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Â ýêñïåðèìåíòàõ íà êðûñàõ èçó÷åíî âëèÿíèå ëàäàñòåíà ïðè ââåäåíèè âíóòðü â äîçå

50 ìã�êã íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ òèðîçèíãèäðîêñèëàçû è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû, ñîäåð-

æàíèå äîôàìèíà è L-ÄÎÔÀ â êëåòêàõ ãèïîòàëàìóñà è ñòðèàòóìà ìîçãà êðûñ. Ïîëó÷åí-

íûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî â ïåðâûå ÷àñû äåéñòâèÿ ïðåïàðàòà äîôàìèíïîçèòèâíûå

ýôôåêòû îáóñëîâëåíû óñèëåíèåì âûñâîáîæäåíèÿ íåéðîìåäèàòîðà. Óñòàíîâëåíà êîð-

ðåëÿöèÿ ìåæäó íàêîïëåíèåì L-ÄÎÔÀ è ÄÀ è ïðåäøåñòâóþùèì óâåëè÷åíèåì òðàíñ-

êðèïöèîííîé àêòèâíîñòè èññëåäîâàííûõ ãåíîâ, ÷òî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå îá

èíäóêöèè ëàäàñòåíîì de novo ñèíòåçà òèðîçèíãèäðîêñèëàçû è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû.

Îòìå÷åíû ðàçëè÷èÿ âî âëèÿíèè ëàäàñòåíà íà èññëåäîâàííûå ïàðàìåòðû â ãèïîòàëàìó-

ñå è ñòðèàòóìå.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ýêñïðåññèÿ ãåíîâ, òèðîçèíãèäðîêñèëàçà, ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçà,

ñòðèàòóì, ãèïîòàëàìóñ, îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ, ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Ëàäàñòåí [(N-(2-àäàìàíòèë)-N-n-áðîìôåíèëàìèí)]

ñèíòåçèðîâàí è ôàðìàêîëîãè÷åñêè èçó÷åí â ÃÓ ÍÈÈ

ôàðìàêîëîãèè èì. Â. Â. Çàêóñîâà ÐÀÌÍ. Â ñïåêòðå åãî

äåéñòâèÿ âûÿâëåíû ïñèõîñòèìóëèðóþùèå, àíêñèîëè-

òè÷åñêèå è èììóíîìîäóëèðóþùèå ñâîéñòâà [2, 7]. Îò-

ìå÷åíî âëèÿíèå ëàäàñòåíà íà äîôàìèí-, ñåðîòîíèí- è

ÃÀÌÊ-åðãè÷åñêèå íåéðîìåäèàòîðíûå ñèñòåìû [6].

Ïðåïàðàò ïðåäëîæåí â êà÷åñòâå ñðåäñòâà ðåãóëÿöèè

ôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé îðãàíèçìà, âûçâàííûõ

ñòðåññîðíûìè ôàêòîðàìè ðàçëè÷íîé ïðèðîäû [4].

Àíàëèç ìåõàíèçìîâ ïñèõîñòèìóëèðóþùåãî äåéñò-

âèÿ ëàäàñòåíà ïîêàçàë åãî ñïîñîáíîñòü èíãèáèðîâàòü

îáðàòíûé çàõâàò äîôàìèíà, íîðàäðåíàëèíà è ñåðîòî-

íèíà ñèíàïòîñîìàìè in vitro, ñòèìóëèðîâàòü âûñâî-

áîæäåíèå äîôàìèíà èç ïðåñèíàïòè÷åñêèõ òåðìèíàëåé

ñòðèàòóìà â òå÷åíèå 8 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ â äîçå ED50

[3, 1]. Â óñëîâèÿõ áëîêàäû ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû

3-îêñèáåíçãèäðàçèíîì ëàäàñòåí ñïîñîáñòâîâàë íàêîï-

ëåíèþ L-ÄÎÔÀ â ñòðèàòóìå è ôðîíòàëüíîé êîðå [5],

÷òî ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì åãî âëèÿíèÿ íà ñèíòåç

è�èëè àêòèâíîñòü òèðîçèíãèäðîêñèëàçû (ÒÃ, ÅÑ 1. 14.

16. 2.), êëþ÷åâîãî ôåðìåíòà áèîñèíòåçà êàòåõîëàìè-

íîâ. Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ÒÃ ìîæåò áûòü îáóñëîâëå-

íî êàê âîçäåéñòâèåì ðÿäà ýíäîãåííûõ ðåãóëÿòîðîâ â

ðàìêàõ ôèçèîëîãè÷åñêîé íîðìû, òàê è ïðè âëèÿíèè

ñðåäîâûõ ôàêòîðîâ ïóòåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðàçëè÷-

íûìè êëàññàìè ïðîòåèíêèíàç, ëèáî ìîäóëÿöèè òðàíñ-

êðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíà ÒÃ [8].

Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü èçó÷åíèå âðåìåííîé

çàâèñèìîñòè âëèÿíèÿ ëàäàñòåíà â äîçå ED50 íà ýêñï-

ðåññèþ ãåíîâ òèðîçèíãèäðîêñèëàçû è

ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû, ñîäåðæàíèå äîôàìèíà è

L-ÄÎÔÀ â êëåòêàõ ãèïîòàëàìóñà è ñòðèàòóìà ãîëîâíî-

ãî ìîçãà êðûñ.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà áåëûõ áåñïîðîäíûõ

êðûñàõ – ñàìöàõ ìàññîé 200 – 250 ã, ñîäåðæàâøèõñÿ â

ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ ëàáîðàòîðíîãî âèâàðèÿ. Âñå ìà-

íèïóëÿöèè ñ æèâîòíûìè ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ

“Ïðàâèëàì ïðîâåäåíèÿ ðàáîò ñ èñïîëüçîâàíèåì ýêñïå-

ðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ”.

Ëàäàñòåí (ÃÓ ÍÈÈ ôàðìàêîëîãèè èì. Â. Â. Çàêóñî-

âà ÐÀÌÍ) ââîäèëè âíóòðü â ñóñïåíçèè ñ òâèí-80 â äîçå

50 ìã�êã, êîíòðîëüíûì æèâîòíûì — ñîîòâåòñòâóþ-

ùèé îáúåì äèñòèëëèðîâàííîé âîäû ñ òâèí-80.

Íåéðîõèìè÷åñêèå ïàðàìåòðû èçó÷àëè â êëåòêàõ

ñòðèàòóìà è ãèïîòàëàìóñà ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñ. Ïî-

ñëå äåêàïèòàöèè óêàçàííûå ñòðóêòóðû áûñòðî èçâëå-

êàëè, ïîìåùàëè â æèäêèé àçîò, çàòåì ðàñòèðàëè äî ïî-

ðîøêîîáðàçíîãî ñîñòîÿíèÿ.

Âûäåëåíèå ñóììàðíûõ ÐÍÊ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ

ðåàãåíòà TRIzol â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ôèð-

ìû – èçãîòîâèòåëÿ (“Invitrogen”, ÑØÀ). Ïðèìåñè ÄÍÊ

óäàëÿëè îáðàáîòêîé ÄÍÊàçîé (“Promega”, ÑØÀ) c ïî-

ñëåäóþùåé ôåíîëüíî-õëîðîôîðìíîé î÷èñòêîé. Êà÷å-

ñòâî âûäåëåííûõ ïðåïàðàòîâ ÐÍÊ êîíòðîëèðîâàëè

ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè è ýëåêòðîôîðåçîì â 1,2 % àãà-

ðîçíîì ãåëå, ñîäåðæàùåì 0,5 ìêã�ìë áðîìèäà ýòèäèÿ.

Ýêñïðåññèþ ãåíîâ ÒÃ è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû

èçó÷àëè ÷åðåç 0.5, 1.5, 4, 6, 8, è 12 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ëà-

äàñòåíà ìåòîäîì îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ñ ïîñëåäóþ-

ùåé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèåé (ÎÒ-ÏÖÐ). Äëÿ

ñèíòåçà îäíîöåïî÷å÷íîé êÄÍÊ íà ìàòðèöå ÐÍÊ

2 – 5 ìêã ñóììàðíîé ÐÍÊ “îòæèãàëè” ñ 10 íã oli-

go(dT)12 – 18-ïðàéìåðà (“Invitrogen”, ÑØÀ) ïðè 65 °C
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5 ìèí, îõëàæäàëè è âíîñèëè â ðåàêöèîííóþ ñìåñü, ñî-

äåðæàùóþ â 20 ìêë 2 ìÌ MnCl2, 1 ìÌ DTT, 20 ìÌ

òðèñ-HCl (pH 8,5), 100 ìÌ KCl, 0,5 ìÌ êàæäîãî dNTP,

5 åä. RNAsin (“MBI Fermentas”, Ëèòâà) è 0,5 åä. ôåð-

ìåíòà îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû M-MuLV (“Cèáýíçèì”,

Ðîññèÿ). Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè 37 °C â òå÷åíèå 1 ÷.

Îáðàòíóþ òðàíñêðèïòàçó èíàêòèâèðîâàëè â êîíöå ðå-

àêöèè íàãðåâàíèåì äî 95 °C 5 ìèí. Ïîëèìåðàçíóþ

öåïíóþ ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â 15 ìêë ñðåäû, ñîäåðæà-

ùåé 20 ìÌ òðèñ-HCl áóôåðà (pH 8,5), 25 ìÌ ÊÑl,

1,5 ìÌ MgCl2, 10 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 0,1 % òðèòî-

íà Õ-100, 0,2 ìÌ êàæäîãî dNTP, 1 åä. Taq-ïîëèìåðàçû

(“Ñèáýíçèì”, Ðîññèÿ), ïî 15 ïìîëü êàæäîãî ïðàéìåðà

è 2 ìêë ñìåñè ïîñëå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè. Äëÿ

ïðåäîòâðàùåíèÿ èñïàðåíèÿ êîìïîíåíòîâ àìïëèôèêà-

öèîííîé ñìåñè ñâåðõó íàñëàèâàëè âàçåëèíîâîå ìàñëî.

