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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ И СУБЪЕДИНИЧНАЯ СТР5 КТУРА 
ИЗОФЕРМЕНТОВ ХОЛИНЭСТЕРАЗ У ВЫСШИХ ОРГАНИЗМОВ

В райя. ;• ՝• ; - (меюг.иося в .утеря туре данные по ге
нетическому контролю нзоэнзимных форм холинэстераз, их субъединичной структуре. 
На основании литературных данных по л лз. •), то холинэстеразы (как АХЭ. так и 
Г1ХЭ) в различны՝ тканях могут кодироваться одним геном, несколькими генами опре- 
еленного локуса ..ли же ген..ми р зличпых лог. сов Показано также, что молекулы хо

линэстераз предст. ?.ля՛ т соСоч сложные структур; «'с образования, состоящие, верода*- 
нее всего, из четы ՝с . ехбъе ,'шиц. к< горые, связыв ясь определенным обпззом, дают ак- 
тнвн . ю ферментативную молекулу. ' .

Система ацетилхолин-холинэстераза играет чрезвычайно важную
роль в .многочисленных процессах, протекающих в тканях, и, следова
тельно. изучение физиологической роли, структуры и свойств фермента 
холинэстеразы имеет большое значение в исследовании нейрогумораль-
ных механизмов у животных организмов. Вместе с тем исследование 
субъединичной структуры ферментативных молекул дает реальную воз
можность глубже познать тонкий механизм действия ферментов, их
роль в лзфермент-субстратном катализе и роль их активных центров. Та-
кого рода исследования могут привести к определенным выводам о гене
тических аспектах контроля синтеза ферментов.

Холинэстераза — оче распространенный ч высокоактивный фермент. Она пред
ставлена в организме «ватных ь ос։ овном з двух формах: ацстил.холинэстсраза, или 
«истинная» холинэстераз. ( АХЭ, 3.1 1.7) — высокоспеиифическая форма фермента и
псевдохолинэстераза, ил • «ложная* холинэстераза (ПХЭ. 3.1.1.8) специфиче— менее
ская форма холинэстеразы, гмдрол. ячрующая. помимо ацетилхолина, и другие сложные 
эфиры холина. Многочисленные исследования по изучению холинэстеразы (ХЭ) показа 
лч. что содержав 1- фермента (как \ХЭ, так и ПХЭ) колеблется в широких пределах з
различны участках одною ! того же органа и в различных органах высших животных

В литературе накопилось огромное количество данных, касающихся 
множг(. I венных молекулярных форм холинэстераз, таких, как АХЭ эри
троцитов (19. 63. 73, 80]. нервной ткани [17, 21, 26, 51, 67, 77], мышечной 
гкани [4. 18, 81,83]. а также сыворотки (5. 39, 50, 64, 70, 76, 79, 80] и плаз
мы крови [8—11, 13, 22, 40, 58. 71], печени (4, 14. 23—25], сердца (2, 4, 
38] и ряда других органов разных животных. ЯВ

Наличие !! и ->(!зчмных форм холинэстераз обусловлено их фермен- 
гивными и молекулярными свойствами. Известно, что определенные ва
рианты одних форм генетически детерминированы, в то время как дру- 
। не являются предшественниками нативного белка или продуктами его
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деградации. Благодаря этому изоферменты холинэстераз могут отли- 
чаться друг от друга молекулярным весом, но иметь идентичные фермен
тативные свойства, обладать почти сходными ферментативными свои 
ствамп при одинаковых молекулярных свойствах, наконец, они могут 
отличаться молекулярными свойствами, несколько различаясь между со- 
бой также в ферментативном катализе.

В данной работе сделана попытка собрать и интерпретировать лите
ратурные данные зарубежных и отечественных авторов последних лет 
> о генетическому контролю и субъединичной структуре изоферментов 
двух основных форм ХЭ у высших животных.

Как известно, наследственную информацию можно рассматривать 
как программу, определяющую структуру всех белковых молекул, син
тезирующихся в организме. Набор ферментов у каждого индивидуума 
должен быть отражением его генетической конституции, как генотипи
ческом. так и фенотипической. Данному вопрос посвящено большое ко
личество работ (34, 65, 66, 69, 71 и др.-, з которых изучались различные 
типы генетического контроля изоэнзимов. Последние, с этой точки зре- 

ия, могут быть разделены на три группы; однотонные изоферменты,
ногогенные аллельные и мнзгогенные неаллельные изоферменты.

