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Болес четверти века известны первичные структуры гормонов им­
мунной системы, и в частности семьи тимозинов (а, р, у-групп)։ явля-1 
ющихся стимуляторами созревания Т-лимфоцитов—основных клеточ­
ных элементов иммунной системы.

Различные тимозины были изолированы из многих видов живот­
ных, начиная от морского ежа до млекопитающих, однако их общебн- 
ологичсское значение и молекулярные механизмы еще не выяснены. Из­
вестно лишь, что тимозин р.| стимулирует активность терминальной де- 
зоксипуклсотпдилтрансф.ера.зы, ингибирующей миграцию перитонеаль­
ных макрофагов как in vitro, так и in vivo, а также секрецию люлп- 
бсрина и вызывает фенотипические изменения Molt-4 лейкемических 
клеток.

Открытие С-модулпна 3 в гипоталамусе (тимозин р< 1—39), акти­
вирующего Са։+-кальмодулннзавнсимые ферменты без участия Са2+ и 
кальмодулина, в частности кина / л.гкой цепи миозина и сАМРФДЭ 
мозга, в концентрации 10՜®—10 12 М, проливает свет на наиболее об­
щие фундаментальные свойства тимозинов р- и атруппы на метабо­
лизм клетки.

Полученные данные свидетельствуют о том. что тимозины, в част­
ности p-группы (Тр4, Тр4 1—39, Та։) являются уникальными внутри­
клеточными регуляторами активности кальмодулннзависимых фермен­
тов, принимающих участие в процессах фосфорилирования и дсфосфо- 
рилирования белков и ферментов в цикле сокращения и релаксации 
гладких мышц, полимеризации и деполимеризации актина, во многих 
физиологических процессах мозга и т. д.

I. Структура и фракция тимозинов

Тимозины впервые были выделены в 1975 г. из тимуса животных и 
человека в лаборатории Goldstein [I] как полипептиды с регулятор­
ными свойствами в отношении активности Т-лимфоцитов, включая Т- 
Helper и Т-Suppressor. Hooper и соавт. |11 обнаружили во՜ фракции 5 
пептидных подфракций, выдерживающих обработку при 80° и оказы­
вающих регулирующее влияние на иммунные системы организма. В



дальнейшем различные пептиды были классифицированы-по ИЭТ. На­
пример, пептиды с ИЭТ 5,0—7,0 были названы р-тимозинами (Тр) [2], 
с ИЭТ=7—у-пептидами, с ИЭТ ниже 5 3—5—а-эти.мозинами.

В 1977 г. Goldstein и соавт. [3] полностью определили полипеп- 
тидный состав из серии р-тимозинов, в том числе тимозин р.։, изолиро­
ванный из фракции 5. В 1979 г. были охарактеризованы а- и р-тимози- 
ны [4], а в 1981 г. раскрыты первичные структуры тимозина р4 [5],

^-тимозины

Тр.։. впервые выделенный из тимуса, модифицирует иммунные от­
веты [5, 6]. Он состоит из 43 аминокислотных остатков, N-концец'ая՛ 
аминокислота серин ацетилирована.

5 Ю 15
A-Ser-Asp-Lys-Pro-Asp-Met-Ala Glu-Ile-Glu-Lys-Phe-Asp-Lys-Ser-Lys- 

20 20 25 30
Leu-Lys-Lys-Thr-Glti-Thr-GIn-Glu-Lys-Asn-Pro-Leu-Pro-Ser-Lys-Glu- 

•10
Thr-HeGiu-GIn-Glu-Lys-G’n-Ala-Gly-Glu-Ser-COOH
Hannappel показал, что основным компонентом, экстрагированным из 
тимуса теленка является Тр.։ (ИЭТ—5,1, М,—5250 [7]); он был выде­
лен также из ооцитов Henopis Laevis [8], а в дальнейшем из ткани 
млекопитающих были изолированы его структурные аналоги Тр4, Рэ, 
Рю, Ри [7—10]. Осаждение Тр4 из фракции 5 было достигнуто с по­
мощью 50- и 95%-ного раствора сульфата аммония, его ИЭТ равнялась 
5,2, а М, —5500 кД. Slesslnger и соавт. [II] был выделен Тр.։, с 
ИЭТ 6.7, М, 8451 кД, молекула которого соответствует убиквитину. 
Была выявлена резистентность Тр։ к трипсину, химотрипсину, субти- 
лизипу, карбоксинептпдазе и способность подвергаться гидролизу 
(протеолитическому) после метилирования [12]. Согласно другим ис­
следователям. Тр4 способен расщепляться трипсином или химотрипси­
ном без какой либо модификации. Тр4 имеет с N-кониа 37 аминокис­
лотных остатков, которые идентичны ядерным белкам—А-24. Первич­
ная структура убиквитина:

