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Íà îñíîâàíèè ëèòåðàòóðíûõ è ñîáñòâåííûõ äàííûõ ïðåäñòàâëåíû áèîõèìè÷åñêèå
äîêàçàòåëüñòâà ïðàâîìåðíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ íîâîãî òåñò-îáúåêòà Daphnia magna

Straus êàê äîïîëíèòåëüíîãî èëè àëüòåðíàòèâíîãî ìëåêîïèòàþùèì ïðè èçó÷åíèè äåé-
ñòâèÿ õîëèíîòðîïíûõ âåùåñòâ. Ìåòîäîì ðàäèîëèãàíäíîãî àíàëèçà ïîëó÷åíû ïðÿìûå
äîêàçàòåëüñòâà ïðèñóòñòâèÿ â îðãàíèçìå äàôíèé ì-õîëèíîðåöåïòîðîâ, íå îòëè÷àþ-
ùèõñÿ ïî ôàðìàêîäèíàìè÷åñêèì ïàðàìåòðàì îò ðåöåïòîðîâ ìëåêîïèòàþùèõ è ÷åëîâå-
êà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ñèñòåìà õîëèíåðãè÷åñêàÿ, ì-õîëèíîðåöåïòîð, ðàäèîëèãàíäíûé àíà-
ëèç, Daphnia magna Straus

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Ïðåäïîëîæåíèÿ î ñóùåñòâîâàíèè â îðãàíèçìå äàô-
íèé ñòðóêòóðíûõ îáðàçîâàíèé, õàðàêòåðíûõ äëÿ õîëè-
íåðãè÷åñêîé íåðâíîé ñèñòåìû, áûëè âûñêàçàíû åùå â
30 – 40-e ãîäû [1, 7]. Çíà÷èòåëüíûé èíòåðåñ ê ýòèì
ïðåäñòàâèòåëÿì êëàññà ðàêîîáðàçíûõ â äàëüíåéøåì
áûë îáóñëîâëåí îáíàðóæåíèåì â èõ îðãàíèçìå ðÿäà
ôèçèîëîãè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ ñèñòåì, ïðèñóùèõ
ìëåêîïèòàþùèì [5]. Â êà÷åñòâå îáúåêòà Daphnia mag-

na áûëà èñïîëüçîâàíà â ñðàâíèòåëüíûõ òîêñèêîëîãè-
÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ àíòèõî-
ëèíýñòåðàçíûõ âåùåñòâ ðàçíîãî òèïà äåéñòâèÿ è ïðÿ-
ìûõ õîëèíîìèìåòèêîâ íà äàôíèé è áåëûõ êðûñ.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâèëè ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêèå äîêàçàòåëüñòâà íàëè÷èÿ ó Daphnia magna õîëè-
íåðãè÷åñêîé ñèñòåìû, âîçáóæäåíèå êîòîðîé âûçûâàåò
îòâåòíûå ðåàêöèè, áëèçêèå ïî ìåõàíèçìàì ê ðåàêöèÿì
ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà [3]. Îäíàêî ïðÿ-
ìûõ äîêàçàòåëüñòâ íàëè÷èÿ ó äàôíèé ì- õîëèíîðåöåï-
òîðîâ (ì-ÕÐ), áëèçêèõ ïî ôàðìàêîäèíàìè÷åñêèì õà-
ðàêòåðèñòèêàì ê ðåöåïòîðàì ìëåêîïèòàþùèõ, ïîëó÷å-
íî íå áûëî. Çàäà÷åé íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü
ñðàâíåíèå ìåòîäîì ðàäèîëèãàíäíîãî àíàëèçà ì-ÕÐ
Daphnia magna, ìëåêîïèòàþùèõ è ÷åëîâåêà äëÿ ïîä-
òâåðæäåíèÿ ïðàâîìåðíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ íîâîãî
òåñò-îáúåêòà ïðè îòáîðå ñîåäèíåíèé xoëèíåðãè÷åñêî-
ãî òèïà äåéñòâèÿ.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Êóëüòóðó Daphnia magna Straus âûðàùèâàëè ïî
ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå ñîãëàñíî ìåæäóíàðîäíîìó
ñòàíäàðòó ISO 6341 – 82 [2].

