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H E M O C O A G U L A T I O N S H I F T S IN O P E R A T I O N T R A U M A 

A N D E X O G E N O U S T H R O M B O P L A S T I N E M I A AFTER 

TREATMENT WITH V I T A M I N S 

S. L. Galyan, A. Sh. Byshevsky, V. M. Shafer, V. G. Solov'eu, 
S. N. Ibragimova 

Chair of Biochemistry, Medical School, Tyumen. 

Preadministrat ion of v i tamins A and E or A, E, С and P before 
laparatomy or exogenous thromboplast inemia (within 12 days) 
as well as administration of these v i tamins s imul taneous ly 
with vitamin PP within 2 days after the operation did not 
alter distinctly blood coagulat ion , while attenuated considerably 
the hemocoagulat ion shifts related to laparotomy or exogenous 
thromboplast inemia. The vitamin complex studied appears to be 
suitable for decrease of the postoperation hemocoagulat ion 
shifts . 
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В. П. Скурыгин, E. П. Елизарова, Г. С. Куренная, 
Г. Н. Балденков 

А Д Е Н И Л А Т Ц И К Л А З Н А Я СИСТЕМА СИНАП-
ТОСОМ К О Р Ы ГОЛОВНОГО МОЗГА К Р Ы С 
ПРИ ОСТРОМ СТРЕССОРНОМ ВОЗДЕЙСТ-
ВИИ 
Кафедра биохимии Запорожского медицинского института, 
Институт экспериментальной кардиологии В К Н Ц АМН СССР, 
Москва 

Воздействия стрессорной природы приводят к 
изменениям в головном мозге обмена ряда нейро-
трансмиттеров [1, 7, 8, 24, 25], что наряду с дру-
гими причинами вызывает изменения рецептор-
ного аппарата нейронов [20, 17] и связанной с 
ним системы вторичных мессенджеров [6, 211. 
Подобные изменения могут оказывать влияние 
на поведенческие реакции, наблюдаемые после 
воздействия стрессорных факторов [11, 13]. 
В связи с ролью синаптической передачи в клеточ-
ных механизмах ассоциативного поведения [3, 10] 
нами в условиях перенесенного острого стресса 
на синаитосомах коры головного мозга крыс бы-
ли изучены система p-адренорецептор — адеиил-
атциклаза и гуанилатциклаза — ферменты, 
участвующие в регуляции уровней циклических 
нуклеотидов в нервных окончаниях. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на крысах-самцах линии Вистар. Эмо-
ционально-болевой стресс воспроизводили, как описано в 
работе [27], в виде невроза тревоги, основу которого состав-

ляет конфликт между выработанным условным рефлексом 
избегании и безусловным электроболевым раздражителем 
на протяжении 6-часового нахождения животных в специаль-
ной клетке. Через 42 ч животных декапитировали, кору моз-
га гомогенизировали в 0,32 М растворе сахарозы и выделя-
ли фракцию «тяжелых» синаптосом и синаптических мембран 
по методу [5, 18]. Суммарную активность растворимой и 
мембраносвязанной гуанилатциклазы в синаитосомах опре-
деляли по методу [19] . Активность гуанилатциклазы рассчи-
тывали по разности содержания c G M P между исходным уров-
нем и после 15-минутной инкубации при 3 0 ° С в среде, содер-
жащей 50 мМ трис-HCl, рН 7,6, 10 мМ М п О г ; Ю мМ теофил-
лин, 1 мМ GTP и 0,1 % тритона Х-100. Реакцию начинали 
внесением 10—30 мкг белка синаптосом. После остановки 
реакции кипячением содержание c G M P определяли радио-
иммунологическим методом с помощью наборов фирмы 
«Amersham». В выбранных пределах временная и концентра-
ционная зависимость активности фермента были линейными. 
Д о начала определения активности аденилатциклазы и связы-
вания [ 3 Н]-дигидроалпренолола ( [ 3 Н ] - D H A ) синаптические 
мембраны после выделения хранили в жидком азоте на про-
тяжении 7 - 1 0 дней. Активность аденилатциклазы опреде-
ляли при содержании белка синаптических мембран 10—30 мкг 
в пробе. Инкубируемая в течение 10 мин при 37 °С смесь 
объемом 50 мкл содержала: 50 мМ трис-HCl, рН 7,4; 
2 мМ M g C b ; 0,5 мМ сАМР; 0,5 мМ изобутилметилксаитина; 
0,1 мМ АТР; [а- 3 2 Р] -АТР (около 500 000 dprn в пробе); 
0,1 мМ GTP; 20 мМ креатинфосфата; 0,2 мг/мл креатин-
фосфокиназы. При определении изопротеренолстимулируе-
мой активности аденилатциклазы в инкубационную смесь 
добавляли изопротеренол в конечной концентрации 5• 10 5 М. 
Образовавшийся [<х-32Р] с А М Р определяли по методу [28J, 
связывание [ 3 H | - D H A синаптическими мембранами по мето-
ду [12] с некоторыми модификациями. Инкубацию мембран 
(40 -90 мкг белка в пробе) с [ 3 H ] - D H A проводили в среде 
общим объемом 500 мкл, содержащей 20 мМ трис-HCl, 
рН 7,5, 5 мМ M g C b , при 30 °С в течение 30 мин. Неспецифи-
ческое связывание определяли в присутствии 1-10~ J , ) M 
пропранолола. Реакцию останавливали путем добавления хо-
лодного (4 °С) буфера того же состава с последующей 
фильтрацией через фильтры G F / C («Whatman», Англия). 
Определение количества участков связывания [ 3 H ] - D H A и 
Кс1 проводили по методу С кэтч ар да. 