Изоферменты эстераз (в частности, ХЭ) в зависимости от вида ж 
зотного и тканевых различий подвержены различным типам генетиче 
схого контроля. Так, эстеразные изоферменты некоторых тканей чело 
века и мыши могут служить примером одногенных изоэнзимов [69 . Пока-

ию, что эстеразы печени и почек человека распадаются при тонкослой
ном электрофорезе на изоэнзимный ряд, содержащий пять фракций б 
анодной области. Изоферментный ряд почек мигрирует к аноду несколь
ко быстрее, чем соответствующие фракции печени. Несмотря на эти ра>-

ичия в подвижности, оба этих изоэнзнмных ряда из различных ткане 
имеют на зимограммах сходный состав и обладают идентичной суб
сгратой специфичностью и чувствительностью к ингибиторам. Они. ве-
гоятно, контролируются одним и тем же геном.

Примером многогенных аллельных изофермент*/в иог\ г СЛУЖИТЬ * 9

азличные типы сывороточных ХЭ человека [11, 12. 27. 29. 32, 33. 42—44.
"7, 60). Это подтверждают также данные по чувствительности ХЭ к сук
аметонию [20, 41, 45—48, 58, 59], которые показывают, что сывороточ-
ая ХЭ у людей, чувствительных к суксаметонию, должна качественно
тличаться по структуре от нормального фермента и что различные т.ч
ы ХЭ кодируются двумя или более генами. Эти изоферментные ормы

азличаются по кинетическим свойствам при использовании различны՝ 
субстратов и ингибиторов. Однако они очень близки в других отношен»- 

х (электрофоретическая подвижность, молекулярный вес). В основе 
различий в активности, наблюдаемых у разных генетических комбина
ций этих аллелей, лежа г, главным образом, различия в кинетике реак- 
'- ։и с субстратом, а не в скорости синтеза или стабильности фермента

Существование третьего типа генетического контроля изоферментов 
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при помощи генов различных локусов впервые было показано работами 
Харриса и corp. {35], обнаруживших четыре фракции ХЭ в сыворотк. 
крови человека. Однако примерно у 10% населения Европы и некоторых 
других стран имеется еще н дополнительный изофермент С5 (36, 37, 70, 
75]. Наличие изофермента С5. по-видимому. определяется локусом, не 
сцепленным тесно с локусом генов, кодирующих синтез первых четырех 
изоферментных фракции.

Обобщая эти данные, нужно подчеркниь. чю система диетических 
факторов, участвующих в определении уровня ХЭ в различных тканях, 
достаточно сложна. В одних тканях изоферменты кодируются одним ге
ном. являясь олигомерными формами одного мономера. Они отличают
ся молекулярным весом и электрофоретической подвижностью, но име
ют идентичные ферментативные, кинетические свойства. В других тка
нях, а также, в особенности, в сыворотке крови, холинэстеразы которой 
довольно тщательно изучались, система генетических факторов сложная 
и содержит, по крайней мере, два хромосомных локуса, каждый из кото
рых представлен двумя или более аллелями.

Относительно субъединичной структуры ХЭ имеется довольно боль
шое количество работ, причем исследовались как ПХЭ крови и других 
тканей, так и АХЭ нервной ткани. | [ЧЯ

Как уже говорилось выше, сывороточные ХЭ были подвергнуты 
тщательным электрофоретическим исследованиям, которые (наряду с 
поннообменной хроматографией) позволили установить их молекуляр
ные веса. Это, в свою очередь, явилось основой для выяснения субъеди
ничной структуры ПХЭ. В работах Ля Мотта и сотр. было показано, что 
в сыворотке крови человека присутствуют пять изоферментов, отличаю
щихся молекулярным весом. 95% обшей ХЭ активности, приходится на 
более подвижный изоэнзим—ХЭ-5. Все другие изоэнзимы менее по
движны, после осаждения сульфатом аммония и последующего раство
рения превращаются в ХЭ-5 [52, 53.. Разница в молекулярных весах 
между изоэнзима мн ХЭ. согласно этим авторам, была кратна 30000. Дела
ется вывод. что различия между ХЭ-1 и ХЭ-5 обусловлены степенью моле
кулярной агрегат.и, т. е. множественные формы ХЭ являются полиме
рами или конформационными изомерами [54, 55]. Установлено, что изо
энзимы сывороточной ХЭ имеют определенные различия в кинетически.՝; 
свойствах и при ингибировании некоторыми фосфорорганическими сое
динениями не подчиняются кинетике первого порядка. Учитывая наличие 
четвертичной структуры у ХЭ, можно полагать, что множественные фор
мы фермента отличаются по своему олигомерному состоянию, т. с. по 
размерам молекулярных агломераций [6, 63]. Аугустинссон [Г, также по
лагает, что множесfвечность сывороточных ХЭ, обнаруженная у различ
ных гидов ил скоп՛! j ающих, очевидно, объясняется обратимой полимери
зацией субъединиц фермента. Работами Ботина и Бродера [16] установ
лено, чю молекулярный вес минорной фракции сывороточной 11ХЭ чело- 
.1’ка, определенный < помощью гель-хроматографии, составляет 86000 zt 

