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ДОСЛІДЖЕННЯ І МОДЕЛЮВАННЯ ПРОЦЕСІВ 
МОДУЛЯЦІЇ IN VITRO ГАМК-ЕРГІЧНИХ НЕЙРОНІВ 
ЗВОРОТНИМИ АГОНІСТАМИ. I. ОБҐРУНТУВАННЯ 
КІНЕТИЧНОЇ СХЕМИ

Обґрунтована кінетична схема взаємодії ГАМК-рецепторних комплексів 
((ГАМК-рк) з у-аміномасляною кислотою і екзогенними лігандами, що є те
оретичною основою інтерпретації результатів дослідження процесів моду
ляції in vitro ГАМК-ергічних нейронів зворотними агоністами. Визначено 
основні фази динаміки змін іонного струму нейронів, що індукується при
кладенням різних лігандів ГАМК-рк і проведено порівняння з теоретич
ною кінетичною схемою рецепторно — лігандної взаємодії.
Ключові слова: ГАМК-рецепторний комплекс, екзогенні ліганди, кінетика 
взаємодії, нейрони клітин Пуркін’є.

Дослідження у галузі нейрофармакології та нейрофізіології дозво
лили висунути і обґрунтувати принципові положення про провідне 
значення дефіциту гальмівних амінокислот у розвитку ряду патологі
чних станів ЦНС, таких як епілепсія, афективні розлади, пресинильна 
деменція, хвороба Паркінсона, хорея Гентингтона [1-3]. Привалююче 
положення отримала концепція про основоположну роль ГАМКа — 
медіаторної системи у механізмах розвитку ряду патологій [4, 5].

За дослідження ефектів біологічно активних сполук електрофізіо
логічними методами, як і за інших фармакологічних підходів, вивча
ються якісні і кількісні характеристики рецепторно-лігандної взаємо
дії, тому що фармакологічна відповідь цілісного організму є наслід
ком процесів, що відбуваються на молекулярному рівні [6].

Мета даного дослідження полягає в теоретичному обґрунтуванні 
кінетичної схеми механізмів і кінетики взаємодії ГАМК, ГАМКА-ре- 
цепторно-іонофорних комплексів (ГАМК-рк) і фізіологічно активних 
лігандів (М) на підставі вивчення характеристик процесів дії зворот
них агоністів на мембранні рецептори ГАМК-медіаторної системи. 
Цифрові дані отримували шляхом виміру макроскопічних струмів, 
що реєструються від цілої клітини (нейронів клітин Пуркін’є).
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Теоретичне обґрунтування кінетичної схеми взаємодії 
ГАМК-рк з у-аміномасляною кислотою і екзогенними лігандами

Для обґрунтування механізмів і кінетики взаємодії ГАМК (G), 
ГАМКА-рецепторно-іонофорних ансамблів (ГАМК-рк - R) і фізіологіч
но активних лігандів — модифікаторів функціонування R (М) пропо
нуємо схему, представлену на рис. 1.

Рис. 1. Кінетична схема взаємодії ГАМК-рецепторно-іонофорньїх ансамблів (R) з 
гама-аміномасляною кислотою (G) і екзогенними лігандами (М) з утворенням 

рецепторно-медіаторних (RG), рецепторно-лігандних (RM) і рецепторно-медіатор- 
но-лігандних комплексів (RGM).

Примітка: R і його комплекси з G і M утворюють дві (альтернативні) конфор
мації — з високою провідністю іонофору (позначено надстрочно знаком "х") і 
низкою (позначене "+"). Константи швидкості (процеси першого порядку) конфор- 
маційної конверсії позначені літерою каппа — "%" з відповідними підрядковими 
індексами і надрядковими значками. Процеси утворення і розпаду рецепторно- 
медіаторного комплексу характеризуються константами швидкості, позначеними 
літерами "к" з відповідними індексами. Константи швидкості утворення рецеп
торно-лігандних комплексів позначено літерами "q".

Ця кінетична схема є марківською і допускає реалізацію в ній тіль
ки одиничних незалежних подій [7]. Застосування марківських кіне
тичних схем для інтерпретації процесів функціонування ГАМК-рк є 
ефективним і необхідним, бо, як було показано раніше [8-10], одини
чні комплекси ГАМК із ГАМК-рецептором [RG] існують у двох аль-

+ 

тернативних станах: з низькою хлорною провідністю іонофору (RG) 
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і високою його провідністю (RG) (2, 4 п). З'єднання агоністів з ком
плексом ГАМК-ГАМК-рецептор також існують у двох функціо

нальних станах (RGM i RgM) з низькою і високою провідністю іоно- 
фору.