5 Ю 15
Met-Gln-lle-Phe-\ al-l.ys-7hr-Leu-Thr-Gly-Lys Thr lie-Thr-Let:-Glu-\ al 

30 25
Glu-Pro-Ser-Asp-Thr-Ile-GIu-Asn-Val-Lys-Ala-Lys lle-GIn-Asp-Lys-Glu- 

40 45 50
Gly-Ile-Pro-Asp-Gln-Gln-Arg-Leu֊-Ile-Phe-Ala-Gly-Lys-Gln-Leu-Glu-Asp- 

55 60 65
Gly-Arg-Thr-l.eu-Ser- Asp-Туг-Asn-lle-GIn-Lys-Glu-Ser-Thr-Leu-Hrs-Leu- 
70

Val-I.eu-Arg-Leu-ArgCOOH.
Таким образом, из семьи р-тимозинов расшифрованы полностью 

первичные структуры Т₽4 [13], Т8М Т?9 [7|, T₽lft [9]. Т₽4 в основном 
идентичен Тр.,, за исключением присутствия у последнего на С-конце 
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полипептида дополнительно дипептида А1а-Ьу5-ОН. Тр,-подобные пеп­
тиды (вероятно, и другие) были обнаружены у млекопитающих [14. 
15]. В частности, в мозгу крупного рогатого скота нами открыт Тр4 
(1—39)), свидетельствующий о наличии ряда структурных аналогов 
ТВ, (табл. 1).

Таблица 1 
Аминокислотная последовательность тимозина В, и тимозина 3,-подобных пептидов

Тимозин 3<
5 11 30

SDKPDMAE1EKFDKSKLKK.TETQEKNPLPS 
39

KETIEQEKQAGES
43

ТЗ, (1-39)
л]1'’ блокированный
3„ ацетил
Зщ блокированный 
31н блокированный

Примечание. Показаны т
ся по аминокислот

С—модулин 3
А
A I.G NS А Т Т S EIS
A GC AS А Т г S EIS
R О AS А Т Т R SETS

олько те тимозин В..—подобные пептиды, которые 
юн последовательности тимозина.

39

43
4!
42
43

отличают-

Таким образом, первичная структура Тр4 отличается от таковой 
Т₽., и Тр,0 по следующим показателям: N-коицевыми аминокислотами 
в первом положении Т34, Т?а и Тр,п являются Ser, Ala, Ala соответ­
ственно. в 7-м Ala, Gly, Gly, а в 10-м Gin. Asn. В положении же 6 
ТЗЧ и TS10 содержит Met вместо Leu в структуре Т₽4. Тр( и Т₽., были 
выделены из тимуса теленка, а Т3^|։ и из селезенки кролика.

Все Рз-подобиые пептиды, за исключением Тра, в котором отсутст­
вует Met-остаток, содержат один метиониновый остаток; не исключено, 
что в условиях in vivo может существовать и сульфоксидная форма 
пептида. Изучение Тр4 в 9 различных тканях возрастных групп белых 
крыс [13] позволило выявить наибольшую степень его концентрации— 
733 мкг/г в селезенке и наименьшую в мышце—6—9 мкг/г (табл. 2).

Концентрации Та, в различных тканях мкг/г ткани 
у крыс 6-, 60- и 200-дневною в >зрлста

Таблица 2

Ткань

Возраст (дни) __

б 60 200

Селезенка 195+7 452+14 733+36
Тимус 153+12 285+36
Семенник 208+9 49,2+42 44,0+3.1
Легкие 169+11 116+7 202+10
Почки 136+10 597+4.7 81,6+4,2
Мозг 111+7 82.5+2.7 65,8+5,7
Печень 81 .7+5.6 86,7+4,0 108+8
Сердца 39.7+4,2 28.53:2,7 25,2+1,1
Мышца 20,2+2.6 11,1+0,7 6,9+0.9
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Примечательно присутствие высокого содержания транскрипта 
1 Р-i в отделах мозга, лишенных лимфоцитов. В составе—кишечных лим­
фоцитов содержится наибольшее количество иРНК Тр4, а его синтез 
происходит в клетках миобластов и фибробластов [14, 16]. Наличие 
Тр.։ установлено и в сыворотке крови человека [5, 17]. Эпителий тиму­
са имеет низкую способность экспрессировать ген Т(5.-„ которая в сыво­
ротке крови обеспечивается за счет лимфоцитов крови, образую­
щих значительное количество иРНК Тр4, лишенного сигнального пеп­
тида, вероятно, выделившегося не посредством механизма клеточной 
секреции, а в результате повреждения тканей.

Тр; обнаружен в макрофагах, лангенгансовых клетках кожи и в 
клетках тимсса, а также в сердечной и в поперечно-полосатых мышцах 
И-

Содержание Тр4 и скорость его биосинтеза были определены у 28 
различных клеточных линий мышей. Наиболее высокими они были у 
линии Epstein Barr. О возможной внутриклеточной функции Тр4 по­
лагают также Naylor и соавт. [6]. Тр4 выделяются из прилегающих 
клеток селезенки, исключая, таким образом, участие Тр.։ во внеклеточ­
ной функции, скорее всего, проявляющееся в некоторых внутриклеточ­
ных процессах в EBV-транеформированных р-клетках человека.

