменяющие друг друга при pH 4 — 10. Диапазон pH выделенной фосфолипазы А2 колеблется в пределах 5—10. Максимальное проявление ферментативной активности наблюдается при щелочных значениях pH 7,5—9,5 в присутствии 10 мМ Са2+ и более конкретно при pH 8,5.Попытки определить М-концевые аминокислоты выделенной нами фосфолипазы А2 оказались безуспешными, что мы склонны объяснить недоступностью, возможно, упакованного в глобуле М-конца белка.Са2+-завпсимость фосфолипазной активности была проверена на примере субстратов дипальмитоилфосфатидилхолииа и 1-пальмитоил-2- арахидоноилфосфатиднлхолина. Было установлено, что при 1п -иНго титровании лучшим субстратом для действия высокомолекулярной фосфолипазы А2 служил последний из них с остатком арахидоновой кислоты. В его присутствии очищенный фермент демонстрирует более чем 3—4-кратную активность. Увеличение в реакционной среде концентрации Са2+ от 100 мкМ до 20 мМ также приводило к повышению фосфолипазной активности, и се максимальное проявление имело место при наличии в среде Са2+. Замена последних на другие двухвалентные ионы—Мд2+, Сн2+, 2п2+ нс приводила к выявлению сколь-нибудь заметной активности фермента.Сравнивая методику выделения представленной в этой статье высокомолекулярной фосфолипазы А2 с методикой ранее выделенной вами фосфолипазы А2 с ЛА,- 14 кД следует отметить, что в данном случае был применен более мягкий способ выделения ферментного белка, чем в предыдущей работе [5], где гомогенат подвергали более жестким формам обработки—длительному воздействию ультразвуком, 18-часовому отстаиванию и температурной обработке при 70° в течение 5—10 мин, в результате чего большинство лабильных белков необратимо инактивировалось и выпало в осадок, способствуя 185



тем самым очистке только высокостойкой Са2+-зависимой фосфолипазы Ао с Мг 14 кД. Следует отметить, что электрофореграмма, наряду с основной полосой, соответствующей белку с Мг 14 кД, содержала также слабо выраженную полосу с Мг 28—29 кД, что позволяет предположить о существовании димерной структуры фосфолипазы Аг с Мг 14 кД.Обобщая работы по выделению и очистке фосфолипазы А2 из- мозга, можно заключить, что применение двух разных методов позволило из больших полушарий мозга животного выделить и охарактеризовать две индивидуальные формы внутриклеточной Са2+-зави- снмой фосфолипазы А2—низкомолекулярную (с М- 14 кД) и высокомолекулярную (с Мг 100 кД). Наличие их оказалось правомерным и для растворимой фракции тромбоцитов кролика [11], где они значатся как гепаринсвязывающая и гепариниесвязывающая формы. Первая из них расположена внутри секреторных гранул в растворимом или мембраносвязанном виде. При обработке тромбоцитов активатором первая форма с Мг 14 кД высвобождается вне- клеточно и не оказывает предпочтения субстрату с арахидонильным остатком. Вторая же с Мг 88 кД находится в цитоплазматической фракции тромбоцитов и гидролизует субстрат с арахидонильным остатком намного лучше, чем с линолеильным. Предполагается существование обеих форм фосфолипазы А2 и в человеческих тромбоцитах [12].Высокомолекулярная фосфолипаза А2 из почек крысы, активируемая при физиологических концентрациях Са2+, при ДДС-На электрофорезе фракционируется на две белковые полосы, соответствующие ЛАг 110 и 55 кД [3]. Белок с М,- 110 кД подобно фосфолипазам А2 секреторных клеток, проявлял высокую степень У.А. и при колоночной гель-фильтрации мигрировал как гидрофобный белок. Второй же после отмывки с электрофоретических пластинок не содержал ферментативной активности в присутствии Са21, что позволило авторам высказать предположен не о дисульфид-изомеразной природе этого белка. Эти сведения дополняют ранее опубликованные данные о наличии в почке крысы наряду с фосфолипазой Аг с Мг 14 кД и другой разновидности этого фермента, которая при гельфильтрации проявляет себя как белок с Мг 60 кД, а при ДДС-1Ча электрофорезе выявляет полосу белка с Мг 110 кД [13].Противоположная информация сообщена в работе ЕезНе и соавт. [14] по выделению фермента из клеток макрофага, аномально мигрирующего по колонке при гель-фильтрации, а при последующем ПААГ электрофорезе с ДДС-№ дающего основную полосу при Мг 55 кД и менее выраженную при 110 кД. Ие проводя отмывки белков с геля, авторы предположительно связывают именно полосу с величиной Мг 55 кД с фосфолипазной А2 активностью. Фосфолипаза А2- из макрофагов мышей также является растворимой, Са2'-зависимой и высокомолекулярной, проявляющей при гель-фильтрации одинаковую с ферментом из почек крысы молекулярную массу [15]. Этого 186



нельзя сказать в отношении растворимой фосфолипазы А2 тромбоцитов овцы со сходной Са2+-зависимостыо при ДДС-Ыа электрофорезе, но выявляющей лишь полосу белка с величиной Мг 30 кД [16].Выделенная из почек крыс высокомолекулярная фосфолипаза с Мг 110 кД, как показано, ассоциируется с микросомными мембранами Са2+-зависимым способом [13]. Полагают, что наряду с активацией фермента, гормонально регулируемое повышение внутриклеточной концентраций Са2+ может способствовать транслокации фермента и его ассоциации с мембраной. Частично очищенная цитозольная фосфолипаза Л2 с величиной Мг 100 кД из мозга крысы также ассоциируется с синаптосомнымп мембранами Са2|-зависимым способом при ЮмкМп 1 мМ Са2+. Эти данные однозначно подтверждают промотирующую роль Са21 в транслокации цитозольной высокомолекулярной фосфолипазы А2 к мембранным фосфолипидам [4]. В литературе также имеются сообщения о Са2’-зависимой ассоциации фосфолипазы Аг с мембранами клеток макрофага [17]. Полу максимальная ферментативная активность проявляется в присутствии 500 нМ Са2!. Некоторые другие формы внутриклеточной фосфолипазы _А» активируются только при субмнллимоляриых концентрациях Са24 [18]. В то же время активирование фосфолипазы А2 из мозга крысы носит Двухфазный характер с первым пиком активации при 1 —100 мкМ Са2-*- и вторым—при 10 мМ Са2’ [4]. Несмотря и;՛ то, что приведенные высокие концентрации Са21՛ не являются физиологическими (0.1—0,3 мкМ), тем не менее предполагаете:!, что они могут привести к начальной активаций фермента, которая при даль-ней^пем гормонально стимулированном повышении уровня внутриклеточного Са21՛, по всей вероятности, может вы звать транслокацию его к мембране, поскольку этот процесс сопровождается в условиях с относительно более высокой концентрацией Са2’ (активирование при 10 мМ).Две выделенные нами формы фосфолипазы А2 из мозга быка с величиной Мг 14 и 100 кД 'проявляли оптимальную ферментативную активность при содержании 10 мМ Са2+ в среде. Растворимая фосфолипаза с Мг 30 кД тромбоцитов овцы проявляет сходную с ферментом из почек с Мг 110 кД (10 мМ) Са2+-зависнмость. Однако эти данные недостаточны для объяснения взаимосвязи между фосфолипазами А2 с разной молекулярной массой при выявлении Их биологических функций.На примере внеклеточной и внутриклеточной фосфолипазы А2 Кролика показано сходство в аминокислотной последовательности белковой структуры, что частично подтверждается и в отношении аминокислотной последовательности фосфолипаз А2 кролика и крысы также из фермента тромбоцитов и асцитной жидкости. Фосфолипаза А2, выделенная из митохондрий печени крысы, отличается от фермента из тромбоцитов только но М-концевой аминокислоте [19]. Эти данные говорят в пользу кодирования в клетках различного типа фосфолипазы А» с Мг 14 кД родственными генами, хотя и многое остается не ясным по экспрессии генов, кодирующих ферменты с Мг 14 кД. 187



Пр» хроматографии сыворотки кролика на КМ-ссфадексс проявляются три разные фосфолипазные активности, что указывает либо на гетерогенность фермента, либо на возможную ассоциацию молекулы фосфолипазы Аг с другими белками. При этом остается неразрешенным и вопрос о природе внутриклеточных факторов,, способствующих экзонитозу фосфолипаз А2. Гель-фильтрация надосадочной жидкости клеток почек крыс с фосфолипазной активностью, стимулированных в присутствии протеазных ингибиторов, показала отсутствие секреции фермента с Мг 60 кД (белок с М, 110 кД при՝ гель-фильтрации ведет себя как глобула с Мг 60 кД) и одновременно исключила возможность появления фосфолипазы Аг с М,- 14 кД в результате протеолитического расщепления (процессинга) более длинной исходной молекулярной формы фермента. Эксперименты по иммуноглобулированию контрольных и стимулированных клеток подтвердили присутствие в нсстимулнрованиых клетках фосфолипазы А2 с Мг 14 кД в большом количестве, которое еще больше возрастает в клетках и супернатанте после 8-часовой стимуляции. Последнее свидетельствует о повышении клеточной ферментативной активности исключительно благодаря синтезу ферментного белка с1е поуо, но не в результате активации предшественника фосфолипазы А2 путем транслокации фермента из цитозоля к мембране. Нс исключено, что в основе действия стимуляторов лежит экспрессия гена, сопровождающаяся повышением уровня ферментного белка фосфолипазы А2. Истинный механизм описанного эффекта нуждается в специальном изучении, но имеются реальнуе предпосылки о существовании корреляции между фосфолипазной активностью с Мг 14 кД и образованием простагландинов [20].Клонирование соответствующего гена доказало его универсальность для транслированных форм фосфолипазы А2 с Мг 14 кД во всех клетках этих животных. Более того, была показана гомологичность структур крысы и человека [21]. Эти исследования говорят՝ в пользу секреторной природы ферментного белка (при экзоцитозе выделяется в хромаффинных и других нейроэндокринных тканях) и что его липолитическая активность выявляется лишь вне клетки. Несмотря на ряд совпадений в свойствах фосфолипаз с Мг 14 кД, обнаружены некоторые отличия в свойствах и аминокислотной последовательности ферментного белка у крыс [19]. Указанные различия можно объяснить дальнейшей модификацией первичного продукта трансляции [21], что подтверждается фактом обнаружения у кролика трех клеточных и внеклеточных разновидностей фосфолипазы А2, имеющих одинаковые К’-копцсвыс аминокислотные последовательности вплоть до 16—19 остатков, pH оптимум (7,5—9), Са2+- зависимость, специфическую активность, а также сообщениями о совпадении 'Ы-копиевой последовательности фосфолипаз А2 тромбоцитов и асцитной жидкости кролика и крысы [22], синовиальной жидкости и мембраны плаценты человека.Вышеизложенное в обобщенном виде может быть положено в 188



известной степени в основу концепций относительно происхождения и функционирования различных форм фосфолипазы А2.Известно, что вырабатываемые в нейтрофилах липокортины (семейство противовоспалительных белков) являются потенциальными ингибиторам!! фосфолипаз А2 [23—25]. Они сходны с. калиактина- ми—мембранным!! цитоскелетнымн белками. В литературе существуют противоречивые данные о том, ингибируют ли липокортины фосфолипазу Л» путем прямого взаимодействия с ферментным белком или olio происходит благодаря взаимодействию фосфолипазного субстрата преимущественно ингибирующим белком, нежели с молекулой фосфолипазы. Нс исключено также, что ингибирующее действие липокортинов па фосфолипазу А2 осуществляется конкурентно к фосфолипидным субстратам. Но до сих пор не доказано, являются ли липокортины специфическими ингибиторами фосфолипаз А2 
in vitro и in vivo, поскольку их тормозящий эффект проявляется и в отношении фосфолипаз С и Д. Это основывается на исчезновении ингибирующего свойства лнпокортииа in vitro при высоких значениях субстрата [24]. Отмечено, что связывание фосфолипидов липо- кортинамн является процессом Са2+-зависнмым как in vitro, так и 
in vivo, хотя в последнем случае оно происходит в присутствии мик- ромолярных концентраций свободного Са2+, что, но всей вероятности, может привести к стабилизации конформации ингибитора.Липокортины наряду 'с фосфолипазой А2 присутствуют в больших количествах у животных и в бактериальных клетках, составляя около 1% клеточного белка. Они найдены также в яде змей и плазме крови. Известны липокортины с различной величиной Мг—36, 38, 68 кД (легкие, лимфоциты), 10, 42, 73 кД (плазма крови человека, крысы, кролика). Они являются как мономерными (36, 10, 42 кД), так и гетерогенными субъединичными (68, 73 кД) белками [23—25]. Полагают, что более короткие молекулярные формы липокортинов являются протеолитическими фрагментами родильных вы- со комол скул я р н ых бел ков.Исследование антифоефолипазиой активности липокортинов, выделенных из легких свиньи и макрофагов, показывает высокую степень специфичности для различных фосфолипидов. Так, фракции с Мг 34 и 68 кД из легких ингибируют панкреатическую фосфолипазу А2 только при использовании в качестве субстрата в первом случае фосфатидилэтаноламина, во втором—фосфатндилхолина [24].Примечательны качественные различия фосфолипаз А2 из других источников (панкреаса и макрофагов) к ингибированию липо- кортинами при использовании различных субстратов. Когда в качестве субстрата используют фосфатидилхолин, то фракция легннх с величиной Мг 68 кД ингибирует только панкреатический фермент. В случае же применения фосфатидилэтаноламина как субстрата ли- покортнн макрофага с Мг 34 кД ингибирует фосфолипазу А2, выделенную из макрофага, не проявляя какой-либо активности на панкреатический фермент. Эти данные позволяют предположить об 189



имеющем место комплексном взаимодействии, включающем специфическое связывание индивидуальных липокортинов с различными фосфолипидами, равно как и с фосфолипазой Аг. Интересно отметить, что полное торможение активности фосфолипазы А2 из яда щитомордника ингибитором из плазмы живот:.ого в..змо:х.!ч лишь при предварительном ингибировании последнего с ферментом перед прибавлением к ферменту субстрата. По-видимому, в механизме описанного эффекта фигурирует пример образования прямого фермент-ин- гибиторного комплекса [23]. Еще одним доказательством этому служит тот факт, что при температурной обработке, триптическом расщеплении отмечается полная 'утрата ингибирующей активности липокортинов. Имеются основания предполагать о существовании в плазме крови человека предшественника фосфолипазы А2, обычно низкий уровень активности которого заметно возрастает на фоне триптического гидролиза. 'Учитывая, однако, наличие в плазме крови человека и свиньи также ингибитора, подавляющего фосфолипазную активность, мы не исключаем вероятность участия в 'увеличении фосфолипазной активности в плазме фактора разрушения ингибитора. Исходя из вышеизложенного, можно сделать следующие выводы.1. Синтез фосфолипазы А2 в клетке осуществляется в одной форме с Мг 11 кД.2. Остальные формы фосфолипазы А2 с большей молекулярной массой, по-видимому, являются комплексами 'фермента с различными липокортипами и подобными им белками в соотношении 1:1. Поскольку липокортины характеризуются 'неодинаковымп молекулярными массами, то и фосфолипазы А2, выделенные различными способами из клеток и тканей организма, также отличаются неповторяющимися молекулярными массами (55, 88, 100, ] Ю кД).3. Внутриклеточные фосфолипазы А2, подобно секреторным ферментам, также наделены способностью к димерообразованию. Подтверждением этому служат данные электрофореза для выделенной нами фосфолипазы А2 с Мг Ю0 и 14 кД, а также результаты ранее проведенных исследований [3, 14, 1 С>].4. К димеризации склонны не только фосфолипазы А2 с Мг 14 кД, но и их комплексы с липокортипами и подобными белками (55. и 110 кД формы фермента). Причем, согласно различным литературным данным, димерные комплексы обладают хорошо выраженной фосфолипазной 'активностью в отличие от их мономерных форм.5. Связывание фосфолипазы А2 с растворимыми белками н липо- кортинамн, по-видимому, приводит к образованию ряда разновидностей внутриклеточных фосфолипаз А2 с различным проявлением биологической активности внутри клетки; во внеклеточном пространстве отмечена лишь форма фермента с. Мг 14 кД.5. Комплексообразование фосфолипаз 'А2 с липокортипами и подобными им белками в целом сохраняет основные свойства фермента с Мг 14 кД.7. Присоединение Са2+ к различным растворимым формам впут- 190



риклеточной фосфолипазы А2 и ее комплексам приводит к конформационным изменениям фермента, и его комплексов,, влияя их физикохимические свойства; Гидрофильность на гидрофобность, что, вероятно, облегчает транслокацию фермента и его комплексов от цитозоля к мембране клетки для связывания с фосфолипидами с целью их дальнейшего гидролиза на границе раздела фаз.В заключение следует отметить, что образование различных комплексов фосфолипазы А2 с липокортинамн и им подобными белками, по всей вероятности, и обеспечивает возможность появления широкого спектра разнообразных форм внутриклеточных фосфолипаз А2, каждая из которых может выполнять определенную функцию,, регулируемую различными сигнальными системами.•\ HIGII-MOLECULAR-MASS PHOSPHOLIPASE A, FROM THE CATTLE BRAIN. PURIFICATION AND SOME PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES
ayanian a. y.

II. C. Bun .Ulan Institute of Biochemistry. Acad, o; Sci. Armen a
YerevanThe cattle brain contains a soluble high-molecular-mass from of phospholipase A2. The method of Isolation ami purification for high-molecular-mass enzyme has been developed, including gel-filtration, hydro- phobic, ion exchange and affinity column sequential chromatographies. The purified phospholipase A2 was a 100 kDa polypeptide according to gel-electrophoresis in the presence of 0,1% Na-dodecyl sulfate- and absolutely required Ca-՛ ions for the activity. The in vitro optimal activity of the enzyme was observed at pH S.5 in the presence of 10 tn.M Ca2+ ions. It was detected that the hlgh-tnoleeular-m ։ss enzyme hydrolyzed phospholipids with arachidonoyl residues at the sn-2-positIon were more effective to study the phospholipase A2 activity than phospholipid with palmitoyl residues.
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ПРОЦЕССЫ ДЕАЦИЛИРОВАНИЯ МЕМБРАННЫХ 
ФОСФОЛИПИДОВ ПРИ ИНИЦИАЦИИ

ФОСФОИНОЗИТИДНОГО ЦИКЛА В СИНАПТОСОМАХ КРЫС 
И ЛИМФОЦИТАХ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА

ТАДЕВОСЯН 10. В., АСАТРЯН Л. Ю.. КАРАГЕЗЯН К. Г.
Институт молекулярной биологии НАН Армении. Ереван

Изучены связанные с инициацией фосфоинозитидного цикла (ФИ-цнкл) процес
сы активации фосфоииозитидспсцифнчиой ФДЭ (ФИ-ФДЭ) в деацилирования фос- 
фатидилхолина (ФХ) в синаптосо.мах коры головного мозга крыс и лимфоцитах 
периферической крови человека (ЛПКЧ) под действием К+-депбляризации и коп- 
канавалниа А (КонА) соответственно. В обоих случаях обнаружена Однотипная, 
двухфазная динамика активации ФИ-ФДЭ в течение первой минуты инициации 
цикла. Выявлено коррелирующее с обнаруженной активацией ФИ-ФДЭ усиление 
процесса(ов) деацилирования фракции ФХ клеточных мембран, специфичное по 
отношению к ее жнриокислотиому составу.

Ключевым звеном в функционировании ФИ-цнкла—каскадного 
механизма, 'преобразующего внешние сигналы во внутриклеточные, 
является активация ФИ-ФДЭ, 'расщепляющей полнфосфоинозитиды, 
преимущественно фосфатидилинознт-4,5-дифосфат (ФИ-4, 5-Ф2), с 
образованием внутриклеточных вторичных посредников. Таковыми 
являются инозит-1,4,5-трифосфат (ИФз) и 1,2-дпацилглпцсрин (ДАГ), 
вызывающие соответственно высвобождение внутриклеточного 'запас
ного кальция [1] и активацию протеинкиназы С [2]. Образовав
шийся ДАГ либо включается в процесс биосинтеза ФИ-4,5-Ф2, либо 
подвергается поэтапному гидролизу с помощью ДАГ- и моноглице
рид (МГ) липаз с образованием свободных жирных ‘кислот (ЖК), 
в том числе и арахидоновой (АК), использующейся для 'синтеза эй
козаноидов.

В настоящее время еще не полностью раскрыты молекулярные 
механизмы регуляции ФДЭ, активирующиеся вслед за лиганд-рецеп- 
торным взаимодействием или при воздействии иа клетку различных 
внешних сигналов. В литературе [3] обсуждается участие регуля
торных ОТР-связывающих белков в процессах активации ФДЭ, од
нако, па наш взгляд, еще не совсем ясна природа передачи сигнала^ 
от рецептора к отмеченному усилительному ферменту через липид
ное микроокружение всех белковых молекул, участвующих в быстром 
этапе транслокации внешнего сигнала через ФИ-цикл.
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Имеющиеся литературные данные [4, 5] позволяют предполо
жить существование тесной взаимосвязи между локализацией, коли
чественными изменениями отдельных фракций мембранных фосфоли
пидов (ФЛ), продуктами их гидролиза и процессами как передачи 
первичного сигнала через плазматическую мембрану '(ПМ) клеток,, 
так и формирования различных клеточных ответов. Отмеченные про
цессы должны осуществляться путем быстрых, обратимых и взаимо
связанных изменений активности широкого спектра ферментных си
стем обмена ФЛ, находящейся под регулирующим влиянием обра
зующихся метаболитов, по принципу отрицательной обратной связи.