Содержание белка определяли по методу (14) при добав-
лении дезоксихолага [15]. При статистической обработке 
данных использовали критерий Стьюдента. 

Определение c G M P проводили, используя: наборы «Cyclic 
G M P RIA kit»; [ а - 3 2 Р ] - А Т Р , [ 3 Н] -DHA («Amersham», 
Англия); нропранолол, изопротеренол, АТР, трис-HCl, сАМР, 
MgCI 2 ( «S igma» , С Ш А ) ; GTP, креатинкиназа, креатин-
фосфат («Boehringer», Ф Р Г ) ; изобутилметилксантии («Са1-
biochem», С Ш А ) . Остальные реактивы производства «Реахим» 
( ч . д . а . ) . Сахарозу дополнительно очищали путем пере-
кристаллизации из этанола. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Связывание [3Н] -ОНА синаптическими мембра-
нами коры мозга крыс характеризовалось констан-
той диссоциации, равной 1,1 нМ, что близко к дан-
ным, полученным другими авторами [2]. У интакт-
ных животных и животных, исследованных к кон-
цу 2-х суток после перенесенного стресса, досто-
верных изменений Kd не обнаружено (1,1 и 1,2 нМ 
соответственно). Учитывая отсутствие изменения^ 
этого показателя (рассчитанного с использова-
нием объединенного белка синаптических мембран 
от 6 крыс из-за недостаточного количества 
мембранного материала) , в дальнейшем мы огра-
ничились определением только количества 
участков связывания [3Н] -DHA при насыщающей 
концентрации лиганда 3 - Ю 8 М, как это делали 
и другие исследователи [23 | . Этот показатель 
в отличие от Kd, является более вариабельным 
и снижается при хроническом стрессе [29] и 
вызванным им повышением концентрации аго-
ниста [9] либо в случае, если концентрация аго-
ниста увеличивается за счет его введения в систе-
му [22]. 
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Связывание [ a H | - D H A , активность аденилатциклазы во фрак-
ции синаптических мембран и активность гуанилатциклазы 
синапгосом коры головного мозга крыс на 2-е сутки после 
перенесенного стресса ( М ± т ) 

Показатель Контроль Стресс 

Число участков связывания 334 ± 18 2 8 5 ± 3 0 
[3HJ -DHA, ( B n l a x ) (6) (6) 
фмоль на 1 мг белка 
Аденилатциклаза, имоль 5 1 , 3 ± 4 , 0 6 1 , 5 ± 6 , 7 
с А М Р на 1 мг белка в 1 мин (5) И) 
Гуанилатциклаза, пмоль cGMP 1 6 , 3 + 2 , 0 18,3d-2,9 
на 1 мг белка в 1 мин (4) (5) 

П р и м е ч а н и с. В скобках число животных в группе. 

Как видно из таблицы, через 42 ч после пере-
несенного 6-часового стресса не отмечалось до-
стоверных изменений количества участков свя-
зывания [3Н] -DHA в синаптических мембранах 
коры мозга крыс. Отсутствие изменения числа 
Р-адренорецепторов в первые минуты и через 10 ч 
после стресса показано и в других структурах го-
ловного мозга [29], что свидетельствует о ста-
бильности этого показателя при острых стрессор-
ных воздействиях. 

При исследовании активности аденилатцикла-
зы мы не обнаружили ее стимуляции под действием 
изопротеренола ни до, ни после стрессорного воз-
действия, что соответствует данным литературы. 
Предполагают, что гомогенизация мозга, осмо-
тический шок и длительное центрифугирование 
при получении синаптических мембран приводят 
к потере чувствительности фермента к действию 
агонистов |3-адренорецепторов [4, 26]. Базаль-
ная активность аденилатциклазы и суммарная 
активность растворимой и мембраносвязанной 
гуанилатциклазы в исследованных группах жи-
вотных также не различались. Это может свиде-
тельствовать либо об отсутствии изменения ак-
тивности изученных ферментов Нервных оконча-
ний при остром стрессе, либо о нормализации 
их активности к концу 2-х суток после прекраще-
ния действия стрессогенных факторов. Можно 
предположить, что острые стрессорные воздейст-
вия реализуются не через систему циклических 
нуклеотидов, а через гормонзависимую регуляцию 
фосфолипазы С и изменение метаболизма фосфо-
инозитидов, а также через участие протеинкина-
зы С, регулирующей возбудимость различных 
нейронов | 18 | . 

Таким образом, можно заключить, что к концу 
2-х суток после окончания стрессорного воз-
действия не происходит изменения р-адреноре-
цепторов и ферментов, определяющих синтез 
сАМР и cGMP в нервных окончаниях коры голов-
ного мозга крыс. 
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THE ADENYLATE CYCLASE SYSTEM IN S Y N A P T O S O M E S 

OF RAT BRAIN CORTEX U N D E R C O N D I T I O N S O F A C U T E 

S T R E S S 

V. P. Skurygin, E. P. Yelizarova, G. S. Kurennaya, G. N. Bal-
den kov 

Chair of Biochemistry, Medical School, Zaporoje, Institute of 
Experimental Cardiology, Al l -Union Cardiological Research 
Centre, Academy of Medical Sciences of the U S S R , Moscow. 

Synaptosornes and synaptic membranes were studied in 
brain cortex of rats after 6 hrs emotional-painful stress . No alte-
rations were observed in (i-adrenoreceptors, adenylate and 
gu an у I ate cyc lases to the end of the second day after the acute 
s tress action. 

5 46 


