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Обнаружены и частично идентифицированы около 20 белков нервной ткани, 
способных специфически взаимодействовать с иммобилизованными препаратами 
Фракции мозгоспецнфических белков группы S-100. Взаимодействие имеет вы­
раженный Са2 *-зависимый характер. Среди белковых лигандов S-100 идентифици­
рованы тубулин, Ca2 t-, Mg2+ -АТРаза, щелочная фосфатаза, бутнрилхолпнэстераза, 
МАО, карбоксильная протеиназа, кислая глюкооксидаза, р-галактозидаза. Среди 
лигандов S-100 найден ряд нендентифицированных гликопротеинов п ДНК-связы- 
вающих белков. Обнаружение и функциональная идентификация указанных лиган­
дов позволяют по-новому оценить роль белков группы S-100 в регуляции метаболи­
ческих процессов, характерных для нервной ткани.

В настоящее время большое внимание уделяют выделению и изу­
чению мозгоспецифических белков (МСБ), непосредственно участ­
вующих в молекулярном обеспечении основных нейрофизиологических 
механизмов [1—3]. Особое внимание исследователей привлекают 
МСБ группы S-100, имеющие отношение к механизмам обучения и- 
памяти [4], общего эмоционального состояния [5], регуляции страха 
[6] и агрессивного поведения [7], связанные с патогенезом ряда нерв­
но-психических заболеваний [8, 9]. В то же время конкретные моле­
кулярные механизмы участия белков группы S-100 в регуляции функ­
ций мозга остаются неизученными.

Ранее предполагали, что одним из наиболее конструктивных под­
ходов к пониманию их роли в механизмах специфических функций՛ 
нервных клеток и мозга в целом является изучение тех конкретных 
молекулярных процессов и идентификация тех определенных видов 
молекул, во взаимодействии с которыми реализуется функциональ­
ная активность белков группы S-100 [10, 11]. В литературе имеются 
сообщения о модулирующем .влиянии белка S-100 па активность՛ 
РНК-полимеразы I [12] и фосфорилирование ряда белковых субстра­
тов мозга [13]. Было установлено, что в физиологических условиях 
белки группы S-100 подвергаются Са2 +-зависимому взаимодействию՛ 
с достаточно широким кругом белков нервной ткани (среди них уда­
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лось идентифицировать тубулин [10]), специфически сорбируют ряд 
неидентифицированных ' эндогенных олигопептидов, обладающих вы­
раженной «поведенческой» активностью [6]. Эти данные углубили 
понимание функциональной значимости белков группы S-100 и под­
твердили перспективность подобного функционального подхода к изу­
чению их роли в обеспечении специфических функций нервных кле­
ток.

Целью настоящего исследования являлась идентификация других 
(помимо тубулина) белковых лигандов белка S-100, присутствующих 
ъ экстрактах мозга.

Материалы и методы

Получение белков группы S-100 и их иммобилизация описаны ранее [14]. Для 
выделения белковых S-100-лигандов использовали 10 кг свежезамороженного мозга 
быков (гомогенизация в 0,01 М трис-HCl буфере pH 7,5; центрифугирование 60 мин при 
18000g). Экстракты наносили на ЮО-мл колонку ДЕАЕ-сефарозы («Pharmacia». Шве­
ция), уравновешенную тем же буфером. Белки, не сорбировавшиеся на анионообменнике, 
закисляли до pH 5,0 и наносили па 100-мл колонку КМ-сефарозы с тем же значе­
нием pH. После отмывки колонок от несвязавшегося материала кислые и щелочные 
белки элюировали с них 2 М NaCl, концентрировали ультрафильтрацией на фильтрах 
UM-10 («Amicon», США), диализовали против 0,1 ДА трис-HCl буфера pH 7,5 с 
о мДА СаС12 и использовали для выделения фракций кислых и щелочных гликопро­
теинов (специфически сорбирующихся на колонках конка на валинА-сефа розы и 
элюирующихся 0,3 М а-мет ил гликозидом).