Целью настоящего исследования было изучение возможной ко
оперативной взаимосвязи между активацией ФИ-ФДЭ и процессами 
деацилирования мембранных ФХ синаптосом коры головного мозга 
крыс и ЛПЧК при инициации ФИ-цикла К+-деполяризацией и ми
тогенным 'лектином КонА соответственно. В течение первых 60 с- 
после действия внешних сигналов 'были изучены сдвиги в липидном: 
метаболизме ПМ пышеотмеченных интактных клеточных популяций 
со 'встроенными в их мембраны меченными ФИ и ФХ в качестве 
эндогенных субстратов указанных ферментных систем.

Материалы и методы
Эксперименты проводили на 'синаптосомах, выделенных по ме

тоду Hajos '[6] из коры головного мозга белых беспородных крыс 
и ЛПЧК, полученных общепринятым методом [7] из крови здоровых 
допоров. Были использованы липидные стандарты 'и среды RPMI, 
Игла («Sigma» США), ионообменная смола Dowex 1X8, ПСОО՜ форма, 
200—400 мсш («Serva», ФРГ), все радиоактивные соединения [1 — 
։<С]АК (специфическая активность 56,6 мКн/мМЬдь), [1—14С]олео։1л- 
КоА (сп. актив. 52 мКи/моль), [2—3Н]инозит (сп. актив. 22,8 
Кй/ммоль) фирмы cAmersham International, pie», (Англия).

Предварительное мечение клеток по 1 мкКи {1—КС]АК и 
[1—|<с]олеиновой кислоты (ОК) осуществляли известными метода
ми [8, 9] в 5 мл 0,32 М сахароза—0,05 М трис-НС! буфера и среды 
Игла для инкубации синаптосом и ЛПЧК соответственно. После ин
кубации в течение 1 ч при ‘37° суспензию клеток промывали 3 (раза1 
15 мл забуферснпого раствора альбумина, свободного от ЖК 
(2 мг/мл).

Предварительное мечение ЛПЧК, суспендированных в среде 
RPMI 1640 (pH 7,4), с 20 мкКи [2—3Н]инознта проводили в атмос
фере Ог—СО, (95:5) в течение 3 ч при 37° с последующей 3-крат
ной промывкой средой инкуба,ции, содержащей 5 мМ немеченого 
инозита. Для установления метаболического равновесия и утилиза
ции остатков невключенных меток разбавленные в соответствующих 
средах суспензии синаптосом (1,5—2,0 мг белка/мл) и ЛПЧК (10п— 
10° клеток/мл) проинкубировали в течение дополнительных 15—. 
20 мин. Интактвость клеток, определяемая окрашиванием трипано
вым синим, как правило, составляла более 90%.
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Инициацию ФИ-цнкла меченых снпаптосом проводили в выше- 
ютмеченном 0,32 М сахароза—0,05 М трис-HCl буфере, содержащем 
120 мМ К+, 3 мМ Na+, 2,5 мМ Са2+ и 150—200 мкг белка в ко
нечном объеме 0,5 мл. Параллельно инкубировали контрольные 
пробы белка в той 'же буферной системе, содержащей 3 мМ К+, 
120 мМ Na+ и по 5 мМ ЭГТА и ЭДТА. В таком же объеме среды 

Игла или RPMI осуществляли активацию ЛПЧК КонА (2 мкг/мл).
На 0, 5, 10, 30 и 60 с после инициации цикла проводили экс

тракцию нейтральных липидов (НЛ) по 'Dole [10] и ФЛ по Bligh и 
Dyer [И], с дальнейшим их фракционированием методом ТСХ на 
фирменных («Мсгк», ФРГ) или приготовленных нами на основе си
ликагеля тица «Н» («Sigma», США) пластинах. Хроматографию НЛ 
проводили в системе растворителей петролейпый эфир—диэтилов'ый 
эфир—муравьиная кислота (30:20:1), а ФЛ—в системах хлороформ
мета иол-уксуспая кислота-вода (25:15:4:2) или хлороформ-ацетон- 
метапол-уксусная кислота-вода (6:8:2:2:1), Фракционирование 
инозитфосфатов (ИФ) из водной фазы, полученной после экстрак
ции липидов, проводили по Berridge [12]. Распределение радиоак
тивности в идентифицированных фракциях липидов определяли с по
мощью радпоскапирующей установки («Berthold», ФРГ). Степень ра
диоактивности как отмеченных липидных фракций, так и элюатов, 
содержащих ИФ, измеряли в жидкости Брея на 'сцинтилляционном 
спектрометре (« Roche-Bioelectronique-», модель SL-4221, Франция)՜. 
Статистическую обработку данных производили по Стьюденту.

Результаты и обсуждение

Трехкратная промывка суспензии предварительно меченных кле
ток забуференпым альбумином не приводила к существенной потере 
радиоактивности, что свидетельствует о включении синтезированных 
меченых ФЛ в ПМ и находится в соответствии с существующими 
литературными данными [8]. Около 70% радиоактивности АК. вклю
ченной в общие ФЛ снпаптосом, было обнаружено (рис. 1. я) в 
диацильных формах фракций ФИ пли ФХ в зависимости от наличия 
в инкубационной среде экзогенно добавленных 1-аиил-л.изо-ФИ и 
1-ацпл-лизо-ФХ соответственно. Если при включении АК в ФИ си- 
наптосом наличие радиоактивности в остальных 'фракциях ФЛ прак
тически не обнаруживалось, то при осуществлении аналогичной про
цедуры в отношении ФХ наблюдалось параллельное, примерно 10%- 
пое (от общей радиоактивности), включение метки во фракцию ФИ. 
Это происходит вследствие либо 'более быстрой обмениваемое™ по
следних, либо в результате более вероятного присутствия в интакт
ных сипаптосомах небольшого количества одного из эндогенных ак
цепторов АК-лизо-ФИ. Подобная закономерность избирательной, ре
гулируемой модификации ЖК состава различных ФЛ фракций ПМ 
была обнаружена 'нами и в тимоцитах крыс. В отличие от указан
ных клеточных популяций, ЛПЧК обнаруживают более стабильный



метаболический статус липидного компонента ПМ в отношении 
включения и процентного распределения [|!С]ЖК. Было выявлено 
преимущественное включение исследованных ЖК во “фракцию ФХ, 
независимо от наличия в инкубационной среде различных лизопроиз- 
водных мембранных ФЛ (рис. 1, б). Следовательно, в зависимости

Рис. 1. Сканпграммы ТСХ полос 
фракционированных в системах ра
створителей: хлороформ-метанол-ук- 
сусная кислота-вода (25:15:4:2) (а) 
и хлороформ-ацетон-мстаиол-уксус- 
ная кислота-вода (6:8:2:2:1) (6) 
[I—*4С]-АК-меченных ФЛ синапто- 
сом и ЛПКЧ, соответственно. На 
схемах хроматограмм ФЛ фракции՛ 
расположены в следуют*'։ последо
вательности: О—старт. /—лнзо-ФХ,. 
2—сфингомиелины, 3—ФХ. 4—ФИ, 
5—фосфатндилсерины, 6—фосфати-
дилэтаноламнны, 7—фосфатидные
кислоты, 8—днфосфатидилглицери-

ны, 9—фронт

от функциональной активности и степени дифференциации, отдель
ные клеточные популяции характеризуются различной степенью чув
ствительности липидного бислоя к воздействию внешних модифици
рующих факторов.

Рис. 2. Динамика изменения коли
чества 1,2-ДАГ и свободной АК в 
условиях К+-деполяризацин синап- 
тосом мозга крыс, содержащих 1- 
ацил-2-[1—нС]-арахидоннл-ФИ (а) 
и 1-ацил-2-[1—ыС1-арахидоннл-ФХ
(б). 1—1,2-ДАГ, 2—АК. Здесь и на 
рис. 3—6 за 100% приняты исход
ные уровни радиоактивности иссле
дованных метаболитов в отсутствие 

активирующего внешнего сигнала

Изучение процесса инициации ФИ-цикла в синаптосомах, пре- 
меченных 1-ацил-2-[1—иС]арахидонил-фосфоииозитидами, в условиях 
калиевой деполяризации выявило (рис. 2, а) 2-фазную динамику ак
тивации ФИ-ФДЭ с более чем 30%-ным (от исходного содержа
ния) повышением уровня ДАГ уже на 5-й с активации клеток с 
последующим спадом до 30-й с и вторичным накоплением на 00-й с.-
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Обнаруженные сдвиги в содержании ДАГ—продукта диэстеразного- 
расщепления АК-содержащих фосфоинозитидов коррелировали с по
нижением уровня свободной АК, что свидетельствовало о доминиро
вании (особенно на 5-ой с активации цикла) процессов утилизации 
этой кислоты над ее высвобождением из фракций ФИ.

Исследование связанных с инициацией ФИ-цикла вышеотмечен- 
ных катаболических процессов в идентичных условиях эксперимента 
с использованием сппаптосом со встроенными в их мембраны 1-ацил- 
2-[1— иС]-арахидоинл-ФХ позволило выявить через 5 с после дей
ствия внешнего сигнала почти 20%-ное повышение количества сво
бодной АК (рис. 2, б) с последующим ее спадом до уровня ниже- 
исходного (60 с).. Примечательно, что динамика изменения количе
ства АК до 30 с наблюдения четко коррелировала с динамикой ак
тивации ФИ-ФДЭ. Обнаруженное при этом некоторое увеличение 
уровня ДАГ, на наш взгляд, можно объяснить как следствие акти
вации ФИ-ФДЭ, действующей на ФИ, включившие отмеченную выше 
10%-ную радиоактивность АК.

Рис. 3. а. Сдвиги в содержании՛ 
|-1_14С]-ОК и [1—НС]-олеоил-ДА Г 
в динамике К+-деполяризации си- 
наптосом, содержащих [I—ЫС|- 
олсонл-ФХ; 1 — ОК, 2—1,2-ДАГ 
С. Изменения в содержании 1,2-ДА!
п 2-МГ в [I—ИС]-арзхидонат.ме- 
ченных ЛПК.Ч в течение 60 с после 
инициации ФИ-цикла митогенны» 
лектином КонА; I — 1,2-ДАГ, 

2—2-МГ.

Полученные экспериментальные данные по исследованию дейст
вия калиевой деполяризации на синаптосомы, меченные '1-ацил-2- 
[1—иС]олеоил-ФХ в отсутствие радиоактивности во фракциях ФИ 
также свидетельствуют об активации процесса(ов) деацилирования 
ФХ с одновременным подавлением выхода [нС]олсоил-ДАГ 
(рис. 3, а). Примечателен факт несоответствия динамики высвобож
дения меченой ОК с таковой для АК в идентичных условиях экспе
римента, указывающий па наличие в ПМ сппаптосом метаболически 
различных (по ЖК составу) пулов фракции ФХ, специфически 
деацилирующихся при инициации активности ФИ-ФДЭ.

Обнаружение различными исследовательскими группами большо
го числа клеточных популяций [1, 13, 14], активирующихся через 
ФИ-цикл, а также выявленные нами закономерности активации ФИ- 
ФДЭ и процессов деацилирования ФХ в отсутствие лигапд-рецептор- 
ного взаимодействия, послужили основанием для проведения серии
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исследований по' изучению особенностей протекания отмеченных про
цессов, по своим .морфо-функциональным характеристикам отличаю
щихся от сииаптосом, ЛПЧК под действием митогенного лектина 
КонА. Установлено, что последний является специфическим агони
стом цитотоксической Т-клеточной популяции ЛПКЧ.

Под действием митогенной концентрации КонА в [1—НС]АК- 
мсченных ЛПКЧ наблюдалось (рис. 3, б) увеличение содержания 
ДАГ с максимумами па 5- и '60-й с инициации ФИ-цикла, свиде
тельствующее об активации ФИ-ФДЭ. Некоторое повышение при 
этом уровня [иС]арахидонил-МГ только на 5-й с после действия 
КонА в отсутствие (рис. 5, а) распада триглицеридов (ТГ) может 
быть следствием активации ДАГ-липазного пути высвобождения ЛК.

Рис. 4. Динамика КонЛ-индуцированиой, активации ФИ-ФДЭ в [аН]- 
иноэнтмсчеиных ЛПЧК. 1—ниозитмоиофосфат, 2—ицознтдифосфат, 3—иио- 

зиттрифосфат

Наличие в ПМ клеток различных ферментативных механизмов 
•образования и дальнейших метаболических превращений ДАГ де
лает необходимым проведение дополнительных исследований в выше- 
отмеченном плане с использованием [3Н]инозитмеченных клеток для 
более прямой и корректной оценки активности ФИ—‘ФДЭ. По
вышение уровней [3Н] инозитмоно- (ИФ,), дифосфатов (ИФ2) 
и ИФ3 в ЛПКЧ с первых секунд инициации ФИ-цикла ука
зывает на активацию диэстеразы, первичным субстратом ко
торой является ФИ-4,5-Ф2 (рис. 4). Об этом свидетельствует иден
тичность динамики изменения количества ИФз, второго продукта ди- 
эстеразного гидролиза отмеченной фракции фосфоинозитидов, с та
ковой, обнаруженной ранее для [ИС]-ДАГ. Подобная закономерность 
в корреляции динамик высвобождения ИФ3 и распада ФИ-4,5-Ф2 
под действием КонА была обнаружена и в [3Н]-ипозитмсченпых ти
моцитах крыс в идентичных условиях эксперимента (неопубликован
ные данные).

Согласно немногочисленным литературным данным [15, 16], уве
личение количества внутриклеточного Са2+ вследствие инициации 
ФИ-пути передачи внешних сигналов начинается после 1-ой с акти
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вации клеток и достигает максимума через 6—8 с. При этом, если, 
образование 'ИФ3 происходит без какого-либо лаг периода, то каль
циевый ответ отстает от последнего, по крайней мере, на 1 с [16]՛. 
В дальнейшем включаются механизмы входа в клетку внешнего 
Са2+ через специализированные каналы.

Сопоставление данных проведенных нами исследований с лите
ратурными позволяет утверждать о двухфазной динамике активации 
ФИ-ФДЭ в течение 60 с 'инициации ФИ-цнкла, независимо от типа 
клеток (синаптосомы, .ППКЧ, тимоциты) и первичного сигнала (К+- 
деполяризация, КонА). Можно заключить, что обнаруженная нами, 
первичная активация ФДЭ на 5-й с инициации ФИ-цикла осущест
вляется только мембраносвязанным каскадным механизмом, тогда 
как в последующую, вторичную фазу активации фермента могут 
быть вовлечены различные внутриклеточные Са2+-зависимые про
цессы.

Рис. 5. Сдвиги в содержан-п ИЛ, .ППКЧ. промоченных (а) [1—ЫС]-АК 
11 (б) [I—НС]-ОК па 5 сек после действия КонА в среде Игла без 
(I) н с добавлением (II) 5 ,ЧМ Са2+; /—МГ, 2-1,2—ДАГ, 3— 

1.3—ДАГ, 3—триглицериды, 5—эфиры холестерина

Имеются указания [8] относительно активирующего действия^ 
ДОХ-Иа на сипаптосомную мембраносвязанную ФИ-ФДЭ. Подобное- 
влияние на ее растворимую форму в головном мозгу крыс оказы
вают [17] ненасыщенные ЖК (АК и ОК), наряду с лизо-ФЛ, об
ладающими детергентоподобными свойствами. Предполагается также., 
что клеточная ФИ-ФДЭ ассоциирована со специфическим липидным 
микроокружением [18]. чем и объясняется [19] выраженное инги
бирующее действие холинсодержащнх ФЛ, в частности ФХ, на ее 
активность.

Исследование изменений количества отдельных фракций ИЛ в 
ЛПКЧ на 5-й с инициации ФИ-цикла под действием КонА показало 
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доминирование процессов катаболизма [I—ИС]-ЛК и [Т—1!С]-ОК- 
меченных ФЛ по диэстеразному и деацилазному путям соответствен
но (рис. 5, а, б). Если добавление в инкубационную среду Игла 
5 мМ 'Са2+ приводило к достоверной активации процесса (ов) деаци
лирования [1—|4С]-ОК-модифицированпых ФЛ с увеличением вы
хода свободной ОК, то днэстсразное расщепление [1—иС]АК-моди- 
фицированных ФЛ претерпевало обратное изменение. Полученные 
данные свидетельствуют, что начальная, мембраносвязанная фаза 
активации ФИ-ФДЭ (5 с) и в снпантосомах мозга крыс и в ЛП\КЧ 
сопряжена с активацией процессов деацилирования ФХ, преимущест
венно локализованной во внешнем монослое липидного бислоя кле
точных мембран фракции ФЛ.

Таким образом, полученные нами данные позволяют утверж
дать, что обнаруженная нами быстрая активация Са2՛1՛-зависимых, 
специфичных по отношению к ЖК составу субстрата реакций деа
цилирования фракции ФХ, может служить промежуточным регуля
торным звеном между процессами воздействия на клеткм внешних 
сигналов и активацией ФИ-ФДЭ. Не исключается также вовлечение 
в активацию клеток через ФИ-цикл как сопряженных с деацилир' 
ванием ФХ процессов их реацилирования, так и других фракций ФЛ 
путем различных метаболических превращений.

MEMBRANE PHOSPHOLIPID DEACYLATION PROCESSES 
ASSOCIATED WITH PHOSPHOINOSITIDE CYCLE INITIATION IN RAT 

SYNAPTOSOMES AND HUMAN BLOOD LYMPHOCYTES

TADEVOSIAN Yu. V.. ASATRIAN L. Yu.. KARAGEUZYAN K. G.

Institute of Molecular Biology, Acad. Scl, of Armenia, Yerevan

Phosphoinositide-specific phosphodiesterase activation and phospha
tidylcholine deacylation, associated with phosphoinositide cycle initiation 
by К’•--depolarization and concanavalln A accordingly in rat cerebral 
cortex synaptosomes and human blood lymphocytes were investigated. 
Both cells observed similar, biphasic activation of dynamics for phospho
inositide-specific phosphodiesterase during the first minute of the cycle 
initiation. Phosphatidylcholines fatty acid composition — dependent, spe
cific stimulation of deacylation process (es), correlating with observed 
phosphodiesterase activation, was shown.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. ։Т, № 2, 1992

. • УДК 577.212.2

СОДЕРЖАНИЕ РАЗЛИЧНЫХ КЛАССОВ РНК 
В ГОЛОВНОМ МОЗГУ ПРИ ДЕЙСТВИИ 

ПИРАЗОЛОВЫХ СОЕДИНЕНИЙ

ХАЧАТРЯН Г. С., АДАМЯН М. X.. АНТОНЯН А. А., 
КАЗАРЯН А. Р„ САЯДЯН К- С.

Ереванский государственный медицинский институт

Изучено действие пиразоловых соединений из группы ингибиторов нитрифика
ции на активность генетического аппарата нервных клеток высших животных. По
казано усиление биосинтеза я-РНК АН (более чем в 2 раза) и ОС типов, р-РНК 
я т-РНК в клетках головного мозга при действии мстилпиразола и карбамоилмс- 
тилпиразола в острых экспериментах (1—3 дня). В подострых экспериментах (1 — 

:3 месяца) действие пиразоловых соединений в отношении нуклеинового обмена, за 
исключением я-РНК AG типа, имеет противоположную направленность. С увели
чением содержания я-РНК А1! типа наступает подавление синтеза я-РНК 
ОС типа (предшественник р-РНК), р-РНК и т-РНК, что свидетельствует о преи
мущественном поражении ядрышкового аппарата нервных клеток, ответственных 
за биосинтез указанных форм РНК. В механизме действия указанных соединений 
первый лот (№) пиразола рассматривается в качестве активного центра, реализу
ющего их действие на нуклеиновый обмен клеток мозга.

Интенсивное применение синтетических химических соединений 
и других ксенобиотиков нередко сопровождается ухудшением эколо
гического состояния и ростом нейро-психических и других заболева
ний. Конкурируя с природными пидукаторами и ингибиторами ген
ной активности, ксенобиотики могут вызвать специфические и не
специфические реакции интоксикации, нарушающие процессы репли
кации, транскрипции и трансляции и в результате повреждения 
или мутации структур генетического материала привести к нежела
тельным последствиям в результате нейротоксического действия. В 
связи с отмеченным представляет исключительный интерес выявле
ние механизма влияния различных ксенобиотиков на генную актив
ность, а также выяснение вопроса реальности существования специ
фических рецепторов для связывания ксенобиотиков при генной экс
прессии и разыгрывании процессов интоксикации и мутации. Эти и 
другие задачи по сей день остаются недостаточно освещенными 
[1—6]. Изучение путей нейротоксического действия многих ксено
биотиков с учетом особенностей функционирования генома нервных 
клеток представляет одну из интересных и важнейших направлений 
молекулярной биологии.
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Настоящая работа является фрагментом наших исследований 
молекулярно-биологического и нейрохимического профиля, посвящен
ных изучению особенностей действия ксенобиотиков в плане иссле
дования в клетках головного мозга эффектов пнразоловых соедине
ний (3-мстилпиразол, 1-карбамонл-3/5/-метнлпиразол, ингибиторы 
нитрификации), на количественную характеристику ядерных РНК 
AU (предшественник информационной РНК) и GC (предшественник 
рибосомной РНК) типов, р-РНК и т-РНК.

Материалы и методы
Эксперименты проводили в остром опыте па белых крысах-сам

цах массой 150—200 г. Метил пиразол '(МП) и карбамоилметилпн- 
рачол (КМП) вводили перорально в концентрациях ! : 3, 1:5, 1:10՛ 
•ПД50 в течение 3-х дней по одному разу. Смертельная доза (ЛД) 
применяемых препаратов составляла 3810 мг/кг. В подострых экс
периментах применяли 1:50, 1:100, 1:1000 ЛДг0 препаратов в те
чение 1 и 3 месяцев (ежедневный одноразовый прием).