Тоді фармакологічні ефекти екзогенних лігандів є наслідком:
а) відмінностей у ймовірності перебування RG і RGM у станах з 

низькою і високою провідністю. В умовах рівноваги:

x x
[RG ] = 1 ^ [RGM ] = 'х.

[RG ] 1 -2 [RGM ] 'x 2 ’

провідність мембрани (нейрона) у присутності М зростає;
б) розходжень у швидкостях конкуруючих процесів утворення 

комплексів RG і RG з R і R, а також RGM і RGM з RM і RM.

Якщо припустити, що процеси конверсії R ^ R і rM ^ RM , що обумо
влені величинами констант Хі, Х_і,'хі і 'Х-і мають малі характеристичні 

часи (Ті і'Ті): т,=(і, +і4)-1« (і. +і-.)-1 т- і 'т,=('і, +'/4)1 « ('/2 +'і-.)1 = 'т2, 
що обґрунтовано експериментально [6], то в інтервалах часу (t) від t >>Ті 
до t << Т2 і 't >>'ті до 't << 'т2 при М ^ ^:

x[RG ]»[R0 ] -Ь-
ki+k.

x
|RGM] |R ] —-X 

k ] + k

Якщо відносна ефективність першого процесу (кі/(кі+к2)) менша, 
ніж другого, то після додавання в середовище ГАМК у присутності 
ліганда (М) провідність нейронної мембрани зростає більш значно. 
Цей ефект кінетичний, при тривалій експозиції (t > Т2, t > 'Т2) провід
ність визначається тільки величинами констант конформаційної кон
версії (див. пункт "а").

Раніше припускали, що ГАМК-рк у відсутності ГАМК у середовищі 
представлений тільки формою з низькою провідністю іонофору і на 
цьому засновували "немарківське" моделювання [іі], однак недавно 
були виконані експериментальні дослідження кінетики ГАМК-рецеп
тора з реєстрацією його функціональних станів [6], що дає можливість 
провадити аналіз кінетики цих процесів у відповідності зі схемою, 
представленою на рис. і.

Використання найбільш простих біофізичних (молекулярно-біологі
чних) експериментальних моделей — розімкнутих клітинних мембран, 
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що містять рецепторно-іонофорні комплекси (метод "patch clamp"), 
дозволяє досліджувати безпосередньо величину іонного струму крізь 
іонофор [1, 12]. Особливостями методу є відсутність зміни різниці 
потенціалів і концентрації досліджуваного компонента (іонів хлору) у 
розчинах з обох сторін мембрани в інтервалі досліду. У зв'язку з 
цим величина іонного струму прямопропорційна провідності мембра
ни (величині, обернено пропорційній її опору). Вимірюючи величини 
хлорного струму, можна безпосередньо визначати зміни кількості ре- 
цепторно-іонофорних комплексів у формі з високою провідністю іоно- 
фору за окремих і сумісних впливів на них різних концентрацій 
медіаторів і екзогенних лігандів [1]. Нейрон, що переживає, функціо
нує в умовах, відхилених від стану концентраційної рівноваги між 
внутрішнім вмістом і вмістом іонів у навколишньому середовищі 
[11] і енергозатратно, з постійною швидкістю (припустимо, що ця 
умова зберігається в інтервалі досліду) транспортує у внутрішнє сере
довище ті іони, які без затрат енергії виділяються у зовнішнє середо

x x x
вище через іонофори з високою провідністю (R , R G , R G M) [13-15].
Після прикладання (аплікації) до нейронів медіатора (ГАМК), який 
взаємодіє з рецепторно-іонофорною системою у внутрішньому середо
вищі нейрона, знижується вміст часток (іонів CL-), що виділяються в 
зовнішнє середовище через іонофори. Тому в процесі досліду величину 
струму, який реєструється, тільки умовно можна вважати прямопропо- 
рційною провідності мембрани. В дійсності відбувається процес "де- 
сенситизації" нейрона, в основі механізму якого лежить обмеженість 
об'єму клітини і пов'язані з цим відхилення вмісту компонентів 
клітини від їх концентраційної рівноваги із середовищем, а також 
обмежена швидкість енергозатратного надходження іонів усередину 
клітини [6]. З іншого боку, якщо дослідження методом "patch clamp" 
є найбільш цінним (прямим) способом визначення механізмів взаємо
дії R, G і різних М, то дослідження провідності переживаючих нейро
нів демонструють кінетику наслідків аплікації G і різних М до функ
ціонуючих клітин, тобто лежать в основі інтерпретації фармакологіч
них ефектів.