Ïîäáîð è àíàëèç ïðàéìåðîâ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ

ïðîãðàìì LaserGene (“DNASTAR”, ÑØÀ) è OLIGO,

èñïîëüçóÿ áàçó äàííûõ Ìåæäóíàðîäíîãî áàíêà íóêëå-

îòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé GenBank.

Ðåæèì òåðìîöèêëèðîâàíèÿ ñîâìåñòíîé ÏÖÐ ÒÃ è

ïðîòåîëèïèäíîãî áåëêà (ÏËÁ): 94 °C — 2 ìèí; 94 °C

— 45 ñ, 61 °C — 1 ìèí, 72 °C — 1 ìèí; 72 °C — 5 ìèí.

Äëÿ ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû è ÃÀÔÄÃ: 94 °C — 2 ìèí;

94 °C — 45 ñ, 56 °C — 1 ìèí, 72 °C — 1 ìèí; 72 °C —

5 ìèí. Ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè àíàëèçèðîâàëè ýëåêò-

ðîôîðåçîì â 1,5 % àãàðîçíîì ãåëå. Â êà÷åñòâå ìàðêåðà

ìîëåêóëÿðíîé ìàññû èñïîëüçîâàëè 100 ï.î. ÄÍÊ ìàð-

êåð (“Ñèáýíçèì”, Ðîññèÿ). Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ýëåêòðî-

ôîðåçà ãåëü îêðàøèâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì áðîìèñòî-

ãî ýòèäèÿ. Ïðîäóêòû ÏÖÐ âèçóàëèçèðîâàëè â óëüòðà-

ôèîëåòîâîì ñâåòå íà ôîòîäîêóìåíòàöèîííîé ñèñòåìå

ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû BIOTEST. Êîëè÷åñòâåííóþ

îöåíêó îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïîëîñ íà ýëåêòðîôîðåã-

ðàììàõ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû TOTALab

2.0. (ÑØÀ). Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïîëîñû ÄÍÊ èñ-

ñëåäóåìîãî ãåíà âûñ÷èòûâàëè ïî îòíîøåíèþ ê îïòè-

÷åñêîé ïëîòíîñòè ïîëîñ ÄÍÊ âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ.

Êîíå÷íûå ÷èñëîâûå çíà÷åíèÿ âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ

îò êîíòðîëÿ, ïðèíèìàÿ óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíà ÒÃ èëè ÄÎ-

ÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû â êîíòðîëüíûõ âàðèàíòàõ çà

100 %. Ïî ðåçóëüòàòàì 5 – 7 ïîâòîðíûõ èçìåðåíèé äëÿ

êàæäîãî ýêñïåðèìåíòàëüíîãî âàðèàíòà âûñ÷èòûâàëîñü

ñðåäíåå çíà÷åíèå, à òàêæå äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë ñ

âåðîÿòíîñòüþ 0,95. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàí-

íûõ âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Statistica 5.0.

Ñîäåðæàíèå äîôàìèíà è L-ÄÎÔÀ â ãèïîòàëàìóñå è

ñòðèàòóìå àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì âûñîêîýôôåêòèâ-

íîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè (ÂÝÆÕ). ÂÝÆÕ ïðî-

âîäèëè â ñèñòåìå, âêëþ÷àþùåé íàñîñ âûñîêîãî äàâëå-

íèÿ HPLC (Model 572P, “Gasukuro Kogyo”, ßïîíèÿ),

óëüòðàôèîëåòîâûé äåòåêòîð “Du Pont” (ÑØÀ). Îáðàç-

öû ãîìîãåíèçèðîâàëè â 300 – 500 ìêë 0,4 í. HClO4 è

öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 13 000 g â òå÷åíèå 15 ìèí. Íà-

äîñàäî÷íóþ æèäêîñòü âíîâü öåíòðèôóãèðîâàëè è

10 ìêë ôèëüòðàòà íàíîñèëè íà àíàëèòè÷åñêóþ êîëîí-

êó ñ ïîìîùüþ èíæåêòîðà (Model 7125, “Rheodyne”,

ÑØÀ) ñ ïåòëåé îáúåìîì 10 ìêë. Äëÿ ðàçäåëåíèÿ èñïî-

ëüçîâàëè àíàëèòè÷åñêóþ êîëîíêó èç íåðæàâåþùåé

ñòàëè Zorbax-ODS (250 � 4,6 ìì, “Shimadzu”, ßïîíèÿ)