04.... 1'1 у и '■' ■■ ■ l ine определение различных
классу: РИК клеток головного .мозга ' прол..;::лг разработанным 
ппм'и комбинированным методом фенольчо” ?՝•:< .р акции, дифферен
циального ультрацентрифугирования, гель-фильтрации с последую
щей ультрафиолетовой спектроскопией полученных РНК и иденти
фикацией последней со стандартным образом РЫК («Sigma», США) 
[7—9]. В итоге в чистом виде были получены и изучены типы ядер- 
нЫх РНК GC и All, я также ’р-РНК и т-JPHK. Количество РНК 
выражали в мкг/г мозговой ткани.

Использовали ультрацентрифугу Spinco (модель L-2-65K), фрак
ционный коллектор (модель Miiiem), спектрофотометр VSU 2-Р, 
стандартные препараты m-РНК, р-РНК. т-РНК («Sigma», США). 
Все эксперименты выполняли в холодильной комнате при 2°.

Результаты и обсуждение

Результаты исследования по изучению действия МП на количе
ственную характеристику различных классов РНК в клетках мозга 
в острых и подострых экспериментах приведены в табл. 1. согласно 
которой в клетках головного мозга содержание я-РНК АН и СС 
типов, р-РНК и т-РНК в контрольных опытах составляет 272+0,62, 
185±0,62, 1090+32,2, 287±3,0 мкг/г ткани соответственно, а коли
чество общей РНК колеблется в пределах 1834 мкг/г.

Эффекты пиразоловых соединений ’ сопровождаются значитель
ными изменениями в головном мозгу количественных характеристик 
различных классов РНК- В острых опытах МП в концентрации 
1:ЗЛД5о приводит к чувствительным сдвигам в содержании почти 
всех изученных форм РНК, выражающимся в достоверном увеличе
нии концентрации как ядерных, так и цитоплазматических форм 
РНК. Согласно нашим данным, уровень я-РНК АН типа возрастал 
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■более чем в 2 раза, приблизительно составляя 582 ±6,44-мкг/г ткани 
против 272±0,62 мкг/г в контроле. На этом фоне количество р-РНК 
ло сравнению с исходным увеличилось примерно на 1:3, составляя 
1635±34,84 мкг/г против 1090±32,2 мкг/г; аналогичные достоверные 
сдвиги прослеживались и со стороны содержания я-РНК ОС типа 
л т-РНК и общего РНК, которое по сравнению с контролем 
(1834 мкг/г) достигало 2818 мкг/г. Полученные результаты свиде
тельствуют о мощном стимулирующем влиянии МП на активность 
генетического аппарата. Выдвинутое нами предположение полностью 
подтвердилось при испытании препарата в концентрации 1:5 и 1:10 
ЛД50. Из приведенных в таблице данных видно, что под действием 
указанной дозы содержание изученных нами форм РНК в мозгу 
еще больше возрастало для я-РНК ОС и АН типов, р-РНК и 
т-РНК соответственно, содержание же общей РНК в тех же усло
виях эксперимента возрастало на 78%, количество я-РНК А11 
типа—более чем в 3 раза, т-РНК—почти в 2 раза. Применение МП 
в концентрации 1 : 10 ЛД50 характеризовалось увеличением содержа
ния я-РНК С>С и Аи типов, р-РНК и т-РНК.

Как показали результаты проведенных наблюдений, все дозы 
МП, особенно 1:5 ЛД50 обладают значительным эффектом в индук
ции генома нервных клеток. Установленный нами впервые в острых 
опытах индуцирующий эффект МП на пуклеиновый обмен имеет 
прямое отношение к перенапряжению функций генома и интенсив
ности биосинтеза белков в клетке. Таким образом, этот неконтро
лируемый интенсивно протекающий синтез биополимеров—РНК и 
белков может оказать пагубное влияние па регуляторные системы 
в процессе апластического роста клеток и тканей. Для окончатель
ного обоснования выдвигаемого заключения представлялось необхо
димым проследить за действием МП как на нуклеиновый обмен по
дострых экспериментах, так и на активность ферментов метаболизма 
РНК—рибонуклеазу и ДНК-зависимую РНК-полнмеразу.

Как вытекает из данных табл. 1, месячная затравка живот;։՛ 
МП в концентрации 1 :50 ЛД50 вызывает статистически достоверное 
повышение содержания лишь я-РНК АН типа, являющегося пред
шественником информационной РНК. На этом фойе содержание дру
гих разновидностей РНК претерпевало противоположные сдвиги. Его 
уменьшение для я-РНК ОС типа как предшественника рибосомной 
РНК, р-РНК. и т-РНК, за редким исключением, статистически до
стоверно устанавливалось приблизительно в пределах 120±0,45, 
880 ±22,42 и 180 ± 0,42 мкг/г соответственно против 185 ± 0,65, 
1090±32,22 и 287±0,32 мкг/г в контроле.

Аналогичная закономерность повторялась при действии меньших 
концентраций препарата. Одномесячная затравка МП в концентра
ции 1 : 100 ЛД50, как и при дозе 1:5ОЛД։о сопровождается пони
жением содержания всех изученных трех форм РНК. причем коли
чество я-РНК АН типа, достоверно увеличивается, составляя при
мерно 420±16,24 мкг/г против 272±0,06 мкг/г в контроле (табл. 1).
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Содержание различных классов РНК в головном мозгу 

ион действии метилпиразола (мкг/г)

Таблица I

Поднтрыс эксперименты

Клтсс 1НК Контроль

1

При еняемые концепт алии

1/3 ЛДв 1/5 ЛД0 1/ю лд-л

я РН л ОС т па 
я-՛ НК Хи типа 
р РН <
т-РНК
обща т_РНК_______

к 5±о. 6?
272+0.6'2

1090,0+32.2
237+3-00

18Й

229+3,64
682+6.41*"
1636+34.84 ♦
3.81+6.4’*’

2818

240+0,74*’
794+0 Об՛-" 

1707 +3 . 90”-
541+6.44’**

3282

230+0.25” 
7055-1,83 »*» 

1429+34.13’
350+5,15** 

2714

Примечание. Здесь и в табл. 2: число опытов в каждом ряду—8, * р<0,05, "р<0,01, »”р<0,001

Класс РНК Контроль

1 59 ЛД» 1/100 лд;о 1/50 ЛД«> 1,50 ЛДу,

1 месяц 1 месяц 3 месяца 3 месяца

я-РНК ОС типа 
я-РН'К ?.и тапа 
р-Р НК
т-РНК 
общая РНК

185+0,65 
272+0,052 

1090+32,22 
287+0.32

1831

120+0,15*’ 
■140+0,72’** 
880+22.42,’* 
180+0,42*** 

1630

150+0,48*’
420+16.24”*
960+28,46**
240+5,4"

1770

125+0,36*’*
320+2,4'’
68 .+ 12,54’**
100+0,25***

1215

120+0,42*"
240+0,62
0:0+12,64*’*
120+0,45

7180



Анализ полученных результатов позволяет допустить возмож
ность поражающего действия МП после перенапряжения функций 
генома в острых опытах в отношении ферментативных систем био
синтеза я֊РНК ОС типа, р-РНК и т-РНК в хроническом экспери
менте, осуществляемого в основном с участием ядрышковой ДНК- 
завиенмой РНК-полимеразы. На этом фоне МП по-прежнему про
должает индуцировать биосинтез предшественника информационной 
РНК (я-РНК АИ типа), определяющего характер и специфику син
тезируемого белка. Не исключена возможность негативного влияния 
МП на биосинтез строительных блоков РНК и на предшествующих 
этапах развития этого процесса, изучение которого и других важ
ных аспектов нуклеинового обмена в деталях под действием пйра- 
зоЛовых соединений потребует проведения специальных исследований.

Существенный интерес представляют результаты зжслсримептоль- 
пых исследований но месячной затравке 'МП, который в концентра
ции 1:50 ЛДи оказывает ярко выраженное недг-шлыощее действие 
на синтез изученных форм РНК. Так, например, согласно нашим 
наблюдениям, содержание я-РНК СС'типа, р-РНК т-РНК по 
сравнению с контролем уиьшает соответственно на .. . и 6с м, 
а содержание я-РНК АП тина увеличивается на 1/%. При 3-месяч- 
ной затравке МП в копценграции 1 : 100 ИДбо содержание я-РНК 
ОС типа, р-РНК и т-РНК по-прежнему статистически достоверно 
уменьшается соответственно на 37, 39 п 58%, а уровень я-РНК 
АН типа лишь колеблется в пределах контроля, что пе исключает 
возможности поражения на этой стадии как ферментативной системы, 

. синтезирующей информационную РНК, так и других регуляторных 
процессов синтеза азотистых оснований, нуклеотидов в цепи биосин
тетических реакций РЫК-

Таким образом, тенденция к повышению содержания я-РНК 
АП՜ типа при действии всех испытанных нами доз МП продолжается 
и в подострых экспериментах, в то время как содержание трех 
других форм РЫК (я-РНК ПС типа, р-РНК и т-РНК), наоборот, 
уменьшается. Не исключено, что после определенного 'перенапряже
ния генома в остром периоде интоксикации подострое и хрониче
ское воздействие препарата приводит к поражению РНК-СПНтезп- 
рующей системы. Полученные данные свидетельствуют о .непосредст
венном действии на геном нервных клеток, вызывающем ненормаль
ный рост нуклеиновых клеток в период острой интоксикации и по
ражение генетического аппарата, приводя таким образом к умень
шению или почти остановке синтеза пуклеиновых кислот в условиях 
хронической интоксикации. В обоих случаях эти явления расцени
ваются как весьма негативное для жизнедеятельности клеток орга
низма. Интенсивный рост количества биополимеров (РНК, а соот
ветственно и белков) в период острой интоксикации пе исключает- 
возможность 'ускорения неконтролируемых репаративных процессов 
в пути неопластического роста клеток, в то время как поражение 
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генетического аппарата при хронической интоксикации приводит к 
прекращению его функции головного мозга.

Для окончательного суждения о вредном влиянии пиразоловых 
соединений мы сочли необходимым изучить нуклеиновый обмен го
ловного мозга и под действием их другого представителя—КМП, 
отличающегося от МП наличием карбамоильной группы в 1-м поло
жении азота пиразолового кольца.

Как вытекает из данных табл. 2, в острых опытах КМП в кон
центрации 1 :3 ЛД50 вызывает статистически достоверное пониже
ние содержания я-РНК АО типа и, наоборот, повышение количест
ва т-РНК, составляя соответственно 200+8,42 и 459+4,78 мкг/г 
ткани против 272 ±0,62 и 287 + 3,0 в контроле. При этом содержа
ние я-РИК ОС типа и р-РНК, имея тенденцию к повышению, тем 
•не менее колебалось в пределах контроля. В тех- же условиях экс
перимента в концентрации 1:5 ЛДго КМП вызывают значительное 
повышение содержания я-РНК АП типа, р-РНК и т-РНК соответ
ственно до -592 + 5,63. 1760+39,99 и 440±3.22 мкг/г. Содержание 
•я-РНК АН типа и т-РНК увеличивается в 2,9 и 1,5 раза, р-РНК— 
на 61%. Содержание я-РНК’ОС типа также повысилось, а уровень 
общей РНК возрастал до '3017 мкг/г, что по сравнению с контро- 

.лем составляет 64%. Сопоставление полученных результатов по 
действию КМП и МП при одинаковых концентрациях позволяет 
выявить однонаправленность в действии этих двух 'пиразоловых сое
динений с той разницей, что КМП выступает также в роли мощ
ного индуктора активности генетического аппарата клеток ’головного 
мозга.

Примечательно, что содержание изученных форм РНК в голов
ном мозгу значительно увеличивается и при действии՜ сравнительно 
меньшей концентрации (!•: 10 ЛДЬ0) •препарата. При этом в нерв
ных клетках уровень я-РНК ОС и АН типов, р-РНК и т-РНК до
ходит до 236±0,84, 469±3,70, 1690 + 35,42, 340 + 3,20 мкг/г соответ
ственно, а количество общей РНК доходит приблизительно до 
2735 мкг/г против 1834 мкг/г в контроле. Эти сдвиги по сравнению 

•с контролем составляют соответственно 27, 72, 61, 18 и 49%.
Анализ полученных данных показывает, что 'КМП в индукции 

генетического аппарата обладает почти теми же свойствами, что 
и МП.

Направленность и эффективность реакции интоксикации обоих 
препаратов на нуклеиновый обмен протекает однотипно, по-видимо- 
му. по одному и тому же механизму. По всей вероятности, эффект 
действия КМП в острых опытах проявляется после потери карба
моильной группы и высвобождения № в пнразоловом кольце. В 
пользу такого вывода свидетельствует сравнительно активное дей
ствие МП па нуклеиновый обмен при концентрации 1 :3 ЛД50, при 
котором КМП не оказывает заметных сдвигов в содержании изу
ченных форм РНК. Более высокая концентрация последнего—1:3 
.ЛД5о, по-видимому, влияет на интенсивность течения ферментатив-
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Таблица

Содержание различных классов РНК в головном мозгу 
при действии карбамонлметилппразола (мкг/г)

Класс ! НК Контроль

Применяемые концентра щн

1/3 ЛД» 1/5 ЛД;о 1/Ю ЛДи

я-РНК ОС типа 
я-РНК АО типа 
р-РНК
т-РНК 
общая РНК

185+0,62
272+0.62

1099+32.2
287+3,00

1831

194±0,65
200+8,42

1165+32.52
459+4.7»”*

2018

225+0,32*
592+5.63***

17606+9.99*”
440+3,32*”

3017

236+0,81
459+3.70’”

1690+35.42”
310+3.20**

2755

Подосгрыс эксперименты

Класс РНК Контроль

1/50 ЛД» 1,100 ЛД.Д 1/50 ЛДп 1/100 лдм

1 месяц 1 месяц 3 месяца 3 месяца

я-РНК ОС типа 
я-РН< ди типа 
р-РН<
т-РНК 
общая РНК

185+0.65
272+0.52 

1090 +32.22
287+0,32 

1834

120+0,32*” 
420+0,66***
880+18.46”
240+0,36

1660

163+0,64** 
480+0.78”* 
920+22,44*
276+0,46

1841

80+0,22*” 
419+0,66”? 
720+16.42**’ 
250+3.24‘*

1'470

130+0.42*** 
<76т0.6з”* 
872+16,42” 
248+0.66

Г.20
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пых реакций, которые направлены на отщепление карбамоильной 
группы от КМП и ее дальнейшие превращения.

Однотипность или сходство механизмов действия КМП 'и МП на 
нуклеиновый обмен головного мозга подтверждают и результаты 
наших исследований 'по изучению влияния КМП на это звено мета
болизма в подострых экспериментах.

Как показывают данные табл. 2, КМП в концентрации 1:50 и 
1 : 100 ЛД50 в подострых опытах вызывает аналогичные с дейст
вием МП сдвиги в нуклеиновом обмене. Содержание я-РНК Ли типа 
при действии указанных концентраций препарата достоверно 'повы
шается соответственно до 420±0,65 и 480±0,42 мкг/г против 272± 
0,62 мкг/г в контроле. Как и в хронических опытах с МП, КМП 
вызывает статистически достоверное понижение количества я-РНК 
ОС типа и р-РНК соответственно до 120±0,32, 163±0,64, 880± 18,46 
и 920±22,44 мкг/г. Аналогичная закономерность в нуклеиновом об
мене прослеживается и при действии указанных концентраций пре
парата, применяемых в течение 3-х месяцев, -когда содержание пред
шественника информационной РНК, как и при одпомесячиой зат
равке, статистически достоверно возрастает, составляя 440±0;66 
и 476±0,62 мкг/г против 272±0,62 мкг/г в контроле, а уровень 
р-РНК понижается и колеблется в пределах 720± 16,42 и 872± 
±16,42 мкг/г против 1090±32,22 мкг/г в контроле; аналогично из
меняется и содержание общей РНК. При действии указанных кон
центраций КМП значительно убывает и содержание я-РНК СС типа 
соответственно до 80±0,22 и ■] 30 ±0,42 мкг/г против 185±0,65 мкг/г 
в контроле.

На основании анализа данных, полученных в хроническом ‘экс
перименте, можно предположить об избирательном воздействии КМП 
преимущественно на ядрышковый аппарат клетки, где сосредото
чены ферменты биосинтеза предшественников рибосомной и тран
спортной РНК. Этим, по всей вероятности, и 'можно объяснить 
резкое снижение количества я-РНК ОС типа, р-РНК, установлен
ное нами в подострых экспериментах.

Таким образом, при высоком содержании информационной РНК 
КМП в острых экспериментах вызывает индукцию биосинтеза 'всех 
форм РНК. а в подострых—резкое уменьшение содержания я-РНК 
ОС типа и р-РНК.

Полученные данные приводят нас к твердому убеждению, что 
указанные пиразоловые соединения действуют единым механизмом 
на функцию генетического аппарата, в начале в качестве индук
торов биосинтеза РНК, вызывая ненормальный рост биополимер 
ров, а в дальнейшем и чрезмерное напряжение функции генома в 
нервных клетках, что приводит к понижению РНК-синтезирующих 
систем в ядерном и ядрышковом аппаратах клеток. Не исключено 
поражающее воздействие изученных факторов в хронических экс
периментах и на предшествующие этапы нуклеинового обмена, при 
этом уменьшается пул азотистых оснований, нуклеозидов и нуклео
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тидов, необходимых строительных блоков, вовлекающихся’ в реакции 
биосинтеза нуклеиновых кислот.

Результаты исследований по острым и подострым эксперимен
там с применением 1:3, 1 :5 и 1 :10 ЛД50 (в острых) и 1 : 10. I : 100 
ЛД50 (в подострых, 1—3 месяца) препаратов ЛАП и КМП служат 
■основанием считать метилпиразоловую конфигурацию и в особен
ности первый азот (N1) 'пиразолового кольца действующим началом 
в структуре молекулы обоих препаратов, способным индуцировать 
геном нервных клеток в пути биосинтеза различных классов РЫК. 
Хотя изученные соединения выступают в роли мощных индукторов 
нуклеинового обмена, вызывающих однонаправленное и несколько 
разноэффективное действие па генетический аппарат, ЛАП оказы
вается более активным, а КМП осуществляет свое влияние на ге
нетический аппарат, по-виднмому, после потери карбамоильной груп
пы и перехода -в МП. Активная роль первого азота пиразолового 
кольца, по нашему мнению, может заключаться в приеме и отдаче 
различных функциональных групп, *։։ том числе и карбамоильной 
группы, 'благодаря чему он может вовлекаться во временное взаи
модействие со структурой хроматина для разделения цепей двухце
почечной ДНК и создания условий интенсификации функциональ
ной активности реплицирующих и транскрибирующих ферментов. 
С другой стороны, эти препараты во времени формируют определен
ный ’фон напряжения функции генома, поражая некоторые регуля
торные системы, в особенности РНК-сннтезирующий аппарат. Ча
стичный ответ на эти и другие вопросы мы 'получим после рас
смотрения наших экспериментальных данных, посвященных изуче
нию изменений в активности рибонуклеазы основного фермента де
градирующего РЫК и ДНК-зависимых РНК-полимераз, обеспечива
ющих биосинтез, различных форм РНК в клетках.

THE CONTENT 03 VARIOUS CLASSES OF BRAIN RNA UNDER 
THE EFFECT OF PYRAZOLE COMPOUNDS

KHACH.ATRJAN O. S., ADAMIAN M. KH . ANTONIAN Л. A.. K AZARIAN A. R. 
SAYAPIAN K. S.

Yerevan Med cal Institute. Scientific Research Institute of Toxicology

Effect of pyrazole compounds from the group of inhibitors of nitri
fication at the activity of genetic apparatus of animal nerve cells was 
studied. An increase of biosynthesis of n-RNA of AU and ОС types, 
r-RN.A and t-RNA in the brain cells under the effect of methylpyrazolc 
and carbamoyl methyl.’pyrazole In acute experiments (1—3 days) was 
shown. The content of n-RNA of AU type (pre-m-RNA) was elevated 
more than two times. In nonacute experiments (1—3 months) the effect 
of pyrazole compounds In regard to nucleic acid metabolism despite of 
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n-RNA AU type had an opposite direction. With the increase of the 
content of n-RNA AU type there came the depression of the synthesis 
of n-RNA GC-type (precursor of r-RNA), r-RNA and t-RNA. which 
shows a prim try affect of nucleotic apparatus of nerve cells, responsible 
for the biosynthesis of indicated forms of RNA. The first nitrogen (N) 
of pyrazole was considered to be an active centre of the effect of indi
cated compounds in the mechanism of their action at the nucleic acid 
metabolism of brain cells.
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НЕЙРОХИМИЯ
ТГ11, № 2, >992

УДК 577.171.59.175.3.7

ИЗМЕНЕНИЕ АНТИТЕЛООБРАЗОВАН ИЯ В ПРОДУКТИВНЫЙ 
ПЕРИОД ИММУННОГО ОТВЕТА НА РАЗЛИЧНЫЕ 

АНТИГЕНЫ ПОД ВЛИЯНИЕМ ГИПОТАЛАМИЧЕСКИХ 
ПЕПТИДОВ IN VITRO

АПРИКЯН в. С„ ГАЛОЯН К. А.