ЗОСО. а основной фракции֊ приблизительно 350000. По мнению этих ав-
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торов, наличие двух активных молекулярных форм ХЭ является убеди
тельным доказательством того факта, что гетерогенность ХЭ млекопи-I»

тающих является следствием обратимой полимеризации белковых 
субъединиц. По-видимому, компонент с молекулярным весом 86000 яв
ляется наименьшей функциональной субъединицей,
кулярным весом 348000 —

а компонент с моле
тетрамером этих субъединиц. Остальные мо-

лекулярные формы сывороточных ХЭ, по мнению авторов, можно рас
сматривать как промежуточные структурные образования. Аналогичное
заключение о строении изоферментов ХЭ сыворотки крови было сделано
Скотом и Пауерсом [72], которые обнаружили, по крайней мере, четыре 
активные зоны при электрофорезе фермента из человеческой сыворотки. 
Наибольшее количество фермента концентрировалось в зоне с наимень
шей подвижностью С4. Она имеет молекулярный вес 250000 и состоит из 
одной полипептидной цепи. Авторы при помощи ряда оригинальных ме
тодов, доказывают, что ХЭ является тетрамером, а Сь С2 и С3 зоны, об
наруженные в сыворотке, могут быть мономерной, димерной и три мер
ной формой холинэстеразы. Мухамеджанов и сотр. [6] при исследовании 
ХЭ сыворотки крови человека и собаки высказали предположение, что 
изоферменты крови человека имеют одинаковый заряд и различаются 
молекулярными весами, т. е. гетерогенность з этом случае обусловлена
различной степенью агрегации одной молекулярной })ормы фермента
(типа мономер, димер, тример и т. д.). Наоборот, изоэнзимы ХЭ сыво
ротки крови собаки имеют равный молекулярный вес и отличаются по 
заряду.

Холинэстеразы тканей исследовались в гораздо меньшей степени, 
чем сывороточные ХЭ, однако и в отношении них можно считать доказан
ным наличие субъединиц. Кингсбери и Мастерс [49] определяли и сопо
ставляли молекулярные веса более чем 90 эстераз из тканей свиньи, ов
цы, лошади, быка, сумчатой крысы, морской свинки, крысы и цыпленка. 
ХЭ тканей этих животных можно разбить на две группы: с молекуляр
ным весом 300000 и с молекулярным весом от 39000 до 50000 (овца, бык, 
морская свинка). Это вторая группа была идентифицирована как субъе
диничный компонент первой группы. Авторы высказывают предпо
ложение о возможности эволюции белков с эстеразной активностью, яв
ляющейся следствием усложнения их субъединичной структуры. Нами 
определялись молекулярные веса трех изоферментов ХЭ сердца крысы 
{3]. Установлено, что изоэнзимы имеют разные молекулярные веса, с раз
ницей между ними 150000 единиц. Эксперименты по выявлению данных 
изоферментов в присутствии детергентов додецилсульфага натрия и мо 
чевины позволили предположить, что изоэнзимы ХЭ сердца крысы яв 
ляются полимером одного и того же мономера (а именно димером, тетра 
Мером и секстамером), а мономере молекулярным весом приблизительн 
80000 ферментативно неактивен.

Субъединичная структура ацетилхолинэстераз из разныхj тканей 
исследовалась многими авторами. В работах Уильсона и corp, 
показано, что в сердце эмбриона цыпленка имеется три изоэнзима фер
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веса которых равны: ХЭ-1 =220000. ХЭ-2=300000. 

изофермент с меньшеймента, молекулярные
ХЭ-3 = 420000. Причем среди них доминируеч 
электрофоретической подвижностью. Рядом исследователей [30, 31] изу
чалась АХЭ из электрического органа угря. Установлено, что при ион- 
ных силах меньше 0.3 и при нейтральных значениях pH происходит об
ратимая агрегация молекул АХЭ, в результате чего образуются агрега
ты различного молекулярного веса. Лоулер [56] вычислил молекулярный 
вес для двух фракций АХЭ электрического угря: 13400000 и 31300000. 
Автор считает, что молекула АХЭ представляет собой полимер с моле-
кулярным весом мономера 330000. . I ь