ñ ñîðáåíòîì (ðàçìåð çåðíà 5 ìêì). Ðàçäåëåíèå ïðîèñ-

õîäèëî ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ïðè ñêîðîñòè ïî-

äâèæíîé ôàçû 0,7 ìë�ìèí, P = 130 Bar. Â êà÷åñòâå

ýëþåíòà èñïîëüçîâàëè ôîñôàòíûé áóôåð (pH 3,5), ñî-

äåðæàùèé 10 % ìåòàíîëà. Ðåãèñòðàöèþ ïèêîâ ïðîâî-

äèëè ïî ÓÔ-ïîãëîùåíèþ ïðè 280 íì.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Êàê îòìå÷àëîñü âûøå, óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ

òèðîçèíãèäðîêñèëàçû è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû èññëå-

äîâàëè ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ â ìîäèôèêàöèè, ïðåäëîæåí-

íîé Wong ÷åðåç 0,5; 1,5; 4; 6; 8 è 12 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ

ëàäàñòåíà [9]. Äàííûé ìåòîä, îáëàäàþùèé âûñîêîé

÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è ñïåöèôè÷íîñòüþ, ÷òî âàæíî ïðè

ðàáîòå ñ îãðàíè÷åííûì êîëè÷åñòâîì èñõîäíîãî ìàòå-

8 Þ. Â. Âàõèòîâà è äð.

Ì 1 2

530 ï.î.

220 ï.î.

540 ï.î.

408 ï.î.

Ì 1 2 1 2

à

á

Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè ìóëüòè-
ïëåêñíîé ÏÖÐ ôðàãìåíòîâ êÄÍÊ òèðîçèíãèäðîêñèëàçû è ïðî-
òåîëèïèäíîãî áåëêà (à ) è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû è ãëèöåðàëü-
äåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû (á ).

1 — êîíòðîëü; 2 — îïûò; Ì — 100 ï.î. ÄÍÊ ìàðêåð.



ðèàëà, ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü íåáîëüøèå èçìåíåíèÿ

óðîâíÿ ìÐÍÊ, à òàêæå ïðîâîäèòü ñðàâíèòåëüíóþ ïî-

ëóêîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ íåñêîëü-

êèõ îáðàçöîâ îäíîâðåìåííî. Íà ïåðâîì ýòàïå ñ ìÐÍÊ

ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòà îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû ñèíòå-

çèðóåòñÿ îäíîöåïî÷å÷íàÿ êÄÍÊ (ðåàêöèÿ îáðàòíîé

òðàíñêðèïöèè), êîòîðàÿ â äàëüíåéøåì èñïîëüçóåòñÿ â

êà÷åñòâå ìàòðèöû â ÏÖÐ. Çàòåì ïðîâîäèòñÿ ìóëüòè-

ïëåêñíàÿ ÏÖÐ, â õîäå êîòîðîé ñîâìåñòíî èñïîëüçóåòñÿ

2 ïàðû ïðàéìåðîâ: îäíà ïàðà ïðàéìåðîâ àìïëèôèöè-

ðóåò ôðàãìåíò ãåíà, ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî äîëæíà áûòü

îöåíåíà (öåëåâîé ïðîäóêò), äðóãàÿ - ôðàãìåíò ãåíà,

âûáðàííîãî â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ, êîòîðûé

ïîçâîëÿåò íîðìàëèçîâàòü êîëè÷åñòâåííîå ñîäåðæàíèå

öåëåâîãî ïðîäóêòà. Âíóòðåííèì êîíòðîëåì îáû÷íî ÿâ-

ëÿåòñÿ ëþáîé êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðóþùèéñÿ ãåí,

îòíîñÿùèéñÿ ê êëàññó ãåíîâ “äîìàøíåãî õîçÿéñòâà”.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â èñïîëüçîâàííîé íàìè ìîäè-

ôèêàöèè ìåòîäà êàæäàÿ ïàðà ïðàéìåðîâ äîáàâëÿåòñÿ â

àìïëèôèêàöèîííóþ ñìåñü íå îäíîâðåìåííî, êàê ýòî

îáû÷íî äåëàåòñÿ ïðè ïðîâåäåíèè ÏÖÐ, à ïîñëåäîâàòå-

ëüíî, ÷òî ïîçâîëÿåò âàðüèðîâàòü êîëè÷åñòâî öèêëîâ

äëÿ êàæäîé ïàðû âûáðàííûõ ïðàéìåðîâ. Êîëè÷åñòâî

öèêëîâ òåðìîöèêëèðîâàíèÿ ïîäáèðàëè òàêèì îáðàçîì,

÷òîáû îñòàíîâèòü ðåàêöèþ ÷åðåç 2 öèêëà ïîñëå âûõî-

äà íà ïëàòî. Ïåðâîíà÷àëüíî ïðîâîäèëè 6 öèêëîâ ñ ïà-

ðîé ïðàéìåðîâ, ñïåöèôè÷íûõ ê ãåíó òèðîçèíãèäðîê-

ñèëàçû, ëèáî 8 öèêëîâ ñ ïðàéìåðàìè ê ãåíó ÄÎÔÀ-äå-

êàðáîêñèëàçû, çàòåì äîáàâëÿëè ïðàéìåðû, ñïåöèôè÷-

íûå äëÿ ãåíà ÏËÁ è ÃÀÔÄÃ (âíóòðåííèå êîíòðîëè) è

àìïëèôèöèðîâàëè åùå 32 è 30 öèêëîâ ñîîòâåòñòâåííî.