У зв'язку зі сказаним, необхідний узагальнений опис у термінах 
кінетичної схеми, представленої на рис. 1, наслідків взаємодії R, G і 
різних М як за умов "patch clamp", так і за умов переживаючих 
нейронів. Необхідним етапом є попередній аналіз динаміки іонного 
струму нейронів, індукованого прикладанням різних лігандів ГАМК- 
рецепторно-іонофорних ансамблів (рис. 2 а, б), і визначення основних 
фаз процесів, що спостерігаються, шляхом зіставлення з процесами, 
представленими на рис. 1.

Позначимо на рис. 2 п'ять основних фаз зміни величини іонного 
струму, індукованого застосуванням ГАМК:

І — іонний струм, що реєструють до прикладання ГАМК, викори
стовується в дослідженнях як контрольна (базова) величина;
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Прикладення модулятора

ПрипиненняПочаток

Час (мс)

ПрипиненняПочаток

Базова лінія, що реєструється в І фазі дослідження
Базова лінія, що реєструється в ІУв фазі дослідження

Струм що реєструється
Базова лінія, що реєструється в ГУа фазі дослідження

IV г

Рис. 2. Принципова схема дослідження зміни величини іонного струму нейрона 
Пуркін’є, індукованого розчином ГАМК

II — зростаючий експонентно іонний струм внаслідок утворення 

частки RG. Експонентний множник процесу дорівнює величині 
{[GJkj + k2) + k_j + k_2] ~ (Gj kt + k_J [6]}, де Gt — і-тая концентра
ція застосованної ГАМК.

III — іонний струм, що швидко (експонентно) знижується, обумов
лений процесом конформаційної (рівноважної) конверсії часток: 

RG^ Rg . Експонентний множник процесу дорівнює: (Х2 ■ /_2). 
На межі фаз II й III спостерігається максимальна величина іон-
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ного струму, яка дорівнює приблизно

' k1 Y(k1+k2) Gt 

4k1+k2 JL (/2 +Z-2 )
/.2 'Z-2

Gi (k1+k2 )-(/2 'Z-2 ) >, де Ro — кількість ГАМК-ре-

цепторів у досліджуваному об'єкті;
IV — фаза "фізіологічної десенситизації" нейрона (у дослідженнях 

провідності розімкнутих мембран нейронів (patch clamp) — не 
спостерігається, обумовлена зміною (підвищенням) CL — провід
ності (відносно вихідної у фазі I) нейрональної мембрани, вна
слідок присутності в ній рівноважної кількості комплексів 
ГАМК-рецепторно-іонофорних ансамблів з ГАМК у стані з висо

кою провідністю іонофору (RG );
V — фаза експонентного зниження струму після припинення при

кладення розчину ГАМК — визначається процесом дисоціації 
часток, експонентний множник дорівнює (k_j).

Якщо прикладення до нейрона ГАМК здійснюється на тлі попере-
+ 

днього застосування екзогенного ліганду (Мі), то ГАМК-рк (частки R 

і R) попередньо взаємодіє з М, утворюючи RM і Rm . Якщо цей 
процес швидкий, тобто (Mt (q1 + q2) + q_i + q_2) 1 « інтервалу часу між 
прикладаннями Мі і Gp то у фазах II_V присутні переважно частки 

RM , RM , RMG і rMg . Отже, для опису фаз IbV необхідно у вище- 
викладеному поясненні замінити усі величини констант швидкостей 
(наприклад, к1, %_1 і т. д.) на відповідні, але позначені надрядковим 
знаком "штрих" (наприклад, 'к1, '%_1 і т. д.). Якщо процес утворення

x +

RM і RM повільний, то це може бути визначене і кількісно оцінене 
внаслідок послідовних, виконаних через визначені часові інтервали, 
аплікацій розчинів ГАМК.