Методом электрофореза показано, что АХЭ мембран эритроцитов 
человека представляет собой димер с молекулярным весом приблизи
тельно 180000. Б присутствии 2-меркаптоэтанола этот димер диссоцииру
ет на меньшие компоненты с молекулярным весом 900( 0 [1оь Скангель-
Крамска н Немерко [77], изучая изоэнзимы АХЭ периферического нерва 
кролика, обнаружили две фракции с АХЭ активностью, с молекулярны
ми весами 170000 и 310000. Авторы предполагают, что медленно мигри
рующий изоэнзим АХЭ является димером быстро мигрирующей фрак
ции. Фрод и Уильсон [28], исследуя АХЭ в градиенте сахарозы, обнару
жили, что АХЭ с коэффициентом 10,5 Б (молекулярный вес 224000) дис
социирует на частицы с седиментационным коэффициентом 6,2 Б (моле
кулярный вес 102000) при обработке ее гуанидином. Дальнейшая обра
ботка частиц фермента даст субъединицы с 3,8 Б (молекулярный вес 
49000). Субъединицы с двумя последними коэффициентами энзиматиче
ски неактивны. Активный фермент, по мнению авторов, состоит, вероят
но, из четырех субъединиц, связанных друг с другом Б—Б связью. Коли
чество субъединиц совпадает с количеством активных центров у фер
мента. В работах Милара и Графиуса [68] было показано, что молеку
лярный вес АХЭ равен 260000 и что фермент имеет двумерную структу
ру. Тем не менее, согласно этим авторам, нативный фермент состоит из 
шести субъединиц, каждая с молекулярным весом 42000. По данным 
Лейцингера и сотр. [61, 62], молекулярный вес АХЭ равен 260000. Фер
мент в присутствии гуанидина и меркаптоэтанола расщепляется на че- 
ырс субъединицы, имеющие равные молекулярные веса. Исследование 

С-концевых ос»атков показало, что в молекуле АХЭ присутствуют два 
ипа полнпеш идных цепей, что дает возможность предположить димер

ную структуру фермента с 2а- и 2р. цепями, а-цепь АХЭ содержит ак
тивный участок фермента, в го время как функция р-цепей остается еще 
полностью неизвестной (хотя можно считать доказанным, что в ней со
держится аллостерический центр АХЭ). Цепи а и р соединены друг с 
другом Б—Б мостиком. * 

Таким образом, можно заключить, что молекулы АХЭ и ПХЭ пред
ают собой довольно сложные структурные образования, состоя-ст а вл

щие, вероятнее всего, из четырех субъединиц. Совокупность этих 
суиъединиц, связанных определенным образом, дает активную фермен- 
татнвную молекулу. В свою очередь, элементарные ферментативные мотатнвную мо
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лекулы—мономеры могут объединяться друг с другом в олигомеры, об- 
рззу я различные пзофермешы холинэстераз. Можно также предполо
жить, что эти изоферменты, отличаясь друг от друга количеством моно
меров, являются продуктом синтеза одного или более генов.

Ереванский государственный университет, 
кафедра биофизики Поступило J7.III 1975 г.

Է. II. ԴհՎՈՐԴՅԱՆ
հւՈ1.1’ՆԷՍՈԿՐԱ^1» ԻսՈՖեքԱրԵՆՏՆԵՐԻ ԳեՆԵՏՒԿԱԿԱՆ ԿԱՐԳԱՎՈՐՈՒՄՆ 

ՈՒ ՍՈՒՈՄՒԱՎՈՐՆԷՐԻ ԿԱՌՈՒՑՎԱԾՔԸ ՐԱՐԱՐԱԿԱՐԳ 0ՐԳԱՆ1»9,ՄՆ1’.ՐՈԻ11

Ա մ Փ n փ n I մ

Հո զւէած ր նվիրված է իւ ո լին Լ ս ի և ր ա ղի իզոէնզիմների զեն ե տ ի կ ա կ ան կար֊ 
11 ա վո ր մ ան և Նրանց ս ո ւբ մ ի ա վո րն ե ր ի կաոուցվածքի վերաբերյալ զրականու- 
իլան մեջ եղած տվյալների ի մի բերմանն ու մեկնաբանմանը: Այղ տվյտլնե֊ 
[•Ի հՒմ ան վրա ցույց է տրված, որ տարբեր հ լուսված բներում խ ոլին է սթեր ա ֊ 
ղի հի մն ակ ան երկու ձևերր կարող են կողավորվել մեկ զենով, որոշակի լո 
կուսի մի բանի զեներով կամ էի տարբեր լո կուսն երի զեներով: ե) ո լին էս թ ե ր ա - 
ղի մոլեկուլները իրենցից ներկայացնում են բարզ կ ա ոո ւցվա ծ բա յ ին զոյա- 
ցումներ, որոնք, հավանորեն, կազմված են չորս ս ո: ր մ ի ա վո րն ե րի ց: Վերջին
ներս, որոշակի կապերով միանալով, առաջացնում են ակտիվ ֆերմենտատիվ 
մ ոլեկո ւլւ
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