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû îëèãîíóêëåîòèäíûå

ïðàéìåðû ïðåäñòàâëåííûå â òàáë. 1.

Êàê âèäíî èç ðèñ. 1, à è á, â ïðîöåññå àìïëèôèêà-

öèè ñ óêàçàííûìè âûøå ïàðàìè ïðàéìåðîâ, ñèíòåçè-

ðóþòñÿ ôðàãìåíòû èññëåäóåìûõ ãåíîâ, ñîîòâåòñòâóþ-

ùèå ïî ïðîòÿæåííîñòè ðàñ÷åòíûì ïàðàìåòðàì.

Ëàäàñòåí ïðè ââåäåíèè êðûñàì âíóòðü â äîçå

50 ìã�êã ÷åðåç 0,5 ÷ (òàáë. 2) äîñòîâåðíî ñíèæàë óðî-

âåíü ÄÀ è â áîëüøåé ñòåïåíè L-ÄÎÔÀ â ãèïîòàëàìóñå

è ñòðèàòóìå. ×åðåç 1,5 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ëàäàñòåí óâå-

ëè÷èâàë ñîäåðæàíèå è L-ÄÎÔÀ (138 %) è ÄÀ (139 %)

â ãèïîòàëàìóñå, òîãäà êàê â ñòðèàòóìå óðîâåíü ïðåä-

øåñòâåííèêà è ìåäèàòîðà áûë ñóùåñòâåííî íèæå êîí-

òðîëüíûõ çíà÷åíèé (9 è 31 % ñîîòâåòñòâåííî). ×åðåç

2,5 ÷ ñîäåðæàíèå L-ÄÎÔÀ êàê â ãèïîòàëàìóñå, òàê è â

ñòðèàòóìå ðåçêî óâåëè÷èâàëîñü, äîñòèãàÿ óðîâíÿ

184 – 186 % îò êîíòðîëÿ. Ñîäåðæàíèå äîôàìèíà â äàí-

íûé ïðîìåæóòîê âðåìåíè â îáåèõ ñòðóêòóðàõ íàõîäè-

ëîñü â ïðåäåëàõ êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé. Ñíèæåíèå ñî-
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Ðàçìåð
ïðîäóêòà

ÏÖÐ,
ï.í.

Ïðàéìåðû

1. Òèðîçèíãèä-
ðîêñèëàçà

530 5�- act gtg gaa ttc ggg ctat gt -3�

5�-gtt gag aag cag tgt tgg gag g -3�

2. ÄÎÔÀ-äå-
êàðáîêñèëàçà

410 5�- agg ggc tgc agg ctt aca tt -3�

5�- gac gga ggg gtg gtt att ttt ct - 3�

3. Ïðîòåîëè-
ïèäíûé áå-

ëîê

220 5�- gca atc atg aag gtg agc agg -3�

5�- cat ccc gac aag ttt gtg gg -3�

4. Ãëèöåðàëüäå-
ãèä-3-ôîñ-

ôàòäåãèäðî-
ãåíàçà

540 5�- tta gca ccc ctg gcc aag g -3�

5�- ctt act cct tgg agg cca tg -3�
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Ðèñ. 2. Äèíàìèêà òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíîâ ÒÃ è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû â ãèïîòàëàìóñå (à ) è ñòðèàòóìå (á ) ìîçãà êðûñ
÷åðåç 0,5; 1,5; 4, 6, 8 è 12 ÷ ïîñëå îäíîêðàòíîãî ââåäåíèÿ âíóòðü ëàäàñòåíà â äîçå 50 ìã�êã (â % ê êîíòðîëþ; *p < 0,05).

1 — ÒÃ, 2 — ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçà, 3 — êîíòðîëü.



äåðæàíèÿ L-ÄÎÔÀ è ÄÀ â ãèïîòàëàìóñå è ñòðèàòóìå

ïðîèñõîäèò ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ëàäàñòåíà. Òåí-

äåíöèÿ ê ñíèæåíèþ ñîäåðæàíèÿ L-ÄÎÔÀ ñîõðàíÿëàñü

â ãèïîòàëàìóñå è ñòðèàòóìå ÷åðåç 5 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ

ïðåïàðàòà, òîãäà êàê óðîâåíü ÄÀ â ãèïîòàëàìóñå óâå-

ëè÷èëñÿ è ïðåâûøàë ïîêàçàòåëè êîíòðîëÿ íà 31 %.

Êàê ñëåäóåò èç ðèñ. 2, à, îäíîêðàòíîå ââåäåíèå ëà-

äàñòåíà êðûñàì â äîçå 50 ìã�êã îêàçûâàåò îïðåäåëåí-

íîå âëèÿíèå íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ òèðîçèíãèäðîêñèëà-

çû è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû â êëåòêàõ ãèïîòàëàìóñà.