Тимозины а-группы (И$7<5,0)

Тимозины a-группы отличаются от тимозинов p-группы, хотя и N- 
концевые аминные группы этих полипептидов ацетилированы.

Т«| (теленка) состоит из 28 аминокислотных остатков с Мг 3107 
кД со свободными С-концевыми аминокислотами. Та1։ имеет 35 ами­
нокислотных остатков, имеется также нротпмэзин а, состоящий из 113 
аминокислотных остатков.

Тимозин а> также выделен из фракции 5. Это высококислый поли­
пептид । ПэТ = 3 -5,М, 2200 кД, в его составе нет основных амино­
кислот, но он содержит—50% аспарагиновой кислоты (или аспараги­
на) и глутаминовой кислоты, или глутамина [18]. Количество Та։ в 
сыворотке крови человека составляет 500—1000 иг и мл. а Тр4—300— 
1000 иг к I I. Tai стимулирует биосинтез интерферона, формирование 
яигиСн iojmioiо фактора макрофагов. Его первичная структура (1- 28) 
следующая:
CHj-G-Ser- Aso-Ala-Ala-Val-Asp-Thr-Scr-Ser-Gli -lle-Thr-Thr-Lys-Asp- 

28 29
Leu-Lys-Glu-Lys-Lys-Glu-Val-Val-Glu-Glu-Ala-Glu-Asn-Gly-Arg-Asp- 

34
AI a • Pro - A1 a - A sn,

Имеются также Та (1—35) (см. выше) и Та (1—24). Отсутствие 
сходства в первичной структуре а- и р-тимозинов свидетельствует об их 
образовании из различных генов.

Наличие протимозина а (ИЭТ=3—5 ) с М> 12 50 кД обнару­
жено во всех организмах, начиная от дрожжевой до человека [19], что 
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свидетельствует о важном общебиологическом значении этих полипеп­
тидов. Стандартизация частично очищенного препарата тимозиновой 
фракции (ТФ 5) была предпринята Hooper и соавт. [I]. Примечатель­
на ядерная локализация протимозина [15], что было доказано его ми­
кроинъекциями внутрь цитоплазмы Xenopus oocytes, откуда он мигри­
ровал в ядро [20], участвуя в процессах клеточной пролиферации 
[21]. Макаровой [19] и др. в лаборатории А. Богданова из цитоплаз­
мы клеток мышей удалось изолировать протимозин а։, в ковалентно 
связанном с рибонуклеиновой кислотой состоянии. Этот полипептид с 
Мг 13 кД, связанный на 5 конце нуклеиновой кислоты, был идентифи­
цирован Haritos и соавт. [22]. Его первичная структура представляет­
ся в следующем виде:

5 15
A-Ser-Asp-Ala-Val-Asp-Thr-Ser-Qlu-Ile-Thr-Thr-Lys-Asp-Leu-Lys-Glu-

29 25 30 35
Lys-I.ys-Val-Val-Clu-Glu-Ala-Glu-Asn-Gly-Arg-Asp-Ala-Prc-Ala-Asn- 

•10 50
Gly-Asn-Ala-GIn-Asn-Glu-Glu-Asn-Gly-Glu-Gln-GIn-Ala-Asp-Asn-Glu- 

55 65
Val-Asp-Glu-Glu-Glu Glu-Glu-Gly-Cly-Glu-Glu-Glu-Qlii-Glu-Giu-Glu- 

70 75
Glu-Gly-Asp:Gly-G!u-Glu-Glu-Asp-Gly-Asp-G!y-Asp-Glu-Glu-Ala-Glu- 

85՜ ' 90
Ala-Pro-Thr-Gly-Lys-Arg-Val-Ala-Glu-Asp-Asp-Gln-Asp-Asp-Asp-Val- 

100 no
Glu-Thr-Lys-Lys-GIn-Lys-Lys-Thr-Asp-Glu-Asp-Asp-COOH

С применением радиоиммунохимического способа и использовани­
ем антисыворотки кролика против Та было установлено наличие Та, 
кроме тимуса, и в различных тканях: мозгу, печени, легких, селезенке.

Было установлено присутствие протимозина а,, содержащего при­
мерно 112 аминокислотных остатков, то есть была определена лишь 
иммунореактивная субстанция Та, [23]. При помощи моноклональных 
антител в сыворотке, печени, почек и легких было показано наличие 
Та не тимусного происхождения. Его незначительное количество было 
обнаружено также в тимусе и мозгу [24].

Новые члены семьи тимозинов были изолированы и из фракции 5: 
Tat, в котором отсутствует тетрапептид 25—28 (Glu-Ala-GIti-Asa- 
СООН)

В отличие от протимозина аь состоящего из 113 аминокислотных 
остатков (ИЭТ—3,-'5), существует и паратимозин, содержащий 105 
аминокислотных остатков.