Â îñíîâó ýêñïåðèìåíòîâ ïî îïðåäåëåíèþ ïàðàìåò-
ðîâ ñâÿçûâàíèÿ õîëèíîáëîêàòîðîâ ñ ì-ÕÐ ðàçëè÷íûõ
âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ è Daphnia magna ïîëîæåí ìå-
òîä, äåòàëüíî îïèñàííûé â paáoòax H. J. Jamamura è
H. S. Snyder [6]. Â êà÷åñòâå ìå÷åíîãî ëèãàíäà èñïîëü-
çîâàëè êëàññè÷åñêèé íåñåëåêòèâíûé ìóñêàðèíîâûé
àíòàãîíèñò, îáëàäàþùèé âûñîêèì ñðîäñòâîì êî âñåì
ïîäòèïàì ì-ÕÐ — [3H] õèíóêëèäèíèëáåíçèëàò
([3H]ÕÍÁ) ôèðìû “Amersham” ñ óäåëüíîé àêòèâíî-
ñòüþ 37 Ku�ììîëü. Èçìåðåíèå ïðîâîäèëè íà æèäêîñò-
íî-ñöèíòèëëÿöèîííîì ñ÷åò÷èêå “Mark III” ñ ïðèìåíå-
íèåì ñòàíäàðòíîãî äèîêñàíîâîãî ñöèíòèëëÿòîðà. Èñ-
òî÷íèêîì ì-ÕÐ ñëóæèëè 10% âîäíûå ãîìîãåíàòû
áîëüøèõ ïîëóøàðèé ãîëîâíîãî ìîçãà áåëîé êðûñû,
êîøêè, ñîáàêè è ÷åëîâåêà. Íàòèâíûé ãîìîãåíàò Daph-

nia magna îêàçàëñÿ íåïðèãîäíûì äëÿ öåëåé ðàäèîëè-
ãàíäíîãî àíàëèçà âñëåäñòâèå íèçêîãî ñîäåðæàíèÿ
ì-ÕÐ íà åäèíèöó ìàññû òåëà æèâîòíîãî è íèçêîãî ñïå-
öèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ [3H]ÕÍÁ. Ïîëó÷åíèå ìåìá-
ðàííîé ôðàêöèè äàôíèè, îáîãàùåííîé ì-ÕÐ, áûëî
ïðîâåäåíî ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîãî öåíòðèôóãè-
ðîâàíèÿ â óñëîâèÿõ, ñïåöèàëüíî ðàçðàáîòàííûõ äëÿ
âûäåëåíèÿ ìåìáðàííûõ ôðàêöèé, èìåþùèõ ìàêñèìà-
ëüíóþ êîíöåíòðàöèþ ó÷àñòêîâ ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçû-
âàíèÿ [3H]ÕÍÁ. Ñ ýòîé öåëüþ äàôíèé â êîëè÷åñòâå
2000 – 3000 îñîáåé ðàçðóøàëè â ñòåêëÿííîì ãîìîãåíè-
çàòîðå ñ òåôëîíîâûì ïåñòèêîì â 90 ìë ñðåäû ñëåäóþ-
ùåãî ñîñòàâà, íÌ: NaCl — 207, ÊÑ1 – 5,4,
CaCl2 – 13,6, MgCl2 – 2,6, NaHCO3 – 2,4. Ãîìîãåíàò
öåíòðèôóãèðîâàëè 12 ìèí ïðè 6300 g. Ñóïåðíàòàíò
ïîìåùàëè â õîëîäèëüíèê. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â
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90 ìë ñðåäû óêàçàííîãî ñîñòàâà è âíîâü öåíòðèôóãè-
ðîâàëè 12 ìèí ïðè 6300 g. Ñóïåðíàòàíòû ïåðâîãî è
âòîðîãî öåíòðèôóãèðîâàíèé îáúåäèíÿëè è îñàæäàëè
22 ìèí ïðè 26500 g. Ïîëó÷åííûé îñàäîê, ïðåäñòàâëÿ-
þùèé èñêîìóþ ìåìáðàííóþ ôðàêöèþ, ðåñóñïåíäèðî-
âàëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå èç ðàñ÷åòà 5 ìë íà 2000
èñõîäíîãî êîëè÷åñòâà îñîáåé ãèäðîáèîíòà è èñïîëüçî-
âàëè â ýêñïåðèìåíòå. Ïðîöåäóðû ïî âûäåëåíèþ ìåìá-
ðàí è öåíòðèôóãèðîâàíèþ îñóùåñòâëÿëè ïðè òåìïåðà-
òóðàõ íå âûøå 4°C.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Â òàáëèöå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ñðàâíèòåëüíî-
ãî àíàëèçà ïàðàìåòðîâ âçàèìîäåéñòâèÿ [3H]ÕÍÁ ñ
ì-ÕÐ äàôíèé, ðàçëè÷íûõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ è ÷å-
ëîâåêà. Êàê ñëåäóåò èç ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ, êîí-
ñòàíòû äèññîöèàöèè (Kd) êîìïëåêñà [3H]ÕÍÁ ñ ì-ÕÐ
ãîìîãåíàòîâ áîëüøèõ ïîëóøàðèé ìîçãà òðåõ âèäîâ
ìëåêîïèòàþùèõ, ÷åëîâåêà è îáîãàùåííîé ðåöåïòîðà-
ìè ìåìáðàííîé ôðàêöèè äàôíèé ïðàêòè÷åñêè íå ðàç-
ëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé. Ïîñêîëüêó êîíñòàíòà äèññîöè-
àöèè ÿâëÿåòñÿ ôóíäàìåíòàëüíûì ôàðìàêîäèíàìè÷å-
ñêèì ïàðàìåòðîì, êîòîðûé îòðàæàåò ñâîéñòâà ñàìîãî
ðåöåïòîðà, â ïðåäñòàâëåííîì ýêñïåðèìåíòå ïîëó÷åíû
ïðÿìûå äîêàçàòåëüñòâà ïðèñóòñòâèÿ â îðãàíèçìå Dap-