Äâóõ êðàòíîå óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ ÒÃ è ÄÎ-

ÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû îòìå÷àåòñÿ ÷åðåç 0,5 ÷ ïîñëå ââå-

äåíèÿ ëàäàñòåíà. Ýêñïðåññèÿ ãåíà ÒÃ ñîõðàíÿåòñÿ íà

òîì æå óðîâíå è ÷åðåç 1,5 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ïðåïàðàòà,

à ãåíà ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû â äàííûé ïðîìåæóòîê

âðåìåíè — íåñêîëüêî ñíèæàåòñÿ. Ê 4-ìó ÷ îòìå÷àåòñÿ

ñíèæåíèå óðîâíÿ ìÐÍÊ ÒÃ äî 62 %, è óâåëè÷åíèå

óðîâíÿ ìÐÍÊ ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû äî 128 %. ×åðåç

6 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ëàäàñòåíà ýêñïðåññèÿ îáîèõ èñ-

ñëåäîâàííûõ ãåíîâ íàõîäèòñÿ â ïðåäåëàõ êîíòðîëüíûõ

çíà÷åíèé è ñîõðàíÿåòñÿ íà òîì æå óðîâíå â òå÷åíèè

ïîñëåäóþùèõ 6 ÷ íàáëþäåíèé. Òàêèì îáðàçîì, ëàäà-

ñòåí ìîäóëèðóåò ýêñïðåññèþ ãåíîâ òèðîçèíãèäðîêñè-

ëàçû è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû â êëåòêàõ ãèïîòàëàìóñà

ìîçãà êðûñ, ïðè÷åì ìàêñèìóìû àêòèâèðóþùèõ ýôôåê-

òîâ ïðåïàðàòà ïðèõîäÿòñÿ íà 0,5 è 1,5 ÷ ïîñëå ââåäå-

íèÿ.

Äàííûå î âëèÿíèè îäíîêðàòíîãî ââåäåíèÿ ëàäàñòå-

íà íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ òèðîçèíãèäðîêñèëàçû è ÄÎ-

ÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû â êëåòêàõ ñòðèàòóìà ïðèâåäåíû

íà ðèñ. 2, á. ×åðåç 0,5 ÷ óðîâåíü ìÐÍÊ ãåíîâ ÒÃ è ÄÎ-

ÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû â ñòðèàòóìå óâåëè÷èâàåòñÿ íà 63

è 54 % ñîîòâåòñòâåííî. ×åðåç 1,5 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ

ïðåïàðàòà ýêñïðåññèÿ ãåíà ÒÃ òàêæå ïðåâûøàåò ïîêà-

çàòåëè êîíòðîëÿ (144 %), à ãåíà ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëà-

çû ñíèæàåòñÿ äî óðîâíÿ êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé. Ñ 4-ãî

è äàëåå äî 12-ãî ÷àñà ïîñëå ââåäåíèÿ ëàäàñòåíà ýêñï-

ðåññèÿ ãåíîâ ÒÃ è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû íàõîäèòñÿ â

ïðåäåëàõ ïîêàçàòåëåé êîíòðîëÿ. Ïðèâåäåííûå äàííûå

ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ëàäàñòåí îêàçûâàåò âëèÿ-

íèå íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ ÒÃ è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû

â êëåòêàõ ñòðèàòóìà, è ýòî âîçäåéñòâèå, òàêæå êàê è â

êëåòêàõ ãèïîòàëàìóñà, ìàêñèìàëüíî â òå÷åíèè 1,5 ÷.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî, ÷åðåç 0,5 ÷

ïîñëå ââåäåíèÿ ëàäàñòåíà ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå òêàíå-

âîãî óðîâíÿ ÄÀ è â áîëüøåé ñòåïåíè L-ÄÎÔÀ, ïðè÷åì

áîëåå âûðàæåííûå èõ èçìåíåíèÿ îòìå÷àþòñÿ â êëåò-

êàõ ñòðèàòóìà. Ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÀ íà ôîíå ëà-

äàñòåíà, âåðîÿòíî, ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì óñèëåíèÿ ïðî-

öåññîâ âûñâîáîæäåíèÿ ìåäèàòîðà èç ïðåñèíàïòè÷å-

ñêèõ òåðìèíàëåé. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ëàäàñòåí

âûçûâàåò ïîâûøåíèå âûñâîáîæäåíèÿ äîôàìèíà â äîð-

ñàëüíîì ñòðèàòóìå ñâîáîäíîïîäâèæíûõ êðûñ, íàáëþ-

äàåìîå â òå÷åíèå 8 ÷ [1]. Âûÿâëåíî òàêæå óâåëè÷åíèå

âûõîäà ýíäîãåííîãî äîôàìèíà èç ïåðôóçèðóåìûõ

ôðàãìåíòîâ ñòðèàòóìà â ïðèñóòñòâèè ëàäàñòåíà [3].