Результаты секвенирования первых 30 аминокислот с N-конца сви­
детельствуют о том, что 43% аминокислот этого региона идентичны 
аминокислотному составу протимозина аь Большие концентрации аг 
тимозинподобных пептидов находятся также в экстрактах гипотала­
муса и гипофиза в основном в виде тимозина щ, с Мг 3108 Д и вы-шкь 
Особенно большое количество его обнаружено в срединном возвыше­
нии гипоталамуса. .
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Тимозины в нервной системе

Как видно из табл. 2, содержание иммунореактивного Тр4, нахо­
дящегося в телах клеток галактоцеребропозитивных олигоден­
дроцитов вокруг миелиновой оболочки мозга составляет в мозгу 6-, 
60- и 200-дневных крыс 111, 82 и 65 мкг/г ткани соответственно; Тр4 
принимает важное участие в процессах регуляции иммунных процес­
сов, демиелинизации, вызванной активацией антигенактивируемых ма­
крофагов [25]. Миелин, тела нейронов, аксоны и астроциты не реаги­
руют с антитимозином р4.

Окрашивание Тр4-познтивных олигодендроцитов происходит в ци­
топлазме и это совпадает с окраской основного белка миелина—оли­
годендроцитов мозга новорожденных. Накоплен значительный материал, 
свидетельствующий о двусторонних связях ЦНС и иммунной системы. 
Опиоидные пептиды, АКТГ. Тр 5 фракции и др., продуцируемые лим­
фоцитами, могут функционировать в иммуномодуляторных нейроэндо­
кринных процессах.

Та, и Тр4, лимфокины. анал<>,- АКТГ. Тр5 и p-эндорфины, интерлей­
кин 1, интерферон, как и другие лимфокинины и цитокинины, являют­
ся иммунотрансмиттерами, синтезирующимися преимущественно клет­
ками иммунной системы и превращающими специфические сигналы и 
информацию к нейронам и дру:чм г .■? (.лето:-:.

Доказательством того, что определенные тимозиновые пептиды 
могут служить иммунотрансмиттерамн. являются данные об их уча­
стии в модулировании гипоталамо-.՛ ииофи: -ирной адреналовой системы 
[26]. Тр4, но не Та,, оказывает стнму шрующё; воздействие па процесс 
секреции LH-RH из медно-базальн*:т гипоталамуса крыс [27]. Это 
свидетельствует о потенциальной роли псптп.п-в тимуса (а по нашим 
данным, и гипоталамуса) в ; нар .тнг-: фу! щ:..и. Наличие Тр,опро­
демонстрировано и в развивающемся человеческом мозгу с очевидным 
участием ретиноловой кислоты '.аг у ч у, пор; активности человече­
ского Три, в нейробластоме [28]. Имеются указания о влиянии тимо­
зина и р-актиннна на латерализаци.о сенсомоторного контроля у крыс 
[29] и локализации Та, 30] в астроцитах человеческого мозга. При­
сутствие Тр4 [31] установлено в нормальном человеческом мозгу, лим­
фоидных клетках и в олигодентропитах. Его взаимоотношение с ней­
роэндокринной системой показано Hall и Goldstein [32]. причем че­
ловеческий эмбриональный .мозг экспрессирует высокие уровни поли­
пептидов, идентифицированных методами белковой биохимии и клони­
рованием ТРю. Спустя 18 месяцев после рождения в человеческом моз­
гу отмечается паление содержания Тр,,, до неопределенного уровня, 
что объясняется атакой гена Трю в развивающемся мозгу. В развива­
ющемся мозгу новорожденных уровень протимозина а и РНК. прибли­
зительно в 8 раз превосходит его содержание в зрелом мозгу [33]. 
Тем не менее до сих пор остаются не выделенными и не охарактеризо­
ванными тимозины из мозга различных животных и человека Имею­
щиеся в литературе сведения касаются радиоиммунохимически опре-
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деленных форм тимозина, главным образом, ccj и в олигоден гро- 
нитах. С другой стороны, информация относительно тимозинов в гипо­
таламусе и, особенно Т04, полностью отсутствует, хотя имеются дан­
ные, что [29] под влиянием тимозина обнаруживаются определенные 
изменения активности вентромедиальной области гипоталамуса.

Участие нейроэндокринной системы, и, главным образом, нейро­
пептидов, в регуляции иммунной системы не вызывает сомнений, регу­
ляция этого сложного процесса осуществляется как на уровне тимуса, 
где в основном образуются различные тимозины, так и макрофагов 
(0-клеток, селезенки, лимфоидных узлов и т. д.), где происходит био­
синтез интерлейкина —I, Т04 и др. ингибиторов или стимуляторов ци­
токининов и прочих факторов. Несмотря на это, роль тимозинов в са­
мой НС пока во многом остается невыясненной.