Институт биохимии им. Г. X. Бунятяпа НАИ Армении, Ереван

В последние годы достигнут значительный прогресс в нейронммунологни, бла
годаря расширению представлений о взаимосвязи между нейроэндокринной и иммун
ной системами. Развиваются исследования в области изучения участия отдельных 
структур нервной ткани в функционировании иммунной системы [I —10], обнаружены 
рецепторы к ним на иммунокомпетентных клетках [II —13], а также их способность 
замещать функции им му иомедиаторов [14], выявлены иммунореактивные структуры 
нервной ткани, обнаружена способность самих структур их индуцировать [15—13], 
изучается их роль в иммунопатологиях [19, 20]. Исследуются механизмы обратной 
связи. Интересным представляется изучение влияния на функционирование иммунной 
системы обнаруженного А. А. Галояиом нового класса гипоталамических пептидов 
(НП) [21, 22].

Целью настоящей работы явилось изучение влияния НП на антитслообразоичние 
в продуктивный период иммунного ответа па различные антигены in vli/o.

Материалы и методы

Использовали свободных от специфического бактерионоситель
ства мышей-гибридов первого поколения (СВАХС57ВЬ/6Л) Р|. С 
этой целью выборочно из органов забитых цервикальной дислока
цией мышей делались мазки-отпечатки на дифференциальные пита
тельные среды. Использовали ИП, очистку и выделение которых 
проводили из вторичного порошка гипоталамуса с помощью метода 
зонального электрофореза свободного потока на аппарате фирмы 
Вепйег-НоЬеш ЕЕРНОБ—УАР—22 (Германия). Средн полученных 
нейропептидных фракций были обнаружены как коронарорасширяю- 
щие, так и коронаросужпвающие фракции. НП применяли в дозах 
от 103 мкг до 10՜16 мкг в 0,9%-ном изотоническом растворе хлори
стого натрия. Исследовали влияние НП на антителообразование 
в продуктивный период иммунного ответа на поликлональный, ти- 
муснезависимый и тимусзависимый антигены. В качестве антигенов 
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использовали: липополисахарид (ЛПС, из Salmonella typhosa 0901, 
Difco Lab. Detroit. .Mich.) для модуляции поликлонального иммунно
го ответа; динитрофенил—фиколл (ДНФ-фиколл), приготовлен
ный с использованием CNBr-фиколла (Мм 400 ООО, «Sigma Chern. 
Со», США) и 2,4-дипнтрофенилсина («Sigma Chern. Со», США) по 
методу Klaus и соавт. [23], для модуляции тпмуснезависимого им
мунного ответа; эритроциты барана (ЭБ)—для модуляции тимусза- 
висимого иммунного ответа. Антигены применяли в концентрациях: 
ЛПС—100 мкг/мл, ЭБ—1 X 107/мл, ДНФ-фиколл—10 нг/мл, субку- 
танно, в область задней стопы.

Мышей забивали цервикальной дислокацией на 1-, 2- и 4-е сут
ки вторичного иммунного ответа на ЛПС, ДНФ-фиколл и ЭБ со
ответственно. Получали клетки регионарных гтмфатпчсских узлов, 
которые суспензировали в среде, содержащей RPMI—1640 (Flow 
Ln:., Inc V'r :n:a, США), ’0'.-и .1 теля л>2 i -чуворотки 'Qibco Lab., 
Inc, N. Y., США', 2 мМ хепес буфера (Flow Lab.. Inc. Virginia, США), 
2 мМ L-глутамина (Gibco Lab., Inc. N. Y., США). Жизнеспособность 
клеток оценивали периодически на разных этапах исследования с по
мощью трипа нового синего.

Суспензии клеток готовили из расчета: 5ХЮ5/мл при ЛПС-от- 
вете, и !по 1 X Ю7/мл при ответе на ДНФ-фиколл и ЭБ. По 0,5 мл 
клеточной суспензии и НП переносили в 48-луночные плейты (Cos- 
ar. Pack. Corp, Cambridge/ которые инкубировали при покачивании 
10 в мин на аппарате Bellco (Bellco Biotechnology, Nineland, N. J.) 
при 37° в стальных культуральных боксах в атмосфере 10% СО2.

Количество антитслообразующих клеток (АОК) определяли 
спустя сутки, в модифицированном методе непрямого локального 
гемолиза [24], и выражали как количество АОК/Ю® клеток. В ка
честве индикаторных 'клеток для ответа па ЛПС и ДНФ-фиколл, 
использовали выдержанные в растворе Олсвера ЭБ, соединенные с 
триннтрофенилом по методу Rittenberg и соавт. '[25]. Вычисляли 
коэффициент стимуляции антителообразования как отношение коли
чества АОК в опытных пробах К таковым в контрольных. Коэффи
циент угнетения антителообразования вычисляли как обратную сти
муляции величину. Коэффициент стимуляции/угиетения обозначали 
как К. В контрольных пробах вместо НП применяли 0,9%-ный изо
тонический раствор хлористого натрия в аналогичных количествах. 
Статистическую обработку полученных результатов проводили с ис
пользованием критерия Стьюдента-Фишера.

. Результаты и обсуждение

В процессе исследования среди различных НП были обнаружены 
НП с выраженной антнтелостимулирующей или антителоугнетаю
щей активностями, условно обозначенные нами как НП-а и НП-₽ 
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соответственно. Данные но влиянию НП на формирование ЛОК к 
различным антигенам, представлены на рисунке. Можно видеть, что в слу
чае с ЛПС антителостимулирующие НП (рис. А, а) проявляли активность 
в диапазоне доз 1 мкг—10՜12 мкг. Указанные дозы повышали выработку 
ЛОК в 1,20 (р<0,05)—2,8 (р<0,001) раза. Так, дозы 1, 10՜2, Ю՜1, 
10 е. 10՜8, 10~10, 10՜12 мкг повышали продукцию ЛОК соответст
венно в 1,26 (р<0,05), 1,4, 1,6, 1,9, 2,34, 2,3, 1,5 (р<0.001) раза. 
Остальные дозы—103—10 мкг и Ю-И—10՜16 мкг не оказали сущест
венного влияния на антителообразование (р>0,05).

Рисунок. Влияние нового класса гипоталамических пентилов па форми
рование аятителообрззующнх клеток в продуктивный период иммунного 
ответа к различным антигенам: лпйсфолпсахариду (I), дииитрофснил-фи- 
коллу (2), эритроцитам барана (3). По оси абсцисс—дозы нового класса 
гипоталамических пептидов (в,мкг): /—контроль, 2—103, 3—102, 4—10, 
5—1,0, 5-10- 2 7—10-1, 8—10 в, р—Ю֊«, /5-10-10, /7—10-12, 12— 
Ю-ы, 13—10-1°, а—новый класс гипоталамических пептидов а. б—но
вый класс гипоталамических пептидов р. По оси ординат—количество 

антптелообразующах клеток X10е.

Аитителоугнетающие НП (рис., А, б) проявили активность в 
диапазоне доз 1—10 12 мкг. Они угнетали выработку ЛОК в 1,3 
(р<0,05)— 2,4 (р<0,001) раза. Так, дозы 1, 10֊2, 10֊\ IO՜8, 10֊8. 
Ю՜10, 10՜12 мкг угнетали антителообразование в 2,4, 1,9, 1,8, 1,7, 
1,6, 1,5 (р<0,001), 1,3 (р<0,05) раза соответственно. Дозы 10s— 
10 мкг отменяли формирование ЛОК. Дозы 10 й—10՜16 мкг не из
меняли контрольный уровень выработки ЛОК (р>0,05).

Аналогичная активность имела место и при исследовании влия
ния НП на антителообразование в иммунном ответе на ДНФ-фи- 
колл (рис., Б). Так, стимулирующий эффект НП-а (рис., Б, а} 
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проявлялся в диапазоне доз 10~2—10՜12 мкг и был па уровне 1,3 
(р <0,05)—2,6 (р< 0,001). Дозы 10֊2, 10֊<, IO֊8, 10 s, Ю֊10, 
10 12 мкг повышали продукцию АОК соответственно в 1,4, 1,6, 1,7, 
2,0, 2,6 (р<0,001), 1,3 (р<0,05) раза. Остальные дозы—103—1 мкг 
и 10 14—10՜15 мкг существенного влияния на изменение уровня вы
работки АОК не оказывали (р>0,05).

Аптитслоугнетающнй эффект НП-ф (рис., Б, б) проявлялся в до
зах 10 2—10~12 мкг. Данные дозы угнетали выработку АОК в 1,2 
(р<0,05) —2,2 (р<0,001) раза. Дозы IQ՜2, 10“», IO֊6, 10 s, Ю՜’», 
10 12 мкг угнетали продукцию АОК соответственно в 2,2, 1,8, 1,6, 
1,5, 1,3 (р<0,001), 1,2 (р<0,05) раза. Дозы 103—1 мкг отменяли 
■формирование АОК. Дозы 10՜14—10՜16 мкг не оказывали существен
ного влияния на изменение контрольного уровня выработки АОК 
<р>0,05). „

Результаты исследования влияния НП на антителообразование 
в иммунном ответе на ЭБ представлены на рисунке (В), из ко
торого следует, что антителостимулирующие НП (рис., В, а) про
явили активность в диапазоне доз 10՜2—10՜12 мкг. Они повышали 
выработку АОК в 1,3 (р<0,05)—4,1 (р<0,001) раза. Так, дозы 
10՜2, 10՜—*, 10“6, 10՜8, 10՜10, 10՜12 мкг стимулировали продукцию 
АОК соответственно в 1,3 (р<0,05), 1,7, 2,6, 3,4, 4,1, 2,5 (р<0,001) 
раза. Остальные дозы—103—1 мкг и 10՜14—10՜16 мкг существенно 
не изменяли уровень выработки АОК (р>0,05).

Антителоугнетающие НП (рис.. В, б) проявили свою активность 
также в диапазоне доз 10՜2—10՜12 мкг. Они угнетали выработку 
АОК в 1,3 (р<0,05)—2,6 (р<0,001) раза. Так, дозы 10՜2, 10“», 
10 °, 10՜՜8, 10 10, 10 12 мкг угнетали выработку АОК в 2,6, 2,18, 
1,85, 1,6 (р<0,001), 1,45 (р<0,01), 1,3 (р<0,05) раза соответствен
но. Дозы .0=—1 мкг полностью отменяли формирование АОК. Дозы 
10՜14—10 16 мкг существенно не изменяли уровень выработки АОК 
(р>0,05).

Таким образом, в результате проведенного исследования обна
ружено, что в составе пептидной фракции гипоталамуса имеются как 
антителостимулирующие НП, так и аитителоугиетающие. Данные 
свойства НП проявлялись в продуктивном периоде иммунного от
вета на различные антигены: поликлональный, тимуснезависимый, 
тпмусзависимый. Изменение аптителообразования под влиянием как 
стимулирующих, так и угнетающих НП носило выраженный, зави
симый от дозы характер. Данные фармакокинетического анализа 
свидетельствуют, что величина силы стимулирующего действия НП 
достигала максимума в диапазоне доз 10՜8—10՜10 мкг. В условиях 
проведенного исследования in vitro указанные дозы явились наибо
лее оптимальными.
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THE CHANGES OF ANTIBODY FORMATION AT THE PRODUCTIVE 
PERIOD OF IMMUNE RESPONSE TO DIFFERENT ANTIGENS 

UNDER THE INFLUENCE OF HYPOTHALAMIC PEPTIDES
IN VITRO

APRIKIAN V. S., GALOYAN K. A.

!l. Ch. Buniatian Inslioite oi Biochemistry, Acad. Scl. of Armenia, Yerevan

It was studied the effect of hypothalamic peptides on antibody for
mation at the productive period of immune response to polyclonal, T- 
independent, T-dependent antigens in vitro.

There are different antibody stimulating, as well as antibody inhi- 
’ iiing neuropeptides. The activity appeared at al! cases investigated, and 
v. as oi dose-dependent character.
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 577.15+616.833—018:616.447ВЛИЯНИЕ ПАРАТИРЕОИДНОГО ГОРМОНА НА СОДЕРЖАНИЕ ЦИКЛИЧЕСКИХ ‘НУКЛЕОТИДОВ В НЕРВНОЙ ТКАНИ
ТЕР-МАРКОСЯН Л. С., ХУДАВЕРДЯН Д. Н.

Ереванский государственный медицинский институтОсобое место в Клеточной и молекулярной эндокринологии занимает изучение механизмов восприятия, переработки н реализации гормонального сигнала клеткой. В наших предыдущих исследованиях [1, 2] по изучению действия паратиреоидного гормона (ПТГ) на нервную ткань были выявлены феномен его рецепции мембраной си- наптосом коры головного мозга крыс, нейроном окологлоточного ганглия улитки Helix и нарушение синаптической передачи, то есть были, выяснены начальное и конечное звенья гормонального воздействия.Как известно, влияние ПТГ на клетки, признанные в качестве- мишеней, осуществляется по сАМР-зависнмому механизму [3, 4].. Если допустить, что аналогичным образом осуществляется действие- ПТГ и па нейроны, то следует ожидать однотипные изменения в них и со стороны содержания циклических нуклеотидов.Целью настоящего исследования явилось изучение сдвигов уровня сАМР и cGMP в синаптосомах крыс и ганглиях улитки, что дало бы возможность оцепить хеморецептивную способность нейрональных мембран в эволюционном аспекте. Эти исследования важны как для оценки влияния ПТГ на передачу информации с мембраны на внутриклеточные структуры, так и па запуск выброса нейромедиатора пресинаптическими структурами [5, 6].Объектом исследования служили белые беспородные крысы- самцы массой 190—200 г и улитки Helix.Синаптосомы, выделенные из коры головного мозга крыс методом Hajos [7], в количестве 50 мкг белка инкубировали в среде, содержавшей (в мМ): NaCl —145, KCI—5, NaH2PO4—1,5, MgClo—1,3, CaCI2—0,02, глюкозу—10, трис-НС1—20, pH 7,4, при 37°. ПТГ в виде паратиреоидной субстанции («Sigma», США) добавляли в инкубационную среду в концентрации 10-9М, а через 20 мин вводили в раствор ЭДТА в концентрации 5-10 3М и смесь центрифугировали при 15 000 об/мин в течение 15 мин. К осадку добавляли 1 мл абсолютного спирта и через 5 мин центрифугировали при 10 000g на 218



протяжении 15 мин. Для определения сЛМР и cGMP экстракт в количестве 0,5 мл разливали по пробиркам, предварительно высушив его под вакуумом при 55°.Для изучения действия ПТГ in vivo крысам в течение 7 дней внутримышечно вводили ПТГ из расчета 0,5 ед/100 г массы животного. Выделение синаптосом и экстракцию циклических нуклеотидов проводили по вышеописанным методам. Параллельно в сыворотке крови животных определяли содержание общего кальция, фосфора, ионизированного кальция, калия и натрия. Первые два параметра определяли атомно-адсорбционным методом, а остальные—при помощи ионселективиого анализатора Microlyte («Копе», Финляндия).Отпрепарированные окологлоточные ганглии улиток инкубировали в среде, содержащей (в мМ): NaCl—85, KC.1—4, СаСЬ—7, MgCl2— 14, глюкозу—10, трис-НС1—10, pH 7,6 при 18°. Опытные пробы инкубировали с ПТГ в концентрации 10 10 М. Выбор различных концентраций ПТГ для синаптосом (10 9 М) и ганглиев (10 '° М) обусловлен их .максимальным эффектом па вход Са2+ в эти структуры [2, 8]. После инкубации в течение 20 мин ганглии гомогенизировали в 0,3 мл 50 мМ раствора трис-HCl, содержащего 5 мМ ЭДТА, pH 7,4. К гомогенату добавляли 2 мл абсолютного этанола и через 5 мин центрифугировали его при 10000 g в течение 15 мин. Для определения сАМР и cGMP надосадочную жидкость (экстракт) высушивали под вакуумом при температуре 55°. Для определения их содержания в экстрактах пользовались стандартными наборами («Ainersham», Англия) и выражали его в спнаптосомах в пмоль/мг белка, а в ганглиях—в пмоль/мг массы ткани. Количество белка в пробах определяли методом Itzhaci, Gill '[9], а статистическую обработку полученных результатов проводили методом Стьюдента— Фишера.Как явствует из табл. 1, под действием ПТГ имеет место увеличение содержания сАМР и особенно cGMP соответственно на 85 и 57%. Интенсификация процесса образования сАМР происходит и в спнаптосомах, где уровень нуклеотида по сравнению с контролем возрастает примерно Вдвое. Противоположные сдвиги, хотя и статистически недостоверные, прослеживаются в отношении содержания cGMP.Как вытекает из результатов, приведенных в табл. 2, многократные внутримышечные введения ПТГ сопровождаются проявлением однотипных сдвигов в виде повышения в нервных окончаниях 
in vivo уровней сАМР и cGMP более чем в 1,5 и 2 раза 'по 'сравнению с контролем соответственно. При этом выявлена тенденция к увеличению в сыворотке крови содержания ионизированного кальция и понижению количества общего фосфора.Эти результаты, наряду с ранее полученными данными [2, 8] по повышению уровня Са2+ в нервной клетке под влиянием ПТГ. проливают свет на высказанное нами мнение [10] о стимулирую- 219



тем действии ПТГ па процесс фосфорилирования мембранных белков путем активирования сАМР-, cGMP- и Са2+-зависнмых проте- инкиназ. В реализации механизма выброса нейромедиатора ключевое место занимает фосфорилирование белков нервных окончаний [11, 12]. По имеющимся данным '[13, 14], одним из возможных механизмов высвобождения ГАМК является везикулярный путь, а
Таблица 1

Влияние паратиреоидного гормона на сдвиги содержания сАМР и cGMP 
в синаптосомах коры головного мозга крыс (в нмоль/мг белка) и нейронах 
окологлоточного ганглия улитки Helix (в пмоль’.мг массы ткани) in vitro

объект У слои я опыта сАМР сЗМР

контроль 15,28+1,54 2.78+0.88
Сина то- п=5 п=5

СОМЫ ПТГ 25.12+3,34 * 0,74+0,4
10 ։ М п=7 п 7

I ейрои । контроль 0.4+0.04 
п=16

0,04+0.003 
п=8

ПТГ 0.61+0,1* 0,07+0,0)8**
10-"> м п = 9 п=8

Таблица 2'
Содержание сАМР и сОМР (в имоль/мг белка) в синаптосомах коры головного 

мозга и Са, Р, Са2+, К+, Иа+ (в ммоль, л) в крови крыс после ежедневного 
внутримышечного введения в течение 7 дней паратиреоидина в дозе 

0.5 ед/100 г массы животного

У<ЛОВИЛ ОПЫТ! сАМР cGMP Са Р Са’4- К+ Na+

Контроль 
н = 3

8,93+ 
0.61

4,93+ 
0.38

2.04+
0.06

2,02 + 
0.29*

0,77+
0,08

7,5+ 
0,61

I45,5“t
2.63

Гаратиреондчн 
п = 5

14,17+
0,86*’

13,»7+
2.9։*

1,96 + 
0,04

1.52+ 
0,20*

0 .89+ 
0.04

6.70+ 
0,25

157,08+ 
10,49

Примечание: *—достоверные отличия от контроля 
отличия от контроля (р<0,01); и—число наблюдений.

(р<0.05); **—достоверные

фигурирующий в его основе процесс фосфорилирования белков везикул и пресинантической мембраны, являющийся лимитирующим звеном взаимодействия везикул с пресинантической мембраной, по всей вероятности, является определяющим. Не исключено, что изменение содержания сАМР и сСМР в синаптосомах может обусловить установленную памп ранее [2] активацию спонтанного выброса тормозного нейромедиатора ГАМК нервными окончаниями коры головного мозга крыс под влиянием ПТГ. Поэтому па основании приведенного нами фактического материала можно заключить, что сдвиги в содержании сАМР и сОМР в нервной ткани могут играть решающую роль в переработке и реализации эффекта ПТГ. На основании полученных результатов можно сделать вывод об универсальном влиянии ПТГ на нервную ткань животных, стоящих на различных ступенях эволюционного развития.220



THE EFFECT OF- PARATHYROID HORMONE ON CYCLIC 
NUCLEOTIDE CONTENTS LN NEURONAL TISSUE

TER-MARKOSL’.N A. S.. F H JDAVERDIAN O. N-

•Sla'e .Medical Insiiiuic. YerevanThe contents ot cAMP and cGMP in rat brain cortex syna tosomes- and Helix pomatia ganglia neurones under the parathormone influence was studied by radioimmunological assay. The level of two nuc eotides Incieased in gangli՜ in vitro parathormone influence condition rind rat synaptoscuries after the injections In a week dally of parathyroidine in dose 0,5 unit/TCO g mass. The influence of parathormone in vitro on syi.aptosomes is accompanied by the increase of oniy cAMP contents.It was discussed the role of cyclic nucleotides in the mechanism of realising iieuromediatorcs from synaptosoines by phosphorylation of pn.tellies of vesicle and presynaptlc endings,
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НЕЙРОХИМИЯ
т. И, № 2, 1992

УДК 616.853—092.9- 07:616. 1 55.34-008.13

РОЛЬ ФАКТОРОВ ПЕПТИДНОЙ ПРИРОДЫ
В ФОРМИРОВАНИИ ЭПИЛЕПТИФОРМНЫХ ПРОЯВЛЕНИИ 

ПРИ ПИКРОТОКСИНИНДУ11.ИРОВАННОМ 
КИНДЛИНГЕ У КРЫС

ШАНДРА А. А., ГОДЛЕВСКИЙ Л. С.. МАЗАРАТИ А. И., 
ВОВЧУК с. В.. СЕРВЕЦКИЙ к. л.