Âåðîÿòíî, íàáëþäàåìàÿ íàìè èíäóêöèÿ ýêñïðåññèè ãå-

íîâ ÒÃ è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû â êëåòêàõ ãèïîòàëà-

ìóñà è ñòðèàòóìà ÷åðåç 0,5 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ëàäàñòåíà

ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì íåîáõîäèìîñòè âîññòàíîâëåíèÿ è

ïîïîëíåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ðåçåðâîâ íåéðîìåäèàòî-

ðà. Â ðåçóëüòàòå ðåàëèçàöèè ìåõàíèçìà îáðàòíîé ñâÿçè

÷åðåç 1,5 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ëàäàñòåíà ñîäåðæàíèå

L-ÄÎÔÀ è ÄÀ â ãèïîòàëàìóñå óâåëè÷èâàåòñÿ íà 38 è

39 % ñîîòâåòñòâåííî. Ê 2,5 ÷ ñîäåðæàíèå L-ÄÎÔÀ â

ãèïîòàëàìóñå è ñòðèàòóìå äîñòèãàåò ìàêñèìàëüíûõ

çíà÷åíèé, âîçìîæíî, êàê ðåçóëüòàò ïðîäîëæàþùåéñÿ

àêòèâàöèè ýêñïðåññèè ãåíà ÒÃ. Îäíàêî ñîäåðæàíèå äî-

ôàìèíà â îáåèõ ñòðóêòóðàõ â ýòîò æå ïðîìåæóòîê âðå-

ìåíè íàõîäèòñÿ ïðàêòè÷åñêè íà óðîâíå êîíòðîëüíûõ

çíà÷åíèé, ÷òî, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñî ñíèæåíèåì ýôôåê-

òèâíîñòè êîíâåðñèè L-ÄÎÔÀ â ÄÀ â ðåçóëüòàòå èíãè-

áèðîâàíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû.

Èíãèáèðîâàíèå ýêñïðåññèè ãåíà ÒÃ, îòìå÷àåìîå ñ 4 ÷

ïîñëå ââåäåíèÿ ëàäàñòåíà, ñêîðåå âñåãî ñîïðÿæåíî ñ

ðåàëèçàöèåé ìåõàíèçìà îòðèöàòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿ-

çè, îñóùåñòâëÿåìîé èçáûòî÷íûìè êîëè÷åñòâàìè äî-

ôàìèíà. Ñîäåðæàíèå L-ÄÎÔÀ òàêæå ñíèæàåòñÿ ê

4 – 5 ÷ íàáëþäåíèé. Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå óâå-

ëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ÄÀ â ãèïîòàëàìóñå ÷åðåç 5 ÷,

÷åìó ïðåäøåñòâóåò èíäóêöèÿ ìÐÍÊ ãåíà ÄÎÔÀ-äå-

êàðáîêñèëàçû ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ïðåïàðàòà. Áî-

ëåå äëèòåëüíîå âîçäåéñòâèå ëàäàñòåíà íå îêàçûâàåò çíà-

÷èìîãî âëèÿíèÿ íà òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü èñ-

ñëåäóåìûõ ãåíîâ â êëåòêàõ ãèïîòàëàìóñà è ñòðèàòóìà.

Îáîáùàÿ ïîëó÷åííûé íàìè ýêñïåðèìåíòàëüíûé ìà-

òåðèàë, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî óâåëè÷åíèå òðàíñ-

êðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíîâ ÒÃ è ÄÎÔÀ-äåêàðáîê-

ñèëàçû â êëåòêàõ ãèïîòàëàìóñà è ñòðèàòóìà ÷åðåç 0,5 ÷

ïîñëå îäíîêðàòíîãî ââåäåíèÿ ëàäàñòåíà ïðåèìóùåñò-

âåííî ñîïðÿæåíî ñ ðåàëèçàöèåé ìåõàíèçìîâ ñóáñòðàò-

íîãî ðåãóëèðîâàíèÿ. Àêòèâàöèÿ ýêñïðåññèè ãåíà òèðî-

çèíãèäðîêñèëàçû ÷åðåç 1,5 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ ïðåïàðà-

òà â èññëåäîâàííûõ ñòðóêòóðàõ, âåðîÿòíî, ÿâëÿåòñÿ

10 Þ. Â. Âàõèòîâà è äð.
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Ñòðóêòóðà
ìîçãà

Âðåìÿ ïîñëå
ââåäåíèÿ ëàäà-

ñòåíà, ÷
L-ÄÎÔÀ ÄÀ

Ãèïîòàëàìóñ 0,5 38 � 4,5* 74 � 4,9*

1,5 138 � 5,7* 139 � 5,8*

2,5 184 � 6,2* 113 � 5,3*

4 69 � 3,9 85 � 5,0

5 77 � 5,1 131 � 4,5

Ñòðèàòóì 0,5 23 � 4,7* 42 � 3,8

1,5 9 � 2,6* 31 � 4,2*

2,5 186 � 5,4* 98 � 5,1

4 40 � 4,6 66 � 5,3

5 89 � 6,1 88 � 3,6

Ïðèìå÷àíèå. * — ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè p < 0,05.