В литературе накоплен значительный материал, свидетельствую­
щий о нейроэндокринной функции тимуса [34], клетки которого, со­
гласно эмбриологическим исследованиям, являются образованиями эк­
тодермального происхождения, образующимися из нервного креста и 
мигрирующими в примитивный эктодермальный рудимент этого орга­
на. Они принимают участие, главным образом, в формировании ме­
зенхимы тимуса, эпителиальная часть которого также образуется из 
нервного креста [35]. По данным Green и соавт. [34], человеческий 
тимус является местом синтеза в большом количестве вазопрессина и 
окситоцина, обладающих интерлейкин-2-подобнымн свойствами, а в 
эквимолярных количествах—нейрофизинов, являющихся их предшест­
венниками. Стало известно количество иРНК для этих полипептидов в 
самом тимусе. Активированные лимфоциты способны продуцировать 
АКТГ, 0-эндорфин и другие активные соединения. Анатомическая 
связь тимуса с центральными структурами осуществляется посредст­
вом парасимпатичеких волокон, берущих свое начало из ядер вагуса и 
заканчивающихся в стволе мозга, а также симпатических волокон, 
идущих из g. Stellatuni и других ганглиев в грудной цепи.

Подобно другим нейросекреторным клеткам, нейроэндокринные 
клетки тимуса трансформируют нервный импульс в секрецию нейро­
пептидов, действующих на дифференциацию или пролиферацию Т-лим­
фоцитов и модулирующих образование лимфокннинов типа у-ннтерфе- 
рона, или гормонов, подобных АКТГ и 0-энДорфину, принимая таким 
образом важное участие в формировании адаптационной функции ор­
ганизма. Основные функциональные назначения иммунной системы в 
значительной степени обуславливаются согласованными эффектами 
В -клеток (продуцирующих антитела) и Г-клеток.

Последние дифференцируются пол регулирующим влиянием эпи­
телиальных клеток тимуса, часть которых, как уже отмечалось, имеет 
нервное происхождение и действует или прямо (как цитотоксические 
Т-лимфоциты), или опосредованно через растворимые факторы, изве­
стные как лимфокинины, являющиеся медиаторами, активирующими 
различные типы клеток, в частности моноциты и макрофаги, осущест­
вляя взаимодействие между ними. Коммуникация между лейкоцитами 
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реализуется посредством интерлейкинов при активном включении в 
эти процессы дифференциации Т-клеток эпителия тимуса, а также 
участие нескольких гормонов, в том числе тимоностпна и тимулииа. 
Первый из них является пептидом с 49-ю аминокислотными остатками, 
5 из которых обладают наибольшей степенью активности. Второй 
принадлежит к металлопептидам с 9-ю аминокислотными остатками, 
реализующими процесс нейрональной дифференциации [36].

Центральная роль пептидов в нервах, нейроэндокринных клетках 
и нейронах, а также в модуляции гематологических и иммунологиче­
ских функций показана как в опытах in vitro на модельных экспери.мен- 
тахс животными, так и у людей [37]. Механизм действия нейропептидов 
на лейкоциты осуществляется как прямым, так и косвенным путем через 
выделение иммуноактивных медиаторов и других эффекторов, вызван­
ных неиммунными клетками. Наличие пептидергических нервных во­
локон и нейроэндокринных клеток в лимфоидной ткани, связанной с 
мукозой. свидетельствует о потенциальных структурных связях 
между нервной։ и иммунной системами [38—40], о чем, в ча­
стности, говорит факт обнаружения рецепторов определенных 
нейропептидов в различных типах иммунных клеток [41]. При­
мечательно установление присутствия большого количества транс­
крипта Тр4 в отделах мозга, лишенных лимфоцитов. В ки­
шечнике же, содержащем незначительное количество этих элементов 
крови, наоборот, регистрируется низкий уровень Тр4 и иРНК. - Нако­
нец, Тр.< синтезируется в миобластах и фибробластах [16]