Одесский медицинский институт им. Н. И. ПироговаФармакологический киндлинг как модель хронической эпилепти- зации мозга отличается устойчивостью наблюдаемых функциональных и метаболических нарушений, характеризующих собой механизмы возникновения и развития эпилептической системы [1]. Имеющаяся научная информация свидетельствует о важном значении некоторых пептидов в регуляции эпилептогенеза при киндлинге, формируемом повторными введениями коразола [2] и пикротоксина [3].В настоящей работе приведены результаты влияния пептидсодержащих экстрактов мозга и его отдельных образований—ВОМ и гиппокампа крыс, подвергнутых фармакологическому киндлингу повторными введениями пикротоксина, па эпилептическую активность у интактных крыс-реципиентов, а также результаты определения содержания в данных структурах р-эндорфина, Met-энкефалина и дель- та-сониндуцирующего пептида.Использовали 70 крыс-самцов липин Wistar массой от 180 до 250 г. У половины животных вызывали киндлинг с помощью однократных ежедневных введений пикротоксина в подпороговой (1,0— 1,2 мг/кг) дозе [3]. Повторное введение копвульсанта сопровождалось появлением и нарастанием тяжести судорожных реакций от отдельных вздрагиваний до генерализованных клонико-тонических судорожных приступов. В опытах использовали животных, у которых последовательно наблюдалось не менее четырех генерализованных судорожных припадков, провоцируемых тестирующим введением пикротоксина (1,0—1,2 мг/кг). Контрольной группе животных (35 крыс) ежедневно однократно вводили 0,9%-ный физиологический раствор. Через 24 ч после последней инъекции препаратов живот-
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пых декапитировалн, удаляли головной мозг со стволом, иссекали ткани гиппокампа билатерально по координатам атласа [4] от АР = 2,0 до АР=3,2 1! ВОМ—на протяжении от АР= —4,8 до АР= — 6,3 [2]. В удаленный участок входили черная субстанция, парани- гральное ядро, вентральная зона покрышки, ростральная часть ип- терпсдупкулярного ядра, ядро шва, а также каудальные отделы мамиллярных тел. Полученные пробы тканей замораживали в жидком азоте и хранили при —20°. Образцы лиофилизировали и проводили экстракцию пептидной фракции кипящей 1 М уксусной кислотой в соотношении I : 10 в течение 20 мин и экстракт охлаждали и центрифугировали при 3000 об/мин при 4° [2, 5]. Полученный супернатант замораживали и подвергали лиофильной сушке. Сухой экстракт перед введением растворяли в 0,9%-пом физиологическом растворе. Изучение эффектов экстрактов проводили на крысах линии Wistar массой 180—300 г, которым по координатам атласа 4 под эфирным рауш-наркозом осуществляли внутрижелудочковое (АР = —0,8, L = 1,2, И = 3,5) введение экстрактов (20 мкг/животвое) в объеме 5,0 мкл со скоростью 1,0 мкл/мин, через 10—20 мин производили внутрибрюшинное введение пикротоксина (2,0 мг/кг). За развитием судорожных реакций наблюдали в течение 45 мни. Налоксон («Dupont», США) вводили в дозе1,0 мг/кг за 10 мин до применения пикротоксина. Учитывали латентный период первых судорожных проявлений и тяжесть судорог, которую оценивали в баллах по принятой шкале [2]. 'Определенно содержания эндогенных пептидов проводили с помощью конкурентного твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA) па 96-луночных полистироловых планшетах. В работе использовали кроличьи мопоспецнфнческне поликлональные антитела к Met-энкефалину, р-эпдорфипу и дельта-сониндуцирующсму пептиду с титрами 1:2000, 1:10000 и 1:50000 соответственно. Для количественного определения пептидов использовали соответствующие калибровочные графики, которые получали применительно к индивидуальным планшетам. Результаты обрабатывали статистически [6].На рис. 1 представлены эффекты внутрижелудочкового введения экстрактов разных отделов мозга киндлннговых животных и животных контрольной группы на эпилептическую активность, вызванную у крыс-реципиентов внутрибрюшинным введением пикротоксина (2,0 мг/кг). Судороги, индуцируемые у крыс пикротоксином после внутрижелудочкового введения 5,0 мкл 0,9%-ного физиологического раствора, характеризовались клонусами мышц туловища, а также судорожными вздрагиваниями (рис. 1). Как видно из рис. 1, 2, применение экстракта ткани гиппокампа киндлннговых крыс нс изменяло (р>0,05) тяжести судорожных реакций, провоцируемых пикротоксином, по сравнению с таковой у животных контрольных групп (внутрижелудочковое введение физиологического223



■раствора, а также экстракта гиппокампа крыс контрольной группы). Введение экстракта мозга (без гиппокампа) ' кртис, подвергнутых киндлингу, вызывало статистически достоверное усиление (р<0,05) судорожных проявлении, вызванных конвульсантом (рис. 1, 3). При применении экстракта «остального» мозга у животных-реципиентов наблюдались ярко выраженные проявления клонусов мышц туловища и передних конечностей. Внутрижелудочковые инъекции интактным крысам-реципиентам экстракта ВОМ квиллинговых крыс сопровождались развитием интенсивных пикротоксининдуцированных

Рис. 1. Влияние экстрактов различных отделов мозга на судорожную 
активность, вызванную пикротоксином у крыс. Во всех группах введение 
пикротоксина (2,0 мг/кг) производилось через 20 мин после внутрижелудоч
ковой инъекции экстрактов (20 мкп'жипотиое). По оси абсцисс: 1—эф
фект пикротоксина у животных, которым производили внутрижелудоч
ковое введение 5,0 мкл 0,9%-иого раствора NaCl, 2 и 3—введение эк
стракта гиппокампа и «остального» мозга квиллинговых крыс; •/ и 
5—введение экстракта ВОМ и «остального» мозга киндлииговых крыс; 
6—эффект экстрактов ВОМ до (первый столбик) и после (второй стол
бик) введения налоксона (1,0 мг/кг). По оси ординат: тяжесть судорог 
(баллы). Светлый столбик—эффект экстрактов мозга животных, конт
рольной и заштрихованный—киндлииговой групп. *—р<0.05, *•—

•»р<0,01, ***р<0,001клонических судорог конечностей и туловища, а у 3-х из 7 животных развивались даже генерализованные клонико-тонические судорожные припадки (рис. 1, 4). Степень тяжести последних статистически достоверно превышала таковую у животных контрольной группы (р<0,01). В аналогичных условиях эксперимента на фоне внутрижелудочкового применения экстракта мозга киндлииговых животных без ВОМ не обнаруживались сколь-нибудь заметные изменения интенсивности проявления судорожных реакций, индуцированных у животных-реципиентов (рис. 1, 5). Как видно из рис. 1, 6 введение пикротоксина в условиях применения экстракта ВОМ киндлииговых крыс и предварительного введения налоксона (1,0 мг/кг) сопровождалось развитием судорожных реакций, степень выраженности которых 'статистически достоверно (р<0,001) усту- 
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нала таковой при провоцировании судорог после внутрижелудочкового введения одного лишь экстракта ВОМ.Изучение уровня содержания пептидов показало, что как в гиппокампе, так и в структурах ВОЛ! мозга киндлинговых крыс происходит его высокодостоверное снижение (рис. 2), особено р-эидор- фипа в образованиях ВОМ, где оно доходило до 95% по сравнению с таковым у животных контрольной группы. Наименьшее понижение содержания дельта-сопиндуцирующего пептида в гиппокампе составляло 63% (рис. 2, 3).

Рис. 2. Изменения содержании пептидэа п 
структурах ВОМ и гиппокампа при пик- 
ротоксипвыззапном киндлинге у крыс. 
1, 2, 3— соответственно уровень Р-эидор- 
фина, Met-эпксфалнна и дельта-соинплу- 
цпрующего пептида в % по сравнению с 
таковым у животных контрольной группы, 
принятым за 100% н обозначенным гори
зонтальной линией. Заштрихованный стол
бик-уровень пептидов в ВОМ. светлый 

столбик—в гиппокампе; ***р<0.001

Таким образом, приведенные результаты показывают, что в условиях формирования киндлппга с помощью повторных введений пикротоксина в подпороговой дозе в мозгу крыс происходит накопление пептидных соединений, обладающих эпилептогенным дейст. вием. Эти вещества обнаруживаются в структурах ВОМ и их эффект устраняется введением налоксона в относительно небольшой дозе, что свидетельствует о возможном осуществлении эпилептогенного действия путем активации ц-опнатпых рецепторов. Эти результаты соответствуют ранее полученным данным о накоплении эпилептогенных факторов в мозгу крыс при коразолиндуцированном киндлинге, свидетельствующим о существовании общих патогенетических механизмов разных видов фармакологического кипдлинга [2]. ’Обнаружение снижения уровня р-эндорфнпа, Mot-энкефалина и дель- та-соннндуцирующего пептида в структурах ВОМ исключает роль этих веществ в обеспечении эпилептогенного эффекта экстрактов и речь может идти лишь о накоплении при киндлинге неидептпфипи- роваипого р-опиатного агониста.Ранее нами было показано [1] ключевое значение формирования детерминантной структуры гиппокампа в развитии эпилептической активности при коразол- и пикротоксипиндуцнрованном кипд- лингс. В настоящем исследовании было обнаружено, 'что ее формирование сопровождается снижением уровня р-эпдорфина, Met-эпкс- 225
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Фалина и дельта-сониндуцирующего пептида в отсутствие накопления в гиппокампе эпилептогенных пептидных соединений.В ряде работ [7—10] показано, что при киндлннге, вызываемом пептиленететразолем, а также электрическими стимуляциями, миндалины в лимбических структурах происходит увеличение содержания Met-энкефалина. Противоположный характер настоящих данных может быть обусловлен как различиями механизмов пикроток- синипдуцированного и других форм кпндлинга, так и использованием в нашей работе наиболее выраженных форм эпилептического- синдрома, характеризующихся повторными клонико-тоническими приступами, при развитии которых ’ отмечается снижение содержания, опиоидных пептидов в мозгу- животных [8].Нами было показано противоэпилептичсское действие дельта- сониндуцирующего пептида в условиях коразолового киндлинга, а: также при введении пептида в ретикулярную часть черной субстанции [II, 12]. Полученные результаты позволяют полагать, что снижение количества эндогенного дельта-сониндуцирующего пептида՝ может быть одним из механизмов эпилептогенных эффектов киндлинга. В этой связи представляют интерес данные о блокировании под влиянием дельта-сониндуцирующего пептида эффектов кортико- тропин-рилизинг гормона [13], однократное внутримозговое введение- которого сопровождается развитием кипдлннгоподобной эпилептической активности '[14]. Кроме того, он принимает также участие в регуляции синтеза опиоидных пептидов из проопиомелаиокортина՛ [15]. Таким образом, снижение содержания дельта-сониндуцирующего пептида может вызывать как усиление эпилептогенного действия кортикотропнп-рилизинг гормона, так и, возможно, усиливать, синтез эпилептогенных агонистов ц-опиоидных рецепторов.Таким образом, проведенные исследования показали, что при пикротоксининдуцировапном киндлннге у крыс формирование эпилептиформных реакций обусловлено накоплением в структурах мозга эпилептогенных пептидных факторов, а также снижением в них содержания эндогенных пептидов, обеспечивающих противоэпилептиче- ское действие.
THE ROLE OF PEPTIDE FACTORS IN EPILEPTIFORM ACTIVITY DEVELOPMENT UNDER CONDITION OF PICROTOXIN-INDUCED KINDLING IN RATS

SHANORA A. A.. GODLEVSKY 1.. S., MAZARATI A. M., VOVCHL’K S. V., 
SERVE-SKY K. L.

N. .1. Pirogov Odessa Medical՛ InstituteThe peptide-confalnlng extracts were emitted from the ventral mesencephalic region (VMR) and hippocampal tissue of rats kindled with, subconvulsant doses of picrotoxin. Extracts were prepared with the help- 
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of hot acetic acid from the brain of those animals winch had not less than four seizure generalized fits. The intraventricular VMR-extracts administration to intact recipient rats increased the seizures induced with systemic picrotoxin injection. This effect of VMR-extract was not observed after preiiminar naloxon (1,0 mg/kg) injection. Tire prominent decrease of p-endorphin, Met-enkephalin and delta-sleep inducing peptide in VMR and hippocampal tissue of kindled animals was shown using the method of immunoenzyme analysis. Authors come to the conclusion that delta-sleep inducing peptide decrease is a significant mechanism of kindled epileptic activity development.
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нейрохлмият. 11, Л1» 2, 1992
УД 577.112:577.152՜ИЗМЕНЕНИЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ КАЛЬМОДУЛИНА К ЕГО АНТАГОНИСТАМ ПОД ВЛИЯНИЕМКОРОНАРОСУЖИВАЮЩИХ ПЕПТИДНЫХ ФАКТОРОВ ГИПОТАЛАМУСА

БАРХУДАРЯН Н. л.. БАРСЕГЯН К. С.. АВЕТИСЯН Н. А.. 
ЗАКАРЯН Т. Р„ ГАЛОЯН А. А.

Институт биохимии им. Г. X. Буиятяиа НАН Армении, ЕреванЗа последние несколько лет нами накоплен большой фактический материал, свидетельствующий о том, что коронаросуживающие՜ пептидные факторы гипоталамуса (ПФ։_,,) [1] связываются с молекулой кальмодулина (как в присутствии, так и в отсутствие Са2+) '[2, 3], и таким путем оказывают регуляторное воздействие на активность некоторых Са+2-кальмодулинзависимых ферментов [4]. Недавно было установлено, что ПФ,_Я связываются как с Тч'-, так и с С-концевымп доменами кальмодулина, что типично для таких известных антагонистов кальмодулина, как трифторперазин (ТФП) и меллитип [5, 6]. Ранее при исследовании кооперативного эффекта ПФ, - и ТФП на процесс образования иммунокомплекса кальмо- дулин-антитело нами было установлено, что ПФ։_5 изменяют чувствительность кальмодулина к ТФП [2, 3]. ТФП, связываясь с кальмодулином, препятствует его взаимодействию с различными Са2*՜ кальмодулинзависимыми ферментами [7—9] и тем самым оказывают воздействие на ряд важнейших метаболических процессов, протекающих в клетке.Представляло значительный интерес изучение действия ТФП, а также других антагонистов кальмодулина при сочетании с ПФ,.-, на образование иммунокомплекса кальмодулнн-антитело.В данной работе сообщается об исследовании кооперативного՛ воздействия ПФ, и таких антагонистов кальмодулина, как ТфП, хлорпромазин, М- (6-аминогексил) -5-хлоро-1 -нафтален-сульфонамид (XV—7), винбластин, винкристин [10—12] на процесс образования՜ иммунокомплекса кальмодулнн-антитело.ПФ, , выделяли из гипоталамуса быка по методу Галояна и соавт. [1].Для определения образования иммунокомплекса кальмодулнн- антитело использовали метод непрямого ферментзависимого иммуно- 
228



сорбентного анализа (ELISA) с некоторыми модификациями по методу Van Eldik и соавт. [10]. Кальмодулин в концентрацию 2,5 мкг/мл был иммобилизован на платах при 4° в течение 18 ч. Антитела вносили в лупки плат в концентрации 7,5 мкг/мл и платы инкубировали 2 ч при комнатной температуре. В экспериментах по определению кооперативного воздействия ПФ в концентрации, равной Igo, и антагонистов кальмодулина (использовали различные концентрации антагонистов кальмодулина от 0,8 до 500 мкМ) на процесс образования иммупокомплекса кальмодулин-антитело, исследуемые соединения вносили в лунки плат вместе с антителами. Антн- 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 (Н$О2 и о-феиилендиамин) содержимое лунок фиксировали добавлением 2 h^H2SO4 и измеряли поглощение при 492 нм.Гидролиз кальмодулина (2 мг/мл) трипсином был проведен в присутствии 0,1 АА СаС’։ по методу Drabiko.vbkl н соавт. [13]. Фрагменты кальмодулина (1—77 и 78—Н8) были выделены из гидролизата в гомогенно.1 виде но методу Qjeri’ii и соавт. [;4| с использованием ВЭЖХ в обращенной (разе на колонке LI-.hrosnrb 5 R? —18 (0.4-25 см. диаметр частиц—5 мкм; «Bio Separaiion Technologies-», Венгрия), Элюцию проводили 10 мМ (МН-ОгСОз с использованием линейного- градиента ацетонитрила от 10 до 40%. Скорость элюции составляла 1 мл/мин. Время изменения градиента—20 мин. Поглощение измеряли при 214 нм. Фрагменты кальмодулина были лиофилизованы и хранились при —20°.В работе использованы следующие реактивы: кальмодулин, анти- юла против бычьего кальмодулина, анти I:՝G, конъ01 нрованный i.ep( ксндазой хрена («Sigma.». Cl.llAt, ТФП, винбластин, вишгристпп, ’V—7, хлорпромазин («Chinoin Phar-.nacecticab. Венгрия), ; щетош’.трпл -«Метека՛, ФРГ).Исследования, проведенные с помощью метода EL1SA выявили, что антагонисты кальмодулина ГФП, хлорпромазин, \\՛-/, винбластин, внпкристнн в зависимости от своей концентрации могут оказывать двоякое воздействие на процесс образования нммунокомп- лекса кальмодулин-антитело. Как можно заметить из рис. 1, с, при низких концентрациях эти соединения стимулируют, а при высоких концентрациях—подавляют процесс образования иммупокомплекса кальмодулин-антитело.Овади и соавт. [15, 16] на примере изучения воздействия ТФП на процесс образования иммупокомплекса кальмодулин-антитело высказали предположение, что при высоких концентрациях ТФП связывается с С-концевым доменом кальмодулина (где расположен антигенный участок кальмодулина—последовательность аминокислот 137—143), вызывая такие конформационные изменения в его молекуле; которые приводят к потере сродства кальмодулина к антнге- 229



лам, а при низких концентрациях ТФП, по-видимому, связываются с Ы-концевым доменом, вызывая иные конформационные изменения в молекуле кальмодулина, вероятнее всего, в С-концевом—домене, которые приводят к повышению сродства кальмодулина к антителам. Высказанное предположение указывает также на существование внутримолекулярного взаимодействия между Ь1- и С-коицевыми до-

Рчс. 1.а. Влияние антагонистов кальмодулина на образование пммупо- 
ко.чплс'кеа кальмодулин-антитело. Был использован метод непрямого 
ELISA с применением кроличьих антител против бычьего кальмодулина. 
Кальмодулин был иммобилизован на платах в концентрации 2,5 мкг/мл. 
Антитела вносили в лунки плат в концентрации 7,5 мкг/мл. /—трифтор- 
перазин; 2—хлорпромазин; 3—W-7; 4—винбластин; 5—вннкристнп. По
оси абсцисс—концентрация антагонистов кальмодулина в мкМ, по оси 
ординат—% образования иммунокомплекса кальмодулни-антнтело
б. Влияние антагонистов кальмодулина на образование иммуиокомплскса 
С-концевой фрагмент кальмодулипа-антитело. С-концевой фрагмент каль
модулина (последовательность аминокислот 78-148) был иммобилизован 
на платах в концентрации 3,6 мкп'мл. Антитела вносили в лунки плат 
в концентрации 7,5 мкп’мл. /—трифторпсразнн; 2—хлорпромазин; 3— 
W-7; 4—винбластин; 5—випкристин. По оси абсцисс—концентрация ан
тагонистов кальмодулина в мкМ. по осн ординат—% образования им

мунокомплекса

менами кальмодулина при связывании его с ТФП. Нами были проведены эксперименты, подтверждающие высказанную гипотезу. Основываясь на полученных результатах, мы предположили, что дозозависимый эффект хлорпромазина, \7-7, винбластина и винкристииа на процесс образования иммунокомплекса можно, по-видимому, также объяснить вышеприведенной гипотезой. Для проверки этого предположения на платах вместо интактного кальмодулина был иммобилизован его С-концевой фрагмент [78—148].
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Как видно из рис. 1,6, в случае, когда на платах был иммобилизован С-концевой фрагмент кальмодулина, все исследуемые соединения теряли способность стимулировать образование иммунокомплекса, что, очевидно, обусловлено связыванием антагонистов кальмодулина с его М-концевым фрагментом.