hnia magna âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûõ ê ñïåöèôè÷åñêîìó
ëèãàíäó ìóñêàðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ õèíóêëèäèíèëáåí-
çèëàòó ó÷àñòêîâ ñâÿçûâàíèÿ, êîòîðûå ïî ïàðàìåòðàì
ñðîäñòâà íå îòëè÷àþòñÿ îò ì-ÕÐ ìîçãà ìëåêîïèòàþ-

ùèõ è ÷åëîâåêà è ìîãóò áûòü èäåíòèôèöèðîâàíû êàê
ì-ÕÐ Daphnia magna.

Â ñðàâíèòåëüíûõ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ýêñïåðèìåí-
òàõ íà äàôíèÿõ è êðûñàõ ïîëó÷åíû äàííûå î ïðèñóò-
ñòâèè â îðãàíèçìå äàôíèé ðàçëè÷íûõ ïîäòèïîâ ì-ÕÐ
[3, 4] è î âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ Daphnia magna

â êà÷åñòâå ïåðâè÷íîãî òåñò-îáúåêòà äëÿ îöåíêè ðåöåï-
òîðíîé èçáèðàòåëüíîñòè õîëèíîòðîïíûõ ïðåïàðàòîâ â
öåëîì îðãàíèçìå [4].

Ê ÷èñëó äîñòîèíñòâ íîâîãî áèîîáúåêòà îòíîñÿòñÿ
âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü, ïðîñòîòà ðàçâåäåíèÿ, ñòà-
áèëüíîñòü ðåçóëüòàòîâ, îòñóòñòâèå ñåçîííûõ è ãîðìî-
íàëüíûõ êîëåáàíèé. Îñîáåííîñòè ñòðîåíèÿ äàôíèé
ïîçâîëÿþò â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo èñïîëüçîâàòü â êà-
÷åñòâå àíàëèçàòîðîâ âûñîêîèçáèðàòåëüíûå ïðåïàðàòû,
íå ñïîñîáíûå ïðîíèêàòü ÷åðåç òêàíåâûå áàðüåðû ìëå-
êîïèòàþùèõ, è ñî÷åòàòü ïðåèìóùåñòâà èññëåäîâàíèé
in vivo è in vitro.

ÂÛÂÎÄ

Ïðèíöèïèàëüíîå ñîâïàäåíèå ðåçóëüòàòîâ èññëåäî-
âàíèé, ïîëó÷åííûõ íà ì-õîëèíîðåöåïòîðàõ äàôíèé,
ìëåêîïèòàþùèõ è ÷åëîâåêà, ïîäòâåðæäàåò öåëåñîîá-
ðàçíîñòü èñïîëüçîâàòü Daphnia magna Straus êàê äî-
ïîëíèòåëüíûé îáúåêò ïðè èçó÷åíèè âåùåñòâ õîëèíåð-
ãè÷åñêîãî òèïà äåéñòâèÿ.
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Daphnia magna Straus AS AN OBJECT FOR THE STUDY OF PREPARATIONS
POSSESSING CHOLINERGIC ACTIVITY
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Published data and original experimental results are summarized to justify biochemically the use of Daphnia magna Straus as an additional or alternative
test object for the study of cholinotropic substances. The data of radioligand analysis provide direct evidence that the organism of Daphnia contains M-cholino-
receptors identical (with respect to pharmacodynamic parameters) to those in the human and animal organism.
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Ðàâíîâåñíàÿ êîíñòàíòà (Kd) ñâÿçûâàíèÿ [3H]ÕÍÁ, ìîëü

Daphnia
magna

Áåëàÿ êðûñà Êîøêà Ñîáàêà ×åëîâåê

0,97 	 10 – 10 1,7 	 40 – 10 1,25 	 10 – 10 1,7 	 10 – 10 0,93 	 10 – 10

Ïðèìå÷àíèå. Îáðàçöû òêàíè ìîçãà ÷åëîâåêà ïîëó÷åíû âî âðåìÿ íåéðî-
õèðóðãè÷åñêèõ îïåðàöèé.