Тимозины как новый класс активаторов Са2*-кальмодулин- 
зависимых ферментов

Некоторые коронаросужнвающис полипептиды, выделенные нами 
из гипоталамуса, в частности С-модулины (СМ), выступают в качест­
ве стимуляторов базальной активности ряда кальмодулин (КМ)-завп- 
симых ферментов, таких как ФДЭ cAAIP, киназа легкой цепи миозина 
(КЛЦМ), КМ-зависимая протеинкиназа, фосфорилаза киназы. Имеет­
ся определенное сходство между стимулирующими эффектами С моду- 
лина и КМ с той разницей, что для активирующего действия СМ на 
деятельность ферментов не требуется участия Са2+ и КМ с отмечен­
ной целью. Нами разработан метод очистки СМ из состава ннзкомоле 
кулярных соединений гипоталамуса [42] и достигнута расшифровка 
первичной структуры одного из СМ [43]. Показана идентичность это­
го вещества с М, 4618,96 Д с Тр4 (1—39). Было предпринято нзучег' 
ние эффекта нативного СМ-3 на активность КЛЦМ скелетной мышцы 
в сравнении с влиянием Tai и фрагмента р4 (16—38). Согласно полу 
ченным результатам, все они оказались Са2+-независимыми мощными 
стимуляторами КЛЦМ, причем наибольшей активностью обладает на­
тивный СМ, затем в нисходящей последовательности фрагмент Тр4 
(16— 38), КМ4-Са2+>Таь Активирующие концентрации для СМ3, 
-рр. (16—38), а также КМ-|֊Са2)- составляют 10~12М, а Та> —10 9 М.
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Несмотря на существование определенной научной информации отно­
сительно Са2+-зависимого взаимодействия КМ с пептидами и фермен­
тами-мишенями, его физиологическое значение остается пока мало изу­
ченным. Возникает вопрос: является ли КМ единственным белковым 
регулятором активности ряда ферментов, катализирующих реакции 
тканевого метаболизма у эукариот, включая процессы мышечного со­
кращения, деление клеток, обмен циклических нуклеотидов и гликоге­
на. сопровождающиеся изменениями внутриклеточной концентрации 
Са2՛. В связи с этим нами установлено наличие новой группы пептидов 
в виде Са2--независимых регуляторов КМ-зависимых ферментов. Эф­
фект их влияния оказывается качественно отличающимся от характе­
ра действия некоторых фосфолипидов, жирных кислот и пептидов, не 
требующих присутствия Са2+ для проявления своего влияния на ак­
тивность фермента. Проведенные наблюдения склоняют нас к мысли 
о причастности СМ к системе универсальных Са2+-независимых 
регуляторов активности ферментов. Раскрытие их первичной 
структуры дает возможность пересмотра механизмов регуля­
ции КМ-зависимых ферментов, свидетельствуя тем самым о 
существовании нового уровня регуляции активности фермен­
тов. Методы выделения СМ. миозина, определения активности КЛИМ 
и КМ в последнее время нашли свое достаточно обстоятельное описа­
ние [43—48]. Нами было показано существование в гипоталамусе 
трех основных пептидов: Са2+, КМ-независимых активаторов КМ-за­
висимых ферментов (СМ), названных соответственно С։, С2 и С3 
(рис. I) и после рехроматографпп последней фракции было получено 
индивидуальное вещество, подвергнутое секвенированию (рис. 2). Как 
выясняется, СМ-3 лишен свободной МНа-группы. а методом лазерного 
масс-спектрального анализа установлена его величина ДА,, равная 
46189 Д. Изучение аминокислотного состава кислотного гидролизата 
СМ. согласно данным табл. 3, позволило обнаружить в нем присутст­
вие 9 остатков лизина, а также 10 остатков: С1х, О1н и О1п, что, на 
наш взгляд, является величиной достаточно значительной. Вместе с 
тем. удалось доказать полное отсутствие в гидролизате валина, чем и 
обусловлено отличие R! от К֊2 (СМ-3), а также гистидина, трипто­
фана. аргинина и тирозина. Для определения аминокислотной последо­
вательности белка с закрытым конном и получения пептидном карты 
был проведен частичный трипсиновый гидролиз, не давший однако же­
лаемого результата. В связи с этим мы предпочли прибегнуть к про­
теолизу с помощью эндолизина С, вызывающего избирательное рас­
щепление субстрата в местах локализации остатков лизина.

После гидролиза эндолизином С из СМ-3 фракции имеет место 
образование приблизительно 14 фрагментов. Под влиянием эндолизи­
на С образуется ряд пептидных фрагментов, в том числе, как и сле­
довало ожидать, и полипептида, М-конец которого был заблокирован 
ацетилированием. Некоторые из них были нами идентифицированы 
при использовании методов масс-спектрального анализа и микросекве­
нирования.
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Как было отмечено, удалось разделить 14 пептидов после проте­
олиза эндолизином С. Благодаря электронному масс-спектральному 
анализу удалось показать величины Мг интактного полипептида (СМ- 
3), а также его фрагментов, в том числе 1 и 8 фракций (табл. 4). На­
иболее интенсивный пик, полученный хроматографически с Мг, рав­
ной 13029 Д (рис. 1J, соответствует 1—11 участкам тимозина со сле­
дующей структурой:

Ac-Ser-Asp-Lys-Pro- Asp-Met- Ala-Gin- Yle-Ghi-Lys

Puc. 2. Рехроматографня C3 на обращенно-фазовой ВЭЖХ
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Он нс подвергается секвенированию из-за ацетилировапиости К'-коица. 
Что касается второго пика с М, 654,8 Д, то. по нашим данным, он со­
ответствует участку 20—31 Т0т.

Аминокислотный анализ С-моду.тииа 3
Таблица 3

Аминокислота наномоль Теоретический 
для Tf.t (1—39)

Asx 4,1 4
Th г 2 8 3
S՝cr 3.2 3
Glx 9,3 10
Pro 3.0 3
Glv 1.9 0
A la 1 ,9 1
Vai 0-0 0
Met 0-6 1
lie 1.8 2
Leu 2.3 2
Tvr 0.2 0
PHe 1.1 1
His 0.4 0
Lvs 7.7 9
Trp 0.0 0
Ara 7,0 0