Рис. 2. Кооперативное воздействие антагонистов кальмодулина и коро- 
паросужквающего пептидного фактора (ПФ=) в концентрации, равной 
150 (15-8 нМ) па образование иммунокомплскса кзльмодулнн-антителс. 
Кальмодулин был иммобилизован на платах в концентрации 2,5 мкг/мл. 
Антитела вносили в лунки плат в концентрации 7.5 мкг/мл. /—ПФ8+ 
трифторперазин: '2—ПФ3+х.торпромавин; <?—ПФ3+\\г-7; -/—ПФ3-|-вин- 
бластии; 5—ПФ3+в>шкрпстИ11. По оси абсциес-концептрация антагонистов 
кальмодулина в мкМ, по осп ординат—% образования иммунокомплексаУчитывая вышеприведенные данные, мы исследовали кооперативное воздействие антагонистов кальмодулина и коронаросужива- ющих пептидных факторов гипоталамуса (ПФ. А на процесс образования иммунокомплекса кальмодулип-антнтело. Ранее нами было обнаружено, что ПФ,_, в значительной степени (до 90%) ингибировали [2, 3] связывание антител с кальмодулином в концентрации, меньшей на три порядка, чем ГФП. Концентрации, при которых ПФ. - вызывали 50%-ное ингибирование образования иммунокомплекса (Iso)» находились в диапазоне от 2,5 до 31,6 нМ для различных ПФ. В проведенных экспериментах были использованы постоянные концентрации ПФ, -, равные lso и различные концентрации антагонистов кальмодулина от 0,8 до 500 мкМ. ПФ в сочетании с различными антагонистами кальмодулина оказывает один и тот же эффект на процесс образования иммунокомплекса. Во- первых, происходит исчезновение стимулирующего эффекта антагонистов кальмодулина на процесс образования иммунокомплекса. Во- вторых, наблюдается снижение ингибиторного эффекта, характерного для высоких концентраций антагонистов кальмодулина на про-231



иесс образования иммунокомплекса (для хлорпромазина—на 42%, для ТФП—на 32%, для Ш-7, винбластина и винкристнна—на 15— 20%). Антагонисты кальмодулина, в свою очередь, также изменяют чувствительность кальмодулина к ПФ,_5; происходит снижение ингибиторного эффекта ПФ, . [2, 3] на процесс образования иммунокомплекса на 45% и более.Известно, что кальмодулин связывает фенотиазины (ТФП, хлорпромазин) по двум классам центров. Один класс центров (для ТФП характерно 24—27 таких центров, а для хлорпромазина—17) •обладает низким сродством к фенотиазинам (с Ки для ТФП, равной 500 мкМ, а для хлорпромазина—130 мкМ), независящим от наличия Са2+. Другой класс центров обладает высоким сродством к фенотиазинам: для ТФП характерно 2 таких центра с Ка—1,5 мкМ, а для хлорпромазина имеется 3 подобных центра с Ка—5 мкМ; связывание фенотиазинов с этим классом центров происходит Са2+-за висимым способом '[10, 15]. ^У-7 связываемся с кальмодулином 'Са2*՜- зависимым способом с К<ь равной 11 мкМ, а алкалоиды винбластин и винкристин связываются с кальмодулином с Кй равной 2 мкМ, также Са2+-зависимым путем [11, 12].Недавно проведенные нами исследования [15] показал !, что ПФ, связываются как с К-(К,|—15—100 нМ), так и с С-коицевами (Ка— 0?—1000д|М) доменами кальмодулина, обладая более высоким сродством к М-концевому домену. Установленная нами первичная структура для 3-х из ПФ| г, (УУУРУ; УУУРУ/Т; ЬУУУРХУТ) [17) дала о՝но ванне предположить, что эти пептиды связываются с кальмодулином преимущественно через гидрофобные взаимодействия, что типично для многих антагонистов кальмодулина.Исходя из полученных данных и имеющейся в литературе информации, мы выдвинули следующую гипотезу, объясняющую кооперативный эффект ПФ15 и антагонистов кальмодулина на процесс образования иммунокомплекса. ПФ,_5, обладая высоким сродством к М-концевому домену кальмодулина (величина Ка для комплекса И-копцевой фрагмент кальмодулина—ПФ меньше, чем величина Ка для комплекса кальмодулин-антагопнст кальмодулина), в первую очередь, связываются с ним, вызывая такие конформационные изменения, которые препятствуют связыванию антагонистов кальмодулина с М-концевым доменом. Поэтому мы не наблюдаем активирующего эффекта антагонистов кальмодулина на процесс образования иммунокомплекса, который, как было показано выше, был обусловлен связыванием антагонистов кальмодулина с его М-коице- вым доменом. Связывание же ПФ,_5 с С-концевым доменом кальмодулина происходит почти одновременно или последовательно с антагонистами кальмодулина. Об этом свидетельствуют близкие величины К<1 для комплексов С-концевой фрагмент кальмодулина — ПФ и кальмодулин-антагопнст кальмодулина. В результате образуется комплекс кальмодулин-ПФ-антагонист кальмодулина с присущей ему определенной конформацией и в таком модифицированном со232



стоянии молекула кальмодулина изменяет свою чувствительность- как к ПФ(_5, так и к его антагонистам.Известно, что фенотиазины применяются в качестве нейролептиков, \У-7 используется в качестве сосудорасширяющего агента [18]^ а алкалоиды винбластин и винкр'истин применяются при химиотерапии опухолей '[19]. При этом сродство всех этих лекарственных соединений к кальмодулину коррелирует с их фармакологической активностью.Учитывая обнаруженный нами факт изменения чувствительности кальмодулина к его антагонистам под влиянием ПФ ։_5, представляется целесообразным проведение фармакологических исследований кооперативного воздействия антагонистов кальмодулина и ПФ։ . с использованием специфических тестов. Не исключено, что ПФ։_5> изменяя чувствительность кальмодулина к этим лекарственным препаратам, могут найти возможное применение при создании менее токсичных препаратов.' THE CHANGES OF SENSIBILITY OF CALMODULIN AGAINST ITS ANTAGONISTS UNDER THE INFLUENCE Or 1IYPOTHALAMIC CORONARY CONSTRICTORY PEPTIDE FACTORS
BARKHUDARYAN N. A., BARSEGIAN K. S„ AVETISYAN N. A.. 

ZAKARYAN T. R., OALOYAN A. A.
if. Cl։. Bunlatian Inslilule of Biochemistry, Acad. Sci. of Armenia, YerevanUsing the technique of enzyme-linked immunosorbent assay (EL1SA- the cooperative influence of calmodulin (CaM-) antagonists and coronaro- constrictory peptide factors (PF,-.,-) on the formation of CaM-antibody immunocomplex has been investugated.ft hts been shown that PF,._., having higher affinity with CaM, changes the CaM sensibility against its antagonists. CaM antagonists in their place decrease the Inhibition of the formation of CaM-antibody immunocomplex under the influence of PF։_j more than for 45%.
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Н Е ПРО X И /И И Я т. И, № 2, 1992
' - ' УДК 577.156:612.8.015

ИССЛЕДОВАНИЕ РЕГИОНАЛЬНОГО РАСПРЕДЕЛЕНИЯ КАРБОКСИПЕПТИДАЗЫ Н В ЦНС КОШЕК
ВЕРНИГОРА Л. Н.Л ГЕШ ИН М. Т.,*, САВЧЕНКО Р П’• 

и
'Пензенский госпединстнтут им. В. Г. Белинского 
'•Пензенский институт усовершенствования врачейПроцессинг регуляторных пептидов включает последовательное действие па белки-предшественники различных но специфичности действия пептидгидролаз [1, 2]. На терминальной стадии генеза пептидов вовлекаются пептидгцдролазы, катализирующие отщепление с С-конца основных аминокислот [3—5]. Подобный механизм образования характерен для МСГ, инсулина, энкефалинов [2] и других физиологически активных пептидов [2, 6]. Естественно предположить, что уровень тех или иных регуляторных пептидов в определенной степени будет зависеть от состояния ферментов, участвующих в их генезе, и, в особенности, тех пептидгидролаз, которые функционируют па заключительной стадии процессинга. В мозгу крыс обнаружена карбоксипентидаза, отщепляющая аргинин с С- копца проэнкефалинов [7, 8], что дало основание авторам назвать этот фермент «энкефалннконвертазой» [7]. Последние работы, однако, ставят под сомнение адекватность такого названия фермента, поскольку не всегда имеет место корреляция между уровнем активности «энкефалипконвертазы» и содержанием энкефалинов в тех или иных отделах мозга [9]. Высказываются предположения, что карбоксипептидаза II (К.Ф. 3.4.17.10) («энкефалинконвертаза»), возможно, участвует в генезе и других регуляторных пептидов мозга [10]. Более определенное заключение о роли карбоксипептидазы И в мозгу на сегодня нс представляется возможным в силу недостаточной ее изученности.Мы изучали распределение карбокеннептндазы Н в различных морфофункциональных структурах ЦНС кошек.Исследования проводили на половозрелых самцах. Животных декапитнровали, быстро извлекали мозг и помещали в предварительно охлажденный 0,25 М раствор сахарозы. Затем мозг тщательно очищали от оболочек и кровеносных сосудов, разделяли па соответствующие отделы и структуры и гомогенизировали в 20 мМ235



ТМа-ацетатном буфере, pH 5,6, в соотношении 1:50 (вес/объем). Гомогенат центрифугировали в рефрижераторной центрифуге в течение 60 мин при 20000 Надосадочную жидкость сливали (растворимая фракция), а осадок ресуспендировалп в исходном объеме того же буфера (мембраносвязанная фракция).Активность фермента определяли в гомогенате, растворимой и мембраносвязанной фракциях. Предварительно фракции разбавляли таким образом, чтобы содержание белка в пробе было в пределах 0,3—0,4 мг. Зависимость ферментативной реакции от времени оставалась линейной при содержании белка в пробе в интервале 0,02— 0,9 мг и концентрации субстрата 42 мкМ.Перед определением активности фермента смешивали 350 мкл соответствующей фракции с 50 мкл 10 мМ Со5О4, приготовленном на 50 мМ 1\а-ацетатном буфере, рП 5,6 или 50 мкл того же буфера, .не содержащего кобальта (контрольные пробы) и преипкубировали 8 мин при 37°. Затем в пробы добавляли 100 мкл раствора субстрата (даисил-Рйе-Ьец-Агу) в 50 мМ Па-ацетатном буфере, рИ 5,6, конечная концентрация субстрата 42 мкМ.Пробы инкубировали 1 мни при 37°. Реакцию останавливали добавлением 50 мкл 1 и. НО. Для экстрагирования продукта реакции (денсил-Рйе-Ьеи) в пробы приливали по 2 мл хлороформа, тщательно встряхивали в течение 40 с и центрифугировали 5 мин при 1000 об/мин. Отбирали 1,5 мл хлороформной фазы и измеряли в ней флуоресценцию на ФМЦ—2 при X—530 нм. Светофильтр возбуждения—Л=360 нм.Активность карбоксипептидазы Н определяли по разнице в значениях флуоресценции проб, содержащих кобальт и без кобальта.Белок определяли по Ео\։/։у [11]. Экспериментальный материал обрабатывали статистически [121-Как свидетельствуют данные, приведенные в таблице, активность карбоксипептидазы И обнаруживается во всех исследованных отделах и структурах ЦИС кошек, однако но величине У. А. эти отделы существенно различаются между собой. Так, минимальная активность характерна для гомогената белого вещества поясничного утолщения спинного мозга (0,081 пМ/мпн/мг белка), а максимальная—для гипофиза (9,70 пМ/мин/мг белка).Активность карбоксипептидазы Н в передних и задних корешках обнаруживается на уровне следовых количеств, аналогично распределение по отделам и общей активности фермента. Подобное распределение активности карбоксипептидазы Н имет место и в мозгу крыс [9].Активность фермента обнаруживается как в растворимой фракции, так и во фракции мембранных структур, однако соотношение растворимой и мембраносвязанной форм различно для отделов ЦИС кошек.
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;азы Н в ргглшных отдел,х и структурах Ц1-.С кошек (на мин.16 иг ткани (I). нМ мин иг белка (2), М+ш, и 4-f-6)

Головной мозг Спинной мозг

1Я мозо
листое 
тел;

гипофиз гипо- трна;ум ГН”ПО- позже- средни 1 ,г ро ;олю-
ВЛ1ЫЙ 
м зг

поясничное уюлшеяие
։ереднне задние

юе
!ство

таламус ками •։ОК МОЗГ 1

1 нередкие! 
рога

задние 
рога

белое 
вещество

корешки корешки

79+
37

0,423+ 
0,053

13,68+ 
0,44

0.601 + 
0,0'4

0,546+ 
0,643

0,0911+ 
0.071

0,291+ 
(),■ 66

0,2” +
0,029

0,198+ 
0.010

0,343+
0,020

0,399+ 
0,019

0,066+
0,011 <0,019 <0,029

94+
40

0,436+
0,655

9.704 
0,32

0.683+ 
0,050

0,571+ 
0,045

0,869+ 
и.078

0,339+ 
0,007

0,3! 44֊
0.035՜

0,225+
0.012

0,254+
0,015

0,296+
0,014

0.081+
0.014 <0.019 <0,031

60+
07

0,1 06 + 
0,010

6,26+ 
0,29

0.152+
0.025

0.11.9+
0.007

0.143+
0,021

0.093+
0*006

0,097+
0,010

0,070+
0,008

4' +
62

0,815+
0,077

10,98+
0.50

0,952+ 
0,157

0,642+ 
0,642

0.891 + 
0,130

0,486+ 
1 0,(35

0.694+
0.073

0,54 + 
0.059

41+
06

0.253+ 
0,616

5,98+ 
0,94

0.454+
0,004

0,433+ 
0.045

0,492+ 
0,081

0,171 + 
0.014

0,209+ 
0,(43

0.158+ 
0,02!

52+
11

о»; 62+ 
0,023՜՜

7,38+
1,16 '

0,622+ 
0,605

0,528+ 
0,655՜'

0,647+
0,106

0.244+ 
■ 0,020

0,368+
0,063

0,197+ 
0.027



В мозжечке, продолговато:.։ мозгу, сером, белом веществе больших полушарий, мозолистом теле, среднем мозгу соотношение активности в мембраносвязанной фракции к активности в растворимой составляет 2:1. В гиппокампе, стриатуме, гипоталамусе—3: 1, в гипофизе— 1 : 1. Следовательно, за исключением гипофиза, в отделах мозга кошек превалирует мембраносвязанная форма фермента. Величина же У. А. карбоксипептидазы растворимой фракции выше во всех без исключения отделах ЦИС по сравнению с мембраносвязанной фракцией, что объясняется относительно низким содержанием белка в растворимой фракции—примерно 20% от общего его содержания в гомогенатах. При этом также имеет место различие в соотношении У. А. растворимой и мембраносвязанной фракции в зависимости от исследуемых отделов мозга. В мозжечке, продолговатом мозгу, сером, белом веществе больших полушарий, мозолистом теле, среднем мозгу величина У. Л. в растворимой фракции выше по сравнению с таковой мембранной фракции примерно в 2 раза, в то время как в гиппокампе, стриатуме, гипоталамусе и гипофизе— не более чем в 1,5 раза.Анализ полученных результатов позволяет условно разделить исследуемые отделы по активности в них карбоксипептпдазы Н на четыре группы в порядке уменьшения активности: 1—гипофиз; 2—гипоталамус, .гиппокамп, стриатум, мозолистое тело, серое вещество больших полушарий; 3—мозжечок, средний мозг, продолговатый мозг, белое вещество больших полушарий, серое вещество поясничного утолщения; 4—белое вещество, передние и задние корешки поясничного утолщения.По соотношению активности фермента в растворимой и мембраносвязанной фракциях исследуемые отделы группируются в основном в том же порядке, что и по активности в гомогенате за исключением мозолистого тела и серого вещества больших полушарий, которые в этом случае попадают не во вторую, а в третью группу. В целом активность фермента выше в отделах, характеризующихся скоплением нейронов и ниже в проводящих путях.Распределение карбоксипептпдазы Н в ЦИС, по-видимому, зависит как от функциональной, так и от структурной организации тех или иных отделов мозга. Высокая активность фермента в гипофизе объясняется тем, что она имеет непосредственное отношение к процессингу секретируемых пептидов этого отдела [8, 9]. Предположение о роли карбоксипептпдазы Н в процессинге регуляторных пептидов в таких отделах, как гипоталамус, гиппокамп, стриатум, не лишены основания в силу того, что в них обнаруживается относительно высокое содержание нейропептидов, например, энкефалинов [6, 13].Таким образом, полученные памп данные подтверждают предположения ряда авторов о том, что карбокенпептидаза И относится к ферментам процессинга пептидов мозга [7, 10].
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KECiONAL I ISTRIBUTION OF CARFOXYPEPTIDASE H IN THE 
CATS CNS

VERXJGORA A. N., GHENGH1N M. T„ SAVCHENKO it. P.

Sla.e Pedagogical InsUiulc, Penzi

Dramatic difference's < f regional distribution of carboxypeptidase FF 
activity were found in the cat brain and spinal cord. Pituitary gland is- 
characterized by the highest enzyme activity.

Enzyme activities were found to be the smallest in CNS areas con- 
taioing the fibers bundles. Two forms of enzyme were detected: soluble 
and membrane-bound forms. The ratios between these two forms were 
different within CNS areas studied. However membrane-type enzyme
activity predominated in all CNS areas.
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НЕЙРОХИМИЯ
т. И, № 2, 1992

Методы исследования
УДК 577.175.522.523УПРОЩЕННЫЙ МЕТОД ФЛУОРОМЕТРИЧЕСКОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ КАТЕХОЛАМИНОВ И ДОФА„ В БИОЛОГИЧЕСКОЙ ПРОБЕ

МАНУХИН Б. Н„ СЕЛИВАНОВА Г. П.

Институт биологии развития им. Н. К. Кольцова, Москва

Описан способ определения концентрации адреналина, норадреналина, дофами- 
:иа и их предшественника ДОФА в одной биологической пробе, включающей по
лучение флуорофоров аминов. Метод отличается простотой выполнения, обеспе
чиваемой осаждением белков гомогената 3 М раствором НС1О4. что исключает 
дополнительную очистку и связанную с пей неизбежную потерю исследуемых ве
ществ; получением флуорофоров всех четырех веществ одновременно в одной про
бирке; проведением их количественного определения в одной флуорометрической кювете 
путем последовательного измерения флуоресценции при оптимальных для каждого 

.вещества длинах волн возбуждения и флуоресценции.В литературе описано много вариантов метода спектрофлуорометрического определения биогенных моноаминов [1, 2]. Различные варианты основного метода дают хорошо воспроизводимые результаты и широко используются в экспериментальных-; и клинических исследованиях [3—6].При изучении адренергической медиаторной системы часто возникает необходимость одновременного исследования всех медиаторов, а иногда и их предшественника 3,4-диокснфенилаланина (ДОФА), что возможно при использовании спектрофлуорометрических методов. Существенным недостатком последних является трудоемкость 'исполнения, ограничивающая возможность их применения для серийных рутинных исследований. Затруднения обусловлены необходимостью предварительной очистки биологических проб на адсорбентах или с помощью органических растворителей, а также раздельного получения I! измерения флуорофоров норадреналина (НА), адреналина (А), дофамина (ДА) и ДОФА, что чревато неизбежными потерями исследуемых веществ.В процессе работы с различными вариантами спектрофлуорометрического триоксииндолыюго метода определения биогенных мо- ноамииов было замечено, что в надпочечниках и семявыносящем протоке катехоламины могут быть определены сразу после осажде- тшя белков, без дополнительной очистки их на адсорбентах. В связи •с этим возникло предположение о возможности измерения концепт- 239



рации катехоламинов и в некоторых других тканях за счет улучшения предварительной очистки и дифферениировкц_ флуоресценции исследуемых веществ. Настоящее исследование является экспериментальным доказательством высказанного предположения.
Результаты экспериментевНа рис. 1 и 2 представлены спектры флуоресценции Л и НА, где ник возбуждения норадреналина л 395 нм, флуоресценции—Л 485 нм, а адреналина—Л 420 и 500 нм соответственно. Различия в максимумах возбуждения 25 нм и флуоресценции 15 нм достаточны

Рис. 1. Спектры воли возбуждения (а) и флуоресценции (б) катехо
ламинов и ДОФА, а—спектр волны возбуждения при постоянной длине 
волны флуоресценции 485 нм; б-—спектр волны флуоресценции при по
стоянной длине волны возбуждения 395 нм. 1—норадреналин, 2—адре
налин, 3—дофамин, 4—ДОФА (по 100 иг). Здесь и на рис. 2—4, по 
осн абсцисс—длина волны возбуждения (а) и флуоресценции (б) в им, 

по осп ординат—интенсивность флуоресценциидля их дифференцировки при использовании длин воли возбуждения и флуоресценции, характерных для НА или А. В этих условиях пики флуоресценций ДОФА и ДА практически не отличаются от контроля.Достоверно различаются также длины волн максимумов возбуждения и флуоресценции ДОФА и ДА (рис. 3, 4). Для ДОФА длина волны возбуждающего света К 335 нм и флуоресценции 375 нм, ДА—323 и 358 нм соответственно. Различия между макси240



мумом возбуждения ДОФА и ДА—1.3 нм и флуоресценции—7 нм. В этих условиях флуоресценция Л и НА незначительна.Как видно из рис. 1—4, максимумы возбуждения и флуоресценции у НА и А и ДОФА и дофамина близки, что позволяет проведение дифференцировки между нарами этих веществ.

Рис. 2. Спектры волн возбуждения (а) и флуоресценции (б) катехола
минов и ДОФА. а—спектр волны возбуждения при постоянной длине 
волны флуоресценции 500 км; б—спектр волны флуоресценции при по
стоянной длине волны возбуждения 420 нм. /—адреналин, 2—норадре

налин, 3—дофамин. 4—ДОФА (по 100 >։г)Для определения концентрации катехоламинов и ДОФА ткань гомогенизировали в 4 мл 3 М НС1О.| (на этом этане гомогенат можно хранить в замороженном состоянии длительное время). Гомогенат центрифугировали, к супернатанту добавляли 1,0 мл этанола, смесь нейтрализовали Na2CO3 до pH 6,5 (по внешнему индикатору), разливали в пробирки по 1 мл, добавляли 'по 0,5 мл 25 мМ трис-буфера pH 6,5, затем 1 мл 20 мМ раствора 12 в 0,3 М KCI, через 3 мин 0,5 мл щелочного сульфита (раствор 500 мг Na2SO3 в 5 М NaOII с 1% ЭДТЛ, готовится ex tempore), а через 5 миН 0,5 мл 8 М уксусной 'кислоты (до pH 4,5). Пробирки инкубировали в кипящей водяной бане в течение 20 мин, после охлаждения измеряли интенсивность флуоресценции их содержимого при длинах волн возбуждения и флуоресценции, характерных для исследуемых веществ.При 'малых количествах ткани и низкой концентрации аминов содержание реагентов и соответственно обтаем пробы могут быть уменьшены с измерением флуоресценции в микрокюветах.Количество ՝НЛ и А в биологической пробе определяли в иг с помощью уравнений:
НА = F, • а,֊ 1\ • а3 А = ^а1~р|'а

• 8-1— 32 • 83
где 24 L3 j•81 82*83
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F|—величина флуоресценции пробы при /. возбуждения 395 нм и 
Ъ флуоресценции 485 им, F2—при X возбуждения 420 нм и X флуоресценции 500 им, а —интенсивность флуоресценции__1 иг стандарта НА при флуоресценции (возбуждение 485) 395 им, а2—то же для адреналина при 485/395 нм, а3—для норадреналина при 500/420 им,—для адреналина 'при 500/420 им.