ñëåäñòâèåì ðÿäà ñîáûòèé, ïðèâîäÿùèõ ê èíäóêöèè de

novo ñèíòåçà ôåðìåíòà.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå ìå-

òîäè÷åñêèå ïîäõîäû ïîçâîëÿþò âûÿâèòü ïîòåíöèàëü-

íûå ãåíû-ìèøåíè, âîâëå÷åííûå â îòâåò íà äåéñòâèå

äàííîãî ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà, à òàêæå ÷àñòè÷íî

îáîñíîâàòü îòäåëüíûå ìåõàíèçìû ðåàëèçàöèè ýôôåê-

òîâ ëàäàñòåíà. Îäíàêî ëèøü äàëüíåéøàÿ ðàáîòà, â òîì

÷èñëå è ïî îöåíêå âëèÿíèÿ ëàäàñòåíà íà òðàíñêðèïöè-

îííóþ àêòèâíîñòü äðóãèõ ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïî-

ñëåäóþùèå ýòàïû äîôàìèíåðãè÷åñêîé íåéðîïåðåäà÷è,

ïîçâîëèò áîëåå äåòàëüíî îõàðàêòåðèçîâàòü äåéñòâèå

ïðåïàðàòà.

ÂÛÂÎÄÛ

1. Ëàäàñòåí ìîäóëèðóåò àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèè

ãåíîâ òèðîçèíãèäðîêñèëàçû è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû

â êëåòêàõ ñòðèàòóìà è ãèïîòàëàìóñà ìîçãà êðûñ ïðè

îäíîêðàòíîì per os ââåäåíèè â äîçå 50 ìã�êã.

2. Ëàäàñòåí èíäóöèðóåò de novo áèîñèíòåç òèðîçèí-

ãèäðîêñèëàçû è ÄÎÔÀ-äåêàðáîêñèëàçû, ýêñïðåññèðóþ-

ùèõñÿ â êëåòêàõ ñòðèàòóìà è ãèïîòàëàìóñà ìîçãà êðûñ.

3. Çàðåãèñòðèðîâàíû äèôôåðåíöèàëüíûå ýôôåêòû

ëàäàñòåíà íà äèíàìèêó èçìåíåíèÿ òðàíñêðèïöèîííîé

àêòèâíîñòè ãåíîâ òèðîçèíãèäðîêñèëàçû è ÄÎÔÀ-äå-

êàðáîêñèëàçû è íàêîïëåíèÿ L-ÄÎÔÀ è ÄÀ â ãèïîòàëà-

ìóñå è ñòðèàòóìå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïî ïðîãðàììå “Ôèçèêî-õèìè÷å-

ñêàÿ áèîëîãèÿ” Ïðåçèäèóìà ÐÀÍ, ïðè ÷àñòè÷íîé ïîä-

äåðæêå ãðàíòà ÐÔÔÈ ¹ 02 – 04 – 97904 è Ïðîãðàììû

ãîñóäàðñòâåííîé ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë

ÐÔ ¹ 00 – 15 – 97810 è ÍØ 2217.2003.4.

Âûðàæàåì áëàãîäàðíîñòü Ñ. ×åòâåðèêîâó çà ïî-

ìîùü ïðè îïðåäåëåíèè äîôàìèíà è åãî ïðåäøåñòâåí-

íèêà ìåòîäîì ÂÝÆÕ.
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LADASTEN INDUCES THE EXPRESSION OF GENES REGULATING
DOPAMINE BIOSYNTHESIS IN VARIOUS STRUCTURES OF RAT BRAIN

Yu. V. Vakhitova1,2, R. S. Yamidanov2, and S. B. Seredenin1

1 Zakusov Institute of Pharmacology, Russian Academy of Medical Sciences,

ul. Baltiiskaya 8, Moscow, 125315 Russia;
2 Institute of Biochemistry and Genetics, Ufa Scientific Center, Russian Academy of Sciences,

Ufa, Bashkortostan, 450054 Russia

The effect of ladasten (50 mg�kg) on the activity of tyrosine hydrolase (TH) and DOPA-decarboxylase (DDC) gene expression and on the content of dopa-
mine and L-DOPA in the striatum and hypothalamus in rat brain was studied depending on the duration of drug action. In the initial stage (first hours) of the
drug action, the dopaminergic effects are related to an increase in the dopamine release. The observed accumulation of L-DOPA and dopamine is correlated
with the transcription activity of genes studied. This leads to a conclusion that the pharmacological activity of ladasten is related to activation of de novo synt-
hesis of TH and DDC. There is a certain difference in the ladasten action upon the TH and DDC gene expression of the key enzymes in hypothalamus and stria-
tum of rat brain.
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