Но нашим данным, массы фрагментов 1 и 8 соответствуют мас­
сам, рассчитанным по аминокислотной последовательности, которую 
удалось определить для фрагмента с М, 655,4 (табл. 4). секвениро­
вание которого показано наличием пента пептида (табл. 5). Согласно 
компьютерным данным, эти участки находятся в Тр, быка. Суммируя 
информацию по полученным показателям (величине Мг, аминокислот­
ному составу, пептидной карте, а также вышеуказанным участкам по­
следовательности аминокислот), можно прийти к заключению об иден­
тичности выделенного нами СМ-3 с Тр.; ( I 39) быка. Окончательное 
решение этого вопроса требовало проведения специального сравнения 
биологических активностей нативного С М-3 и тимозина, для чего были 
использованы синтетические фрагменты Гр։ (16—38) быка.
HjN-Lys-Leu-Lys-Thr-Glu-Thr-GIn-Glii-Lys-Asn-Pro-Leu-Pro-Ser-Lys- 
Gln-Thr-Ile-GIti-GIn-GIn-Lys-OH-Lys-Asn-Pro-Leu-Pro-Ser-Lys н Та, 
теленка.

Таблица 4
Масс-спектральиые данные образца г.М-3 и его фрагментов

Образе ։
Мг (обнаружен­

ная)
Мг (подсчитанная) Структура

Интактный СМ-3 
Фрагмент!
Фраем нт 8

Прлмечани

4618.9Д
131'3,9 Д
655.8Д

>. Образцы были

4619,2Д
1304,6Д
655,4Д

секвенированы на

Тт։ (1-39)
Т), (1-11)
Т>, (26-31)

газо-фазном мик-
росексеааторе, сконструированном и Cltl of Коре (США) [49] и приспо- 
со՛՜ лепном к проточному реактору |50]. Фенилтиогндантноны аминокне-
Л01Ы анализированы на обращенной фазе ВЖЭХ, данные определяли на 
приборе .Perkin—Elmer LSM" (США) (50).
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после деградации эндолизин эм С-.модулина 3

Таблица 5
Эдмановское микросекв?нпр ванне фрагмента 8

Цикл Аминокислотный 
остаток

Выход 
(нмоль)

1
2 Ляп 9; 7

Рго 3, 9
3 1.еи 5, 1
4 Рго 5,9
5 1 ■ 2

Действие 7£։ (1—39) (нативного) фрагмента 7’Р, (16—33) 
и а, на. активность КЛИМ

Как уже отмечалось, СМ выступают в роли мощных стимуляторов 
ряда Са’+ кальмодулипактивируемых ферментов—ФДЭ сАМР, КЛЦМ, 
протеинкилаза, фосфорилаза киназа 5 нуклеотидаза и т. д. без уча­
стия Са2+ и КМ. В настоящем исследовании нами изучены эффекты 
вышеуказанных полипептидов на КЛЦМ и ФДЭ сАМР.

Гомогенный С3 (Т(3.| 1—39) как фракция, полученная ВЭЖХ, об­
ладает мощным стимулирующим действием на КЛЦМ скелетных 
мышц [43].

При электрофорезе миозина (на 8М мочевине) на 10%-ных акри­
ламидных гелях фосфорилированные и не фосфорилированные легкие 
цепи миозина хорошо разделяются. КЛЦМ, элюированная через КМ- 
сефарозу, не обладает ферментативной активностью в отсутствие КМ 
и даже при наличии избытка Са2՜1՜, что свидетельствует об отсутствии 
в препаратах КЛЦМ эндогенного КМ. При этих условиях не происхо­
дит фосфорилирования ЛЦ2. Однако наблюдалась противоположная 
картина при добавлении Сз, Тр.։ (16—38) или Та։ в отсутствие экзо­
генного КМ [43] (рис. 3).

В отличие от КМ, указанные эффекты не требуют присутствия 
Са2+ для активации фермента. При добавлении в инкубационную 
смесь ЮМ СаС12 или 10՜4 М ЭДТА отмечалось повторение тех же ре­
зультатов. При этом СМ-3 выступает в роли сильного активатора ба­
зальной активности КЛЦМ. Были использованы также синтезирован­
ные г нашей лаборатории фрагменты СМ Тр.։ (11 —19, 25—31), содер­
жащие 5 и 3 лизиновых остатка соответственно. Примечательно, что 
все употребляемые эффекторы обладали в различной степени сильно 
стимулирующим влиянием на базальную активность этого фермента. 
Учитывая, что под влиянием эндолизина С происходит образование ря­
да пептидов, можно предположить важность значения последних в регу­
ляции КЛЦМ, ФДЭ сАМР и т. д. Известна роль КМ, являющегося 
Са2+-связывающим рецепторным белком-активатором ряда ферментов 
[51, 52], однако пока не ясно, является ли он единственным белком, 
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наделенным универсальным свойством воздействия на активность фер­
ментов в присутствии Са2+.