Рис. 3. Спектры воли возбуждения (а) и флуоресценции (б) катехола
минов и ДОФА: «—спектр волны возбуждения при постоянной длине 
волны флуоресценции 368 нм; б—спектр волны флуоресценции при по
стоянной длине волны возбуждения 323 им. 1—дофамин, 2—ДОФА. 

3—норадреналин, 4—адреналин (по 100 иг)
Рис. 4. Спектры воли возбуждения (а) и флуоресценции (б) катехола
минов и ДОФА, а—спектр волны возбуждения при постоянной длине 
волны флуоресценции 375 нм; б—спектр волны флуоресценции при по
стоянной длине волны возбуждения335 им. 1—ДОФА, 2—дофамин. 3— 

норадреналин, 4—адреналин (по 100 нг)Количество ДА и ДОФА (в нг) в биологической пробе опреде- . ляется с помощью следующих уравнений:ДА F;: ■ Ь, —F, ■ Ь._, Ь| • b j — by - b;, ДОФА = F4-b,-F3-b;< b|b|—by-b. , гдеР3—интенсивность флуоресценции пробы при К возбуждения 323 нм и % флуоресценции 368 им, Р4—при X возбуждения 335 нм и X флуоресценции 375 нм, Ь]—интенсивность флуоресценции 1 нг стан- 242



ла рта ДА при л флуоресценции возбуждения 368/323 нм, Ь2—то же: для ДОФА при 368/323 нм, Ь3—для ДА при 375/335 нм, Ь4—для ДОФА при 375/335 нм. При отсутствии в исследуемых тканях А и ДОФА расчет концентрации аминов в пробе значительно упрощается: HA=F|/a։, ДА=Е3/Ь|.В статье описан 'способ определения концентрации биогенных мономеров: А, НА, ДА и их предшественника ДОФА в одной биологической пробе, а также 'получение флуорофоров аминов. В отличие от известных методов разработанный нами способ позволяет с целью упрощения и ускорения процедуры проводить: а) осаждение белков гомогената 3 М раствором НОЮ.։, чем исключается необходимость дополнительной очистки аминов и устраняются потери катехоламинов па этом этапе; б) одновременное получение флуорофоров всех четырех веществ в одной пробирке; в) количественное определение исследуемых веществ в одной флуорометрической кювете путем последовательного измерения интенсивности флуоресценции при оптимальных для каждого вещества длинах волн возбуждения и флуореснеици.Л RAPID, SIMPLE FLUOROMETRIC METHOD FOR SIMULTANEOUS.ASSAY OF CATECHOLAMINES AND DOPA IN THE SAME BIOLOGICAL SAMPLE
MANUKHIN B. N., SELIVANOVA 0. i>.

N. K. Kollzov institute of the Developmental Biology. MoscowA method for the epinephrine, norepinephrine, dopamine and their precursor 3,4-dioxyphenylalanlne (DOPA) concentration measurement in the same biological sample that Includes the obtaining՛ of amine fluorop- hores is described. This method differs from the other by:-!) a precipitation of homogenate proteins .with 3 M HCLO( excludes the additional purification procedure and the loss of the substances examined; 2) a simultaneous obtaining of fluorophors of all four substances In the same test-tube; 3) a quantitative determination of these substances In the same fluorimetric cuvette by a consecutive fluorescence measurement at the wave lengths of excitation and fluorescence measurement at the wave lengths of excitation and fluorescence optimal for each substance Investigated.
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УДК 616—008.939.633.2—02:616—008.931:577.152.311АФФИННАЯ ВЭЖХ КАК МЕТОД АНАЛИЗА РЕГУЛЯЦИИ АКТИВНОСТИ ФДЭ ЦИКЛИЧЕСКИХ НУКЛЕОТИДОВНА УРОВНЕ МОЛЕКУЛЯРНОГО ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ
АБРАМЯН Г. Э„ ЧАИЛЯН С. Г.. ИСАДЖАНЯН М.А..

КИРАКОСОВЛ А. С., ГАЛОЯН А. Л.
Институт биохимии им. Г. X. Буиятяна НАН Армении. Ереван

В настоящей работе показано, что кинетические параметры взаимодействия 
биологически активных соединений и Са2+-кальмодулпнзависимой ФДЭ можно оце
нить с помощью параметров элюирования этого фермента с аффинных матр><. 
содержащих иммобилизованные взаимодействующие компоненты. Рассмотрен! ос
новные экспериментальные особенности и подходы аналитической аффинной ВЭЖХ 
с зональным элюированием. Обсуждаются свойства аффинной матрицы и растворен
ного реагента в отношении их применимости для аналитических экспериментов. 
Представлены примеры, показывающие возможности рассматриваемого метода для 
изучения физико-химических параметров взаимодействия биологически активных 
соединений с Са2+-кальмодул|шзависимой ФДЭ циклических нуклеотидов.Общей задачей в аффинной ВЭЖХ Са2+-кальмодулинзавнсимой ФДЭ является получение иммобилизованного лиганда, сохраняющего способность биоспецнфическн связывать фермент, находящийся в подвижной фазе. На такой специфичности основаны эффективные методы препаративного выделения этого фермента из сложных смесей, которые могут содержать примеси, близкие по другим свойствам, часто используемым для очистки, таким, как размер и небно- специфические характеристики поверхности. Аффинная ВЭЖХ может служить не только методом препаративного выделения, но и быть гибким аналитическим методом, так как степень хроматографического удерживания 'подвижного реагирующего вещества на иммобилизованном лиганде позволяет определять равновесную константу связывания для взаимодействия аффинной матрицы с подвижным компонентом [1, 2]. Кроме того, если в ходе Зонального элюирования в подвижную фазу включаются биологически активные вещества, влияние на связывание с аффинной матрицей путем прямого взаимодействия с элюирующим подвижным компонентом (например, вследствие конкуренции с иммобилизованным ФДЭ), то могут быть измерены также параметры взаимодействия этих эффекторов. И поскольку для аффинной матрицы можно варьировать конкурирующие вещества и другие эффекторы, а также химическую природу подвижного аффината, то возможно определение .244 ;



специфичности связывании и его зависимости от влияния различных биоактивных соединений. Поэтому константы связывания для иммобилизованного лиганда можно сравнить с таковыми для растворимого аналога. Сопоставление взаимодействий в случае аффинной матрицы и раствора может быть использовано для конструирования модели is оценки механизма регуляции ферментативной активности ФДЭ. Л^атериалы и методыЭксперименты проводили па двухкомпонентной системе ВЭЖХ «Biotronik ВТ-8100» (ФРГ). Система оснащена инжектором «Rheo- •dyne» с петлей для образца объемом 50 мкл и детектором с изменяемой длййой волны. Спектральный диапазон дейтериевой лампы составлял 190—370 нм. Все растворы постоянно дегазировали гелием для предупреждения образования пузырь-Кев в системе. Для регистрации результатов хроматографии использовали систему хранения и поиска данных, включающую компьютер «IBM PC/AT 286», (США). Для аффинной ВЭЖХ использовали колонки PDE-Biosphc- re, cAMP-Biosphere, cGMP-Biosphere и PDE-Blosphere (4,6x150 мм) <rBiosphere» (Армения).На колонку, предварительно уравновешенную соответствующим буфером, содержащим или не содержащим эффектор, наносили образец (50 мкл). Элюирование продолжали уравновешивающим буфером (+/— эффектор) и определяли кривую элюирования первоначально введенного подвижного компонента.Температура процесса" зависела главным образом от стабильности компонентов бноспецифнческой системы и природы некоралент- ных взаимодействий между подвижным и иммобилизованным компонентами.В оптимальных условиях ряд физических параметров колонки, например, скорость потока Vo (объем элюирования невзаимодействующего, проникающего в поры сорбента вещества, размер молекул которого близок таковому для компонента взаимодействующей системы) и Vm (исключающий объем) остаются постоянным для серии экспериментов с зональным элюированием. Это дает возмох<ность сравнивать результаты большого количества хроматографических анализов и исключает необходимость повторного определения Vo и V,n. Элюирование в небольших аналитических колонках осуществляли при скорости 0,3—0,5 мл/мин.Реакцию конкурентного моновалентного связывания можно представить следующей формулой: Ка P-H-i=±Pi.
245



(1)К<1 р-1-1/՜—>РЕ'где Р—подвижный компонент, Б'—лиганд, иммобилизованный на матрице, Б—растворимый компонент, конкурирующий с иммобилизованным лигандом за связывание с Р: РЕ и РЕ'—нековалентные комплексы между соответственно подвижными и иммобилизованными компонентами системы: Кд и К,/ для РБ и РЕ'.Основываясь на уравнении 1 и учитывая общие пложения ВЭ/КХ с взаимодействующими компонентами, можно вывести следующую зависимость:
- - ’Ка____ 14_____________

У-Уо (У„-Ут)1Б'| К.|СУ0֊Ут) [ИЭто выражение устанавливает связь между изменением измеренного объема элюирования подвижного компонента и концентрациями иммобилизованного и растворимого концентрирующих лигандов Е и Б', а также Ка и Ка'. Для систем с моновалентным взаимодействием с помощью уравнения 2 можно определить Ка непосредственно по хроматографическим данным. Для специфической аффинной матрицы с фиксированной концентрацией иммобилизованного лиганда к' проводили ряд экспериментов с изменяющимися значениями Е в элюенте. Объемы элюирования зон подвижной макромолекулы определяются при различных значениях Е. Строили зависимость 1/(У—Уо) от Б. Тогда Ка' можно найти по тангенсу угла наклона прямой, а Ка—по отсекаемому отрезку на осн ординат. Ка и Ка' рассчитывали также аналитически, обработав полученные данные по элюированию линейным методом наименьших квадратов.Важное условие зональной аналитической аффинной ВЭЖХ состоит в том, что концентрация Р по мерс прохождения зоны через слой адсорбента постоянно изменяется. Поэтому члены, содержащие- Р, не включаются в выражения, относящиеся к объемам элюирования и Ка- Пренебрежение Р допустимо только в том случае, если этот параметр мал по сравнению с Ка- Проведение экспериментов по зональному элюированию при низком Р обычно легко осуществимо и особенно желательно при труднодоступных биомолекулах. Использование низких Р в зональном анализе аналогично применению низких концентраций фермента в твердофазном ферментативном анализе [3]. Было экспериментально показано ‘[4], что при низком (по отношению к Ка') количестве фермента, введенного в аффинную матрицу, рассчитанные Ка практически не зависят от количества использованного подвижного компонента. В то же время в: в работе ЬИсЬо! и соавт. [5] предложены уравнения расчетов по методу постоянного фронтального анализа, в которые входит точное значение концентрации подвижного компонента, нанесенного на аффинную колонку.
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Аффинная ВЭЖХ с зональным элюированием может быть так-, же использована для расчетов в системах бивалентного связывания, включая представленные в уравнении 3:। К/У֊У« (У0-Уш)Как описано для систем моновалентного связывания, это уравнение приводит к уравнению 4, позволяющему оценить К<| и Кв' для бивалентных веществ Р2 путем измерения V при различных значениях Е. Однако, в отличие от систем моновалентного связывания, для бивалентных систем зависимость 1/(У—\'о) от Е нелинейна. Таким образом, Кв и К<1' находят по данным конкурентного элюирования путем обработки нелинейной зависимости методом наименьших квадратов. Несмотря на различие, методика для получения данных в случае систем бивалентного связывания полностью аналогична таковой для моновалентной системы:
1 жI 1 ' Ко 1 кКв )

■ ^֊у.) Гйр֊ + (Ы)’ + ՛« I 
Кв \Кв / Кв• Кв )Если зональное элюирование осуществляется в отсутствие растворимого лиганда (Ь=0), уравнение 4 упрощается. При У=0 Кв можно найти непосредственно по объему элюирования при одном зональном элюировании.Результаты и обсуждениеС использованием аффинной ВЭ>КХ с зональным элюированием были изучены взаимодействующие системы ФДЭ-регулятор и ФДЭ- .регулятор-регулятор. Ниже приведены несколько типичных примеров, показывающих обычные хроматографические результаты, получаемые при изучении моновалентных, бивалентных и кооперативных взаимодействующих систем.На рис. 1 представлены результаты, полученные при элюировании зон ФДЭ с сАМР-ВкжрИеге при различных концентрациях растворимого конкурентного лиганда. Линейность зависимости 1/(\’— 

Уо) от Е отражает 1 : 1—природу взаимодействия ФДЭ-субстрат; эта зависимость может быть использована для расчета Кв и Кв' с использованием моновалентных моделей (уравнение 2).Таким образом, этим методом можно установить сразу несколько констант равновесного взаимодействия для ряда конкурентных лигандов и благодаря этому оцепить специфичность взаимодействия.При конкурентном элюировании сОМР-зависимой ФДЭ с сСМР-ВюэрЬеге при концентрации лиганда 10֊4 моль/л (функциональная емкость) в присутствии сОМР зависимость 1/(У—Уо) от концентрации растворимого конкурентного лиганда нелинейна247



(рис. 2), что согласуется с вероятностью бивалентного связывания субстрата с ферментом. Вследствие этого параметры взаимодействия Ка и Ка' были рассчитаны с использованием— многоцентровой модели (уравнение 4). Если ФДЭ элюируется с колонки при концентрации 20 мкМ,изменение объема элюирования при изменении концентрации растворимого лиганда согласуется с моновалентной моделью (рис. 3). В этом случае при уменьшенной плотности связывающих положений матрицы исключается сколь-нибудь значительная возможность одновременного связывания по двум положениям матрицы. Таким образом, как моновалентная, так и бивалентная модели могут быть использованы для расчета значений Ка и Ка'.

Рис. /. Аффинная ВЭЖХ с конкурентным зональным элюированием 
для системы с моновалентным связыванием. Зоны, содержащие равные 
количества ФДЭ. наносили ка колонку cAMP-Biospherc (4,6X150 мм), 
уравновешенную 25 мМ трис-HCl буфером. pH 7,0, содержащим раст
воримый конкурентный лиганд сАМР в концентрации (в мкМ): /—1, 
2—10, 3—100, 4—500 5—1000, 5—2000. Элюирование осуществляли ври 
комнатной температуре со скоростью потока 0,5 мд'мнн. Обнаружение 
продукта при Д. 280 им. Здесь и на рис. 2, 3 по осп абсцисс—объем 
элюирования в мл. В правом верхнем углу построена зависимость 
b'(V—Vo) от концентрации сЛМР. Из этого графика с использованием 
уравнения 2 рассчитана Кв, По оси абсцисс—концентрация сАМР в мкМ.В то время как элюирование ФДЭ при более высокой концентрации аффинной матрицы приводит к нелинейным зависимостям 1 / (V—Уо) от Ь, элюирование при малых концентрациях растворимого лиганда с той же самой матрицы свидетельствует о линейном поведении. Это подтверждает вывод о том, что отклонение от линейности в случае высоких концентраций сОМР на самом деле обусловлено возникающим 'многоцентровым ФДЭ с сОМР.Поведение кальмодулина при зональном элюировании с СаМ- Вюзрйеге соответствует схеме кооперативного связывания, отличаю- 248



Рис. 2. Аффинная ВЭЖХ с конкурентным зональным элюированием для 
системы с би валенты м связыванием. Зоны (50 мкл) ФДЭ наносили на 
коленку cGMP-Biosphere (4.6X150 мм), уравновешенную 25 мМ трис-НС! 
буфером. pH 7.0. содержащим cGMP в концентрации (в мкМ): /—I, 
2—10. 3—20, -/—50. 5—100, 6—500, 7—! 000. Элюирование осуществляли 
тем же буфером, содержащим указанное количество растворимого ли
ганда со скоростью потока 0,5 мл мин при комнатной температуре. 
Обнаружение продукта при /, 280 нм. В правом верхнем углу пост
роена зависимость !/(V—Vo) от концентрации cGMP в мкМ. К,„ рас

считана с использованием уравнения

Рис. 3. Конкурентное зональное элюирование комплекса кальмоду
лин—ФДЭ с свМР-ВюзрЬеге с высоким содержанием конкурентного 
лиганда. Условия эксперимента аналогичны приведенным на рис. 2. В 
правом верхнем углу построена зависимость 1/(У— Уо) от концентрации 

сСМР в мкМ 249



щегося от строго моновалентных и бивалентных моделей. Объемы элюирования обычно уменьшаются с увеличением концентрации антагониста кальмодулина №-7 в элюирующем буфере. Однако, <тогда полученные при конкурентном элюировании данные были выражены графически как 1/(У—Уо) от Ь, в большинстве случаев наблюдалось отклонение от линейности при низких Ь (рис. 4). Причина 'этого поведения объясняется тем фактом, что кальмодулин имеет Несколько центров связывания с антагонистами с низким и высоким 'сродством. Таким образом, в то время как элюирование 'кальмодулина в отсутствие антагониста отражает аффинное связывание с матрицей,
Рис. ■!. Линейный график данных конку
рентного элюирования кальмодулин с 
СаМ-В|О8р|1еге (4,6X150). Зависимость 
1/(\'—Уо) от концентрации антагониста 
кальмодулина \У-7 в мкМ. Прямая пост
роена путем обработки эксперименталь
ных данных но метолу наименьших квад
ратов. К։| рассчитана по линейным гра
фикам с использованием уравнений 2 и 3.

элюирование ‘в присутствии низкой концентрации антагониста кальмодулина оказалось более замедленным, чем обычно, что вызвано связыванием \У-7 с центрами с высоким сродством. Увеличение низких концентраций антагониста приводит к более плавному уменьшению 'объемов элюирования, чем ожидалось на основмнии степени конкурирования 5У-7 и аффинной матрицы за связывание с кальмодулином, находящимся в растворе.Таким образом, аналитическая аффинная ВЭ/КХ с зональным элюированием была изучена на многих макромолекулярных системах. Было показано, что этот метод достаточно простой в экспери-' ментальном отношении и весьма полезен для оценки взаимодействий ФДЭ и биорегуляторов и позволяет изучить биомолекуляриые взаимоотношения и в этой связи молекулярные основы функционирования не только ФДЭ, но многих Са?4՜-зависимых ферментов.AFFINITY HPLC AS A METH DD FOR THE AN \LYSIS OF REGULATION OF CYCLIC NUCLEOTIDES PDF. ACTIVITY ON THE LEVEL OF MOLECULAR INTERACTION
ABRAHAMIAN G. E.. C.HAII.IAN S. G„ ISADJAN1AN M. A..

KIRAKOSOVA A. S.. GA1.OYAN A. A.
H. Ch. Buniatian Institute of Biochemistry, Acad. Sc!. o. Armen.a, revanIn the present investigation it is demonstrated that the kynetic pa- rameters of bio'ojlcally active compounds inter.) tiuii with Ca-’-CaM- dependent PDF. can be estimated with the parameters of the enzyme elution fromt l.e afflmty matrix containing the immobilized interacted. 250



components. There are studied the main experimental peculiarities and approaches of analytical affinity HPLC with zonal elution. There are discussed the properties of affinity matrix and of dissolved reagent in reference to their usage for analytical experiments. There are shown the possibilities of the method studied for investigating the physico-chemical parameters of biologically active compounds interaction with Ca-' - CaM-dependent cyclic nucleotides PDE.
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■ Т՜”' УДК 517.17 4-612.014.462+616.831

КЛТЕХОЛАМИНЕРГИЧЕСКАЯ СИСТЕМА МОЗГА 
ПРИ ГИПОКСИЧЕСКОЙ 'ГИПОКСИИ

ШИРИНЯН Э. А.

Институт тонкой органической химии им. А. Я. Мнджояна НАН Армении, Ереван

В обзоре кратко рассматриваются изменения в головном мозгу синтеза, со
держания, обмена, высвобождения и рецепции катехоламинов при гипоксической 
гипоксин. Приводятся данные об участии катсхоламинергичсской системы мозга 
в реакциях, обеспечивающих изменения мозгового кровотока и потребления моз
гом кислорода при гипоксии. Указываются принципиальные возможности повыше
ния устойчивости мозга к гипоксии воздействием на процессы и структуры, обес
печивающие активность катсхоламинергичсской иннервации.

Головной мозг выделяется среди других органов необычно боль
шой кровоциркуляцией, которая Ъбеспечиваея՛ его в постоянном и 
обильном снабжении кислородом, без которого он может выжить 
лишь короткое время. Значительная часть 'поступившего О2 расхо
дуется в метаболизме глюкозы. Лишь менее 0,1% потребляемого 
мозгом О2 утилизируется 'на прямой синтез и метаболизм катехо
ламинов (КА) [1], которые, являясь одним из существенных ре
гуляторов адаптивных сосудистых реакции И метаболических про
цессов [2, 3], играют важную роль в поддержании резистентности 
и жизнедеятельности мозга в условиях недостатка О2 '[4—6].

Синтез и содержание КЛ

Одна из первых работ, в которой изучено влияние гипоксии на 
содержание КА в мозгу, была опубликована Vogt в 1954 г., где 
показано, что гипоксия вызывает у собак снижение содержания но
радреналина (НА) в гипоталамусе [7]. Ото наблюдение было под
тверждено в 60-х годах Debijadi и соавт. [8]. 'В дальнейшем были 
более детально рассмотрены эффекты легкой, ’умеренной и тяжелой 
гипоксической гипоксии на синтез, содержание и метаболизм КА 
как в целом мозгу, так и в его различных областях.