Наступна експериментальна модель (рис. 2 б) полягала в аплікації 
до нейронів Пуркін'є розчинів різних екзогенних лігандів — зворот
них агоністів ГАМК-медіаторної системи (пікротоксину, бензпеніцилі- 
ну, бемегріду, бензофенону та ін.) у четвертій фазі зміни ГАМК-індуко- 
ваного струму. Передбачається, що безпосередньо перед прикладенням 
лігандів (фаза П,та) ГАМК-рецепторний комплекс знаходиться в стані,

+ x
близькому до стану рівноваги конформерів R G і R G . З моменту при
кладення зворотного агоніста (М) (фаза IV6) починають утворюватися 

його комплекси з RG і Rg _RMG і RMG . Якщо константи швидко-
+ '/2 , x

стей конформаційної конверсії процесу RGM < > RGM відмінні від
/-2

„+ . ’/2 . . '/, 2 Z 2 ,таких у вихідному процесі RM < , > RM , (наприклад,------- < —— ), то
2 '/ -2 / -2 
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сумарна кількість рецепторно-лігандних комплексів, представлених 

формами (RG і Rg), в інтервалі IV6 фази знижується експонентно 
(експонентний множник дорівнює: (Мі ('q1+'q_1)). Якщо концентрація 
зворотного агоніста (Мі) є високою [(Мі / ('q_1/ 'q1) >> Ro], то в нейрона- 
льній мембрані практично всі ГАМК-рецепторні комплекси представ

лені структурами RMG і RMG .
У зв'язку з цим, на підставі оцінки величин хлорного струму, що 

реєструється до прикладення ГАМК, в IVo. і в П,тв фазі, можна визна
чити ступінь впливу зворотного агоніста на конформаційні стани 
ГАМК-рк нейронів.

Імовірність перебування комплексу ГАМК-рецепторно-іонофорного 

ансамблю з ГАМК (RG) у стані Rg складає (%2/(%2 + /_2)), а RGM у 
стані — ('х2 / ('х2 + 'х_2)) прямопропорційна величинам струму в IVo. й 
Пв фазах відповідно.

Після припинення прикладення ліганда до нейрона комплекси

RMG і RMG дисоціюють, внаслідок чого струм, що реєструється, 
зростає експоненційно, з константою швидкості процесу рівною 'q_1.

Зазначена кінетична схема і основні фази динаміки змін іонного 
струму нейронів, що індукуються прикладенням різних лігандів 
ГАМК-рк, є теоретичною основою для інтерпретації результатів експе
риментальних досліджень.
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ИССЛЕДОВАНИЕ И МОДЕЛИРОВАНИЕ ПРОЦЕССОВ МОДУЛЯЦИИ 
IN VITRO ГАМК-ЭРГИЧЕСКИХ НЕЙРОНОВ ОБРАТНЫМИ 
АГОНИСТАМИ. I. ОБОСНОВАНИЕ КИНЕТИЧЕСКОЙ СХЕМЫ
Резюме
Обоснована кинетическая схема взаимодействия ГАМК-рецепторных комплек

сов (ГАМК-рк) с у- аминомасляной кислотой и экзогенными лигандами, являющая
ся теоретической основой интерпретации результатов исследования процессов мо
дуляции in vitro обратными агонистами ГАМК-эргических нейронов. Определены 
основные фазы динамики изменений ионного тока нейронов, индуцируемые прило
жением различных лигандов ГАМК-рк и проведено сравнение с теоретической 
кинетической схемой рецепторно-лигандного взаимодействия.

Ключевые слова: ГАМК-рецепторный комплекс, экзогенные лиганды, кинети
ка взаимодействия, нейроны клеток Пуркинье.
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RESEARCH AND MODELLING OF PROCESSES OF MODULATION IN
VITRO GABA-ERGIC NEURONES BY THE INVERSE AGONISTES.
I. A SUBSTANTIATION OF THE KINETIC SCHEME
Summary
The kinetic scheme of interaction GABA -reception of complexes (GABA-rk) with 

Y-aminobutiric acid and exogenic ligands which is a theoretical basis of interpretation 
of results of research of processes modulation in vitro GABA neurons the inverse 
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Модуляція in vitro ГАМК-ергічних нейронів, ч. І

agonists is proved. The basic phases of dynamics of changes of an ionic current neurons 
are determined, defiant the appendix various ligands of GABA-rk and comparison with 
the theoretical kinetic scheme receptor-ligands interactions carry out.

Keywords: GABA-receptors complex, exogenic ligand, kinetic interactions, neurons 
of cells Purkinie.