3

Рис. 3. Фос.| о.ш.тирование ЛИ,, соответствую:::е:о п. епара а. Миозин 
инкубнровзли с КЛЦМ, как указано в .м.-тодах, в отсутствие (<т. в. г, д) 
или в присутствии (б) кальмодулина. Инкубационная смесь: а—без эф­
фектора. в-с Т^'1՜38, г—с То,, д—с СМ3 в концентрациях по 50 нмоль. 
/—тяжелые пеан миозина скелетной мышцы. 2—щелочные легкие цепи 
(ЛЦ,), 3 — легкие цепи миозина (Л Д։), р фосфорилированные легкие 

цепи миозина (ЛЦ?—Р). I -щелогные легкие цепи (ЛЦ։)

СМ известны как уникальные регуляторы активности указанных 
ферментов в концентрации 10 12М, что является весьма важным дока­
зательством как наличия системы дубликаторов Са2+КМ системы, так 
и нового уровня регуляции, когда содержание Са2+ оказывается совер­
шенно недостаточным для достижения эффекта насыщения КМ.

Фундаментальность значения С-модулинов и тимозинов 
в обеспечении функционирования регуляторных механизмов 

в регуляции клеточного метаболизма

IПолирование и расшифровка первичной структуры одного из СМ— 
уникального аллостерического регулятора Са2~ КМ-активируемых фер­
ментов из гипоталамуса открывает новые горизонты изучения химии и 
биологии заменителей Са+2-КМ системы. Идентичность СМ с Тр< (1 
39) позволяет совершенно по-новому объяснить биологические функ­
ции и молекулярные механизмы действия этих полипептидов.

Таким образом, впервые подчеркивается роль,тимозинов в сокра­
щении гладкой мускулатуры, а также в активации Са2֊ КМ-зависимы- 
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ми ферментами без участия КМ. Sailer и соавт. [53] был выделен и 
идентифицирован фактор, предотвращающий полимеризацию G-актина 
человеческих тромбоцитов. Очищенный TfL связывается стехг.ометрп- 
чески G-актином, образуя комплекс, способный быть идентифициро­
ванным неденатурированным ПААГ электрофорезом. Авторы устано­
вили полную идентичность Fx с Тр4. Тр4 функционально эквивалентен 
Fx, образуя комплекс 1:1 с мономерами актина и ингибируя его поли­
меризацию. По мнению авторов, Тр4, по крайней мере, служит основ­
ным актинсеквенирующим белком, предположительно вызывающим эф­
фект релаксации, хотя и в наших опытах in vitro и in vivo этот по­
липептид вызывал сокращение гладкой мускулатуры, выяснение моле­
кулярных механизмов которого требует проведения специальных иссле­
дований.

Полимеризация и деполимеризация актина играют фундаменталь­
ную роль в подвижности клетки, включая хемотоксин [54].

Другой белок с аитисеквенирующей активностью, названный моз­
говым актинполимеризирующим фактором у кур [55] или дестрип у 
млекопитающих [56], также существует в куриных тромбоцитах в 
очень малых концентрациях.

Итак, стало известно, что Fx [Tfi.։] образует комплекс 1:1 с G-ак­
тином и ингибирует его полимеризацию.

По-видимому, при низкой концентрации ионов кальция происхо­
дит переключение Са2+-КМ пути регуляции активности кальмодулин- 
активируемых ферментов на С-модулиновый.

Учеными, открывшими и изучавшими химию и биологию тимози­
нов опубликован ряд обзорных статей [57—72]. Задачей настоящего об­
зора было привлечь внимание к новым функциям и фундаментальным 
механизмам действия тимозинов на кальмодулинактивируемые фер­
менты мозга и гладкой мускулатуры.

ROLE OF THYMOSIN IN NERVE AND MUSCLE TISSUE

GALOYAN A. A.

H. Kh. Bunlatlan Institute of Biochemistry. Natl. Acad. Sci. of Rep. Armenia, Yerevan

It is more than for a quarter of century the primary structures of 
hormones of immune system are known, namely of thymoslns family (a, 
9,-j-groups), which are stimulators of T-lymphocytes maturation—the main 
cellular elements of immune system.

Different thymoslns were isolated from numerous kinds of animals, 
beginning from see-urchin to mammals, nevertheless their general bio­
logical significance and molecular mechanisms are not known yet. It Is 
known only that thymosin ₽։ stimulates the activity of deoxynucleotudyl 
transferase Inhibiting the migration of peritoneal macrophages In vitro 
and 1n vivo, as well as the secretion of lullberlne and Induces phenoty­
pical changes of Molt—4 leucemic cell.
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Discovery of C-modulin 3 in the hypothalamus (T^֊39) (which 
activates Ca7+-calmodulin-dependent enzymes without Ca7+ and calmo­
dulin participation, namely MLCK and cAMP PDE of brain In concen­
tration 10՜’—10՜” M) Illuminates more general fundamental properties 
of T3 and Ta groups for cell metabolism.

The results obtained testify, that thymosins, namely p-groups (Tpv 
Ta,), are unique intracellular regulators of calmodulin-dependent 

enzymes activity, participating in the processes of phosphorylation and 
dephosphorylation of proteins and enzymes in the cycle of contraction 
and relaxation of smooth muscles, polymerization and depolymerization 
of actin In many physiological processes of brain, etc.
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