Было выявлено, что при умеренной гипоксии (10% О2 во вды
хаемом воздухе) уровень НА и дофамина (ДА) в целом головном 
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мозгу и его отдельных структурах практически не меняется в те
чение 36 ч экспериментального периода при несколько увеличенном 
содержании Тирозина, наблюдаемом через 24 и '36 ч [9, 10]. Не
которыми авторами не было обнаружено изменений в концентра
циях НА и ДА также и при тяжелой гипоксии (5—6% О2) как 
в целом мозгу, так и во многих его отделах—большие полуша
рия, мозжечок, гиппокамп [11].- Однако другие исследователи при 
содержании О» в воздухе, равном 8%, через 6 'и 12 ч обнаружили 
небольшое снижение НА в переднем мозгу и его опустошение Ъ ги
поталамусе [12.]- Об уменьшении содержания НА в гипоталамусе, 
но не в гиппокампе или обонятельных луковицах сообщают и дру
гие авторы [13—15]. При этом в гипоталамусе и стриатуме ими 
показано увеличение содержания ДА на 38%. В опытах 1п эИго 
с инкубацией синаптосом мозга в условиях аноксии сдвиги в со
держании ДА зависимы от pH инкубационной среды: уменьшение— 
при pH 7,4 н увеличение амина при pH 6,2 [16].

Приведенные данные свидетельствуют о том, что гипоксическая 
гипоксия вызывает в большинстве отделов мозга (за исключением 
гипоталамуса и, по-виднмому, некоторых отделов заднего мозга) 
лишь мягкие изменения в содержании КА, а относительная их 
стабильность (зависящая также от глубины, продолжительности и 
скорости достижения гипоксии) не отражает механизма действия 
гипоксии на адренергическую систему ЦНС. При этом состояние- 
КА-ергической системы мозга и ее регионарные изменения, в ос
новном, обусловлены действием двух разнонаправленных механизмов:: 
с одной стороны—уменьшением синтеза и метаболизма КА, вызван
ным самой гипоксией и связанным с ингибицией О2-зависимых ме
таболических реакций, с другой—стрессорным воздействием (гипок
сическо-гипобарический стресс), приводящим, наоборот, к возраста
нию степени оборота и высвобождения медиаторов. В частности, 
стрессорная постгипоксическая активация КА-ергических нейронов в 
области мозга с высоким их содержанием [17, 18] приводит к пред
почтительно большому возрастанию кровотока в структурах заднего 
мозга [5, 19] и соответственно к увеличению в них 'поглощения О2 
[17]. Первоначальное повреждение при гипоксии функций перед
него мозга и лишь затем заднего [20], а также отсутствие раз
ницы во всех этих показателях у наркотизированных животных 
[17, 21] указывает на наличие при гипоксии активирующего КА- 
ергпческую систему компонента и подтверждает возможность не
равномерных постгппоксичееких изменений уровня НА и ДА в раз
личных отделах мозга [6, 15, 22].

Как уже указывалось, сама гипоксия оказывает мощное инги
бирующее воздействие на Оо-зависнмые реакции, обеспечивающие 
синтез и метаболизм КА в мозгу. Так, снижение концентрации О2 
во вдыхаемой смеси (О2—Г42) от 100 до 5,6% [И] сопровождалось 
параллельным уменьшением уровня 3,4-диоксифенилаланина (ДОФА) 
в различных областях мозга. Подобные результаты получены и при 
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типобарической гипоксии [15]. При этом наблюдалась четкая кор
реляция между насыщением артериального гемоглобина кислородом 
и количеством ДОФА в мозгу крыс. Эти факты становятся объяс
нимыми в свете данных, что 'для активации тирозннгидроксилазы 
(фермента, лимитирующего образования КА) требуется молекуляр
ный кислород, который необходим и для вновь образуемой гидрок
сильной группы ДОФА [23, 24]. С другой стороны, изучение тиро- 
зингидроксилазы в опытах in vitro и in vivo показало, что актив
ность фермента не максимальна даже при нормальном тканевом 
уровне О2, при увеличении которого (или уменьшении pH среды) 
активность фермента многократно возрастает [16, 25, 26]. Все эти 
данные предполагают, что угнетение активности тирозпнгндрокси- 
лазы является одной из основных причин снижения биосинтеза КА 
в мозгу при гипоксии. Это положение доказано в многочисленных 
исследованиях с введением ингибиторов декарбоксилазы [.-аромати
ческих аминокислот (в частности, 5-окснбепзилгидразииа), в кото
рых показано, что при тяжелой гипоксической гипоксии в целом 
мозгу и отдельных его участках активность тирозннгидроксилазы 
прогрессивно снижается [II, 26—28]. При этом снижение актив
ности тирозннгидроксилазы приводит уже в течение первого часа 
экспозиции животных в гипоксических условиях (5,6% О2) к умень
шению степени синтеза ИА более чем на 50% 129].

На фоне уменьшения в мозгу содержания ДОФА, а в некото
рых регионах и КА, интересен 'факт повышения при гипоксии 
уровня тирозина '[9]. Известно, что активность фенилалаииигидрок- 
силазы чувствительна к ИА и подавляется нм по механизму об
ратной связи. Это подавление осуществляется двояко: во-первых, 
НА является конкурентным ингибитором фермента по 'отношению к 
птеридиновому кофактору, во-вторых—неконкурентным по отноше
нию к фенилаланину [30]. Однако при недостатке О2 ингибирующее 
действие ИА на фенилаланингидроксилазу обоими путями резко ос
лабляется [30]. В свою очередь, гидроксилирование тирозина моду
лируется ауторецепторами ДА. Возможность подобной регуляции на
чальных этапов биосинтеза КА показана в последние годы на срезах 
стриатума крыс [31].

Многочисленные исследования свидетельствуют о том, что умень
шение биосинтеза КА при гипоксии является следствием не только 
угнетения активности тирозиигидроксилазы. Так, при умеренной ги
поксии (10% О2), на фоне снижения общей интенсивности синтеза 
моноамнков, подавления активности тирозннгидроксилазы не обна
руживается [9], а у животных в раннем постнатальном периоде 
этот фермент вообще мало уязвим к недостатку О2 [32]. Экспери
менты, проведенные в условиях in vivo и in vitro, позволили уста
новить, что при гипоксических достояниях отмечается также значи
тельное угнетение активности ДА-р-гидроксилазы. Этот факт посту
лирован как в 'мозгу крыс, вдыхающих воздух с '6 или 12%-ным 
содержанием О2 [28, 33], так и на инкубируемых при разных рО2 
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синаптосомах, выделенных из гипоталамуса и переднего мозга 
крыс [34].

Интересно отметить, что инкубация в условиях аноксии сипап- 
тосом мозга при pH 6,2 (но не 7,4) приводила, наоборот, к дву
кратной активации синтеза ДА из тирозина, уменьшению Кт для 
птеридинового кофактора тирозингидрокснлазы и увеличению К։ 
для ДА [16]. Судя по данным японских исследователей, угнетение 
при гипоксии активности ДА-р-гидроксилазы, имитируемое также ее 
ингибитором—фузаровой кислотой, является одним из адаптивных 
для ЦИС механизмов, приводящих к увеличению кортикального 
кровотока и рО2 ткан* мозга [35].

Угнетение при гипоксической гипоксии активности обеих гидрок
силаз не может полностью объясняться лишь уменьшением напря
жения О2 в ткани мозга. Так, при гипоксии уровень О2 в мозгу 
через некоторое время адаптивно может восстанавливаться, однако 
активность гидроксилаз в большинстве областей мозга продолжала 
оставаться сниженной [1]. С другой стороны, последующая гипер
капния (5% СОД или увеличение кислотности среды устраняли 
тормозящее влияние гипоксии на образование ДОФА и ДА взрос
лых и новорожденных крыс [16, 32, 36]. При этом синтез НА и ДА 
возрастал во всех областях мозга, а уровень эндогенного ДА по
вышался даже при введении животным ингибитора тирозиигпдрок- 
силазы—а-метил-тирозина [37].

Обобщая сведения об угнетении процессов биосинтеза КА при 
гипоксической гипоксии, следует отметить, что при этом функция 
КА-содержащих нейронов, возможно, и нс изменяется. Так, вопреки 
изменением в синтезе КА, при гипоксии нейроны могут высво
бождать такое же количество нейромедиаторов, как и. при нормаль
ных условиях. Кроме того, последующее нейрональное возбуждение 
(стресс.) может повышать. степень синтеза нейромедиаторов в КА- 
содержащих нейронах [26, 27]. 'Эти данные оставляют открытым 
вопрос о биологической значимости зависимости синтеза аминов от 
наличия Оо, так как, по мнению некоторых исследователей [38], 
Не имеется убедительных доказательств, что изменения в напряже
нии О2 изменяют 'возбудимость нейрона или его способность влиять- 
на постсииаптические ответы.

Инактивация и скорость обмена КЛ

Известно, что наряду с угнетением процессов биосинтеза КА, 
гипоксия приводит и к существенному изменению их метаболизма. 
Выявлено, что среди основных ферментов, катализирующих реакции 
расщепления КА, степень активности МАО является ©-.-зависимым 
[1, 11, 28]. Так, у крыс при вдыхании воздуха с 6% О2 [28] или 
их экспозиции (1 ч) в гипобарических условиях, имитирующих вы
соту 9000 м [39], происходит более чем 50%-ное снижение актив
ности МАО. При этом ингибируется преимущественно МАО типа А 
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[40], которая, в отличие от МАО типа В, является внутринейрональ- 
ным ферментом, обеспечивающим инактивацию моноаминов в цито
плазме нейронов [41]. Об уменьшении активности МАО в митохон
дриях мозга при гипоксии любого генеза сообщалось Хватовой и 
соавт. [42], а закономерное и пропорциональное снижение актив
ности фермента в зависимости от тяжести гипоксического воздей
ствия, позволило некоторым исследователям считать активность 
МАО в мозгу индикатором гипоксического состояния [43].

Следующий фермент, ответственный за инактивацию КА—кате- 
холоксиметплтрансфераза не ингибируется гипоксией. При этом сте
пень образования метоксипродуктов может, в зависимости 'от усло
вий эксперимента, повышаться, снижаться или вообще не изменяться. 
Так, после введения ДОФА и ингибиции МАО постгиноксическая 
концентрация 3-метокситирамина в областях мозга богатых ДА 
(например, стриатум) возрастает, что может предотвращаться пе
ререзкой ДА-нссущих аксонов [28]. О независимости процессов 
0-метилирования от величины О2 указывают также данные о на
коплении в мозгу норметанефрина и 3-метокситирампна в течение 
долгого времени после смерти '[44].

Дальнейшие исследования, 'проведенные с помощью ВЭЖХ с 
электрохимической детекцией, а также фармакологических и изо
топных методов определения скорости оборота КА, показали, что в 
зависимости от исследуемых 'структур мозга, гипоксия вызывает 
различной направленности сдвиги в уровнях продуктов инактивации 
и скорости оборота КА. Так, если в гипоталамусе [15], хвостатом 
ядре и обонятельных луковицах крыс [45] обнаружено возрастание 
уровня 'диоксифенилуксусной ' кислоты (ДОФУК), то в стриатуме 
[14] и некоторых других областях мозга [15], наоборот, выявлено 
уменьшение содержания ДОФУК, 3-метокситирамина и гомованнли- 
новой кислоты. При этом суммарное Изменение времени оборота 
КА в целом мозгу [1] не отражало истинной картины обмена НА 
и ДА в различных областях мозга. Так, гипоксия (8% О2) повы
шала скорость обмена НА в гипоталамусе, но не в гиппокампе 
или обонятельных луковицах [13]. Долее детальные исследования 
в НА- и ДА-ергических областях мозга позволили выявить, что 
время оборота НА в гипоталамусе прогрессивно возрастает с уве
личением глубины гипобарического воздействия (от «высоты» 3800 
до 7000 м). В стриатуме же время оборота ДА изменялось двух
фазно: уменьшалось при имитировании высоты в 1800 м и резко 
возрастало—при '5000 и 7000 м [4G], хотя 'и хвостатом ядре н 
обонятельных луковицах гипоксия уменьшала скорость обмена ДА 
[13]. Различие между временем оборота НА и ДА при умеренной 
гипоксии некоторые авторы [46] объясняют большей чувствительно
стью к дефициту О2 ДА-р-гидроксилазы, чем тирозингйдрокенлазы.

Приведенные сведения о состоянии процессов синтеза, превра
щения и скорости оборота КА при гипоксии позволяют заключить, 
что относительная стабильность моноаминов в большинстве отделах 
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мозга объясняется одновременным подавлением их синтетических 
и метаболических процессов. Подобные сдвиги, по мнению некото
рых исследователей [6, 28], играют важную роль в устойчивости 
ЦНС к гипоксии. Подтверждением этой гипотезы, по крайней мере 
но отношению к метаболизму ДА, могут быть данные опытов с 
применением ноотропных средств, которые повышают выносливость 

■ головного мозга к гипоксическим воздействиям. В этих исследова
ниях было показано, что при гипоксии одним из специфических 
свойств пирацетама, ппритипола и других известных ноотропов энер- 
гомобилнзующего типа является предупреждение процессов повыше
ния метаболизма ДА в областях мозга, богатых ДА-ергическими 
■нейронами [45].

Высвобождение и захват КА-

Наряду с нарушением биосинтеза и метаболизма КА, гипок- 
■сическое воздействие оказывает существенное влияние па процессы 
высвобождения адренергических медиаторов в различных структурах 
мозга [47—49]. Так, в опытах на крысах, вдыхающих гипоксиче
скую смесь воздуха (от 5 до 16% О2), была установлена прямо 
пропорциональная зависимость между степенью гипоксии и высво
бождением ДА из срезов мозга с полосатого тела, индуцируемым 
электрическим раздражением или К+ [49]. При этом если сильно 
выраженная длительная гипоксия (5% 02 в течение 8 ч) понижала 
высвобождение ДА необратимо, то при умеренной (9% 02) или 
слабой (16% 02) гипоксии, вызывающих обратимое понижение выс
вобождения ДА, возврат к исходному уровню наблюдался лишь че
рез 80 и 120 ч, соответствен пр. Аналогичные данные получены при 
исследовании высвобождения ДА из синаптосом полосатого тела 
[50]. Предполагается, что действие гипоксии обусловлено наруше
нием высвобождения вновь синтезированного ДА *[51]. В отличие 
от индуцируемого высвобождения, спонтанное высвобождение ДА 
в срезах стриатума морских свинок, подвергнутых острой (5% О2) 
гипоксии, быстро увеличивалось [52]. При этом в опытах с экзо
генным введением тирозина (50—100 мг/кг, в/б) и галоперидола 
показано, что высвобождение ДА зависит от уровня тирозина, при
чем эта зависимость резко увеличивается при истощении нейронов 
стриатума (б-гидрокоидофамином) и контролируется механизмами 
обратной связи посредством пресинаптических дофаминовых рецеп
торов [53].

Рядом авторов отмечалось, что при гипоксии степень высвобож
дения ДА зависит от возраста животных [49]: увеличение—у но
ворожденных и молодых крыс до полуторамесячного возраста и 
уменьшение высвобождения—у более взрослых '[54]. Учитывая, что 
молодые животные более устойчивы к гипоксии, чем взрослые '[55], 
можно предположить, что увеличение высвобождения ДА (а также 
его содержания [14, 15]) в ДА-ергическнх структурах мозга яв
ляется одним из основных защитных нейрохимических механизмов, 
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ооеспечивающих жизнедеятельность головного мозга к недостатку 
О2. Так, важная роль ДА-ергического компонента в постгипоксиче
ских адаптационных реакциях церебральных сосудов и метаболиче
ского обмена подтверждается как данными об увеличении мозгового 
кровотока и рО2 при возбуждении (апоморфином, бромкриптнном) 
дофаминовых рецепторов [56] или имитирования (фузаровой кис
лотой) гипоксического угнетения активности ДА-р-гидроксилазы 
[35], так и исследованиями о благоприятных эффектах экзогенно 
вводимого ДА па церебральное кровообращение, окислительный об
мен и потребление О2 мозгом [57, 58], которые устранялись бло
каторами дофаминовых рецепторов [59, 60].

В большинстве работ, посвященных исследованию степени зах
вата адренергических нейромедиаторов при гипоксических состояниях, 
выявлено снижение (до 70%) обратного захвата ДА срезами стриа
тума морских свинок [52], а также ДА и НА синаптосомами 

песчанок '[61]. При этом наиболее чувствите
лен к .недостатку кислорода захват ДА [47]. В синаптосомах поло
сатого тела крыс ряд авторов не наблюдали подобного снижения 
захвата КА [62] или даже, наоборот, обнаружили усиление зах
вата ДА [63]. Более детальные исследования нейронального зах
вата ДА, проведенные па модели гипобарической гипоксии, позво
лили выявить, что гипоксия приводит к длительному (более 10 ч) 
увеличению числа низкоаффннных участков захвата ДА при одно
временном уменьшении высокоаффинных [64]. Авторы считают, что 
увеличение низкоаффинного захвата ДА при гипоксии является за
щитным механизмом от повреждающего эффекта экстраклеточпого 
ДА, количество которого сразу после прекращения кровообращения 
и смерти увеличивается более чем в 100 раз [65].

Работы, посвященные выяснению причин нарушения высвобож
дения и захвата нейромедиаторов мозга, позволили установить, что 
гипоксическое воздействие вызывает повреждение везикулярных хра
нилищ ПА и, особенно, ДА [49], которое может быть результатом 
нарушения обмена жирных кислот ’[60] и пероксидации мембранных 
фосфолипидов свободными радикалами [66]. Интересно отметить, 
что уменьшение уровня обратного захвата НА зависит также от 
постгипоксического снижения активности МАО в мозгу [67].

Адренорецепторы

Известно, что гипоксия, наряду с воздействием на адренерги
ческие процессы в центральных КА-содержащих нейронах, оказы
вает существенное влияние на адрепорецепторные структуры и опо
средуемые ими цереброваскулярные реакции [68]. При этом выяв
лено, что среди известных подтипов адренорецепторов чрезвычайно 
чувствительными к недостатку О2 являются а-адренорецепторы 
[38], в частности, их а2-иоггуляции. Так, в опытах на крысах по
казано, что снижение концентрации О2 во вдыхаемом воздухе до- 
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-30 мм рт. ст. приводит к значительной активации реактивности цент
ральных а2-адрснорецепторов [69. 70]. Наряду с этим 'нормокапни- 
ческая гипоксия вызывает значительное увеличение мозгового кро
вотока [71, 72] и потребления мозгом О2 [20]. Данные о потенци
ровании (агонистом аг-рецепторов клонидином и гиперкапнией) ана
логичных сдвигов мозгового кровотока и реактивности а2-адреноре- 
цепторов '[73, 74], а также о констрикторных эффектах на мозговые 
сосуды симпатомиметиков НА и ДА [59, 75, 76], с одной стороны, 
и, наоборот, вазодилятация и увеличение скорости мозгового кро
вотока при применении а2-адрепоблокаторов [77] или резком угне
тении (6-гидроксидофамином) активности центральной НА-ергиче- 
скон системы ’[78], с другой,—-позволяют предположить, что воз
буждение а-адренорецепторов при гипоксии является одним из ме
ханизмов, направленных па уменьшение вазодилятании и способст
вующих усугублению кислородной недостаточности.

На этих положениях 'основано разрабатываемое в последние 
годы направление эффективной защиты мозга от гипоксических воз
действий посредством блокады а2-адренорецепторов их селективны
ми антагонистами. Так, известный «2-блокатор 'идазоксан и ряд ори
гинальных избирательных ’блокаторов а2-адреиорсцепторов, синтези
рованных в ИТОХ АН Армении, значительно увеличивают как вы
живаемость животных при гипоксической гипоксии [69], так и ско
рость общего и регионарного мозгового кровотока при одновре
менном снижении резистентности церебральных сосудов к току кро
ви [79].

Приведенные данные предполагают, что активация центральной 
НА-ергической системы усугубляет гипоксию мозга и может быть 
нейтрализована блокаторами а2-адренорецепторов.

С точки зрения улучшения мозгового кровообращения и обес
печения мозга О2, возможны следующие механизмы действия аг- 
адреноблокаторов при гипоксии: 1) блокада постсинаптнческих аг- 
адренорецепторов препятствует КА-опосредованному сокращению ре
зистивных сосудов (о содержании в мозговых артериях некоторых 
видов животных, преимущественно аг-адренорецепторов, сообщалось 
ранее [77]); 2) блокада пресинаптических а2-адренорецепторов по
вышает высвобождение НА [80, 81], которое активирует только ва- 
зоднлятаторные 0-адренорецепторы; возможность постгипоксического 
расширения сосудов 0-адренорецепторами [82] при одновременном 
резком угнетении реакций опосредуемых «|-адренорецепторами ’[83] 
доказана.

Таким образом, одновременная блокада пре- и постсинаптнче
ских а2-адренореценторов может привести к суммации эффектов 
этих двух механизмов и эффективной защите мозга при гипоксиче- 

- ских воздействиях.
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THE CATECHOLAMINERGIC SYSTEM OF THE BRAIN DURING 
HYPOXIC HYPOXIA

SIIIRINIAN E. A.

A. L. Mnjoyau Institute of Fine Organic Chemistry, Ac.’?!. Sci. 
of Armenia, Yerevan

The review briefly analyses the changes in the synthesis, contents,, 
metabolism, release and reception of the brain catecholamines during hypo
xic hypoxia. Data concerning the participation of the brain catecholaminer֊ 
gic system in the reactions ensuring modifications ‘n the brain blood 
flow and the consumption of oxygen by the brain during hypoxia are- 
given. The main possibilities for increasing the resistivity of the brain, 
to hypoxia by acting on the structures and processes responsible for the- 
activity of catecle laminergic innervation are pointed out.
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