Полученные фракции кислых и щелочных белков и соответствующих гликопро­
теинов мозга пропускали через 50-мл преколонки с сефарозой 6 В, а затем через 
колонки S-100-сефарозы (10 мл геля, содержащего по 5 мг белка/мл). После отмывки 
колонок 0,5 ДА NaCl на 0,1 ДА трис-HCl буфере pH 7,5, специфически сорбированные 
•белковые лиганды S-100 элюировали тем же буфером с 10 мМ. ЭДТА-Кта3. Для 
предотвращения агрегации и протеолиза получаемых белков все использовавшиеся 
растворы содержали 0.01%-ный тритон Х-100 и 0.5 мДА фенилметилсульфоннлфюрид. 
Все процедуры проводили при 2—4°.

' Состав полученных лигандов S-100 анализировали электрофоретически в на­
тивных условиях или в 0,1%-ном ДДС-.\’а и 8 ДА мочевине [15]. Гели после элек­
трофореза окрашивали Кумасси G-250, алциановым синим или реактивом Шиффа 
[15, 16]. Величину Мг белков рассчитывали* используя калибровочную кривую, по­
строенную по белковым стандартам («Pharmacia», Швеция).

Оценку содержания тубулина среди гликопротеинов, связывающихся с бел­
ком S-100, проводили путем вычисления разности в содержании суммарного белка 
•фракции кислых гликопротеинов до и после пропускания 1 мг лигандов через 0,5-мл 
колонку иммобилизованных антитубулиновых антител (иммобилизация на CNBr-ce- 
фарозс), уравновешенную 0,01 М трис-HCl, pH 7,0. Тубулин получали по методу 
Полетаева и ДАещеряковой [10]. Иммунизацию кроликов и выделение антитубулиновых 
антител из фракции ^-глобулинов проводили, как описано ранее [14].

Сродство к ДН1< белковых лигандов S-100 определяли, используя ДНК-сефа- 
розный сорбент [17] при элюции специфически связывающихся белков 2,0 ДА NaCl.

Качественное выявление АТРазнон активности проводили после электрофорети­
ческого разделения лигандов S-100 в нативных условиях на нефиксированных гелях 
[18]. Идентификацию типа АТРазы, связывающейся с белком S-100, осуществляли, 
используя методы для выявления соответственно Na+, К +-АТРазы и Н+-АТРазы 
[19 20].
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Протеолитическую активность определяли ио методу Anson [21].
Активность щелочной и кислой фосфатаз оценивали по расщеплению п-нитро- 

•фенилфосфатз соответственно при pH 10,0 и 5,0 [22]. Определение ацетил- и 
бутирилхоликэетеразной активности проводили по методу Karnovsky и Roots [23]. 
кислой а-глюкооксидазы—по методу Johnsson и соавт. [24]. Выявление активности 
Р-галактозидазы проводили с использованием в качестве субстрата 4-метилу.мбел- 
лиферил-Е-О-галактопиранозида [25]. Активность МАО определяли по GIcnner и 
соавт. [26]. тирозннгидроксилазную активность—по Nagatsa и соавт. [27], ката­
лазную и пероксидазную активности—с использованием о-диакизидина, 3,3-днампно- 
бензидина и 5-аминосалициловой кислоты [28].

Результаты и обсуждение

Рансе было установлено, что все эндогенные белковые лиганды 
МСБ 5-100 для связывания с последними требуют наличия в среде 
Са2+. Сформированные молекулярные ассоциаты распадаются в при­
сутствии ЭДТА или ЭГТА, тогда как вклад ионных или гидрофобных 
взаимодействий незначителен [10, И]- Эти данные явились основопо­
лагающими при выборе условий сорбции-десорбции па колонках 
5-100-сефарозы и получили дополнительное подтверждение в прове­
денных экспериментах. Представление о том, насколько разные по,
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Рис. 1. Белковые лиганды мозгоспецифнческих белков группы 5-100. 

своим характеристикам белковые молекулы способны связываться 
с иммобилизованными препаратами белка 5-100, дает рис. 1. Отмс­
тим, что ни с самим матриксом, пи с другими иммобилизованными на 
сефарозе белками (белки сыворотки кролика) белковые лиганды 
белка 5-100 подобных комплексов нс формировали.

Какой же физический смысл имеет термин «Са- -зависимое 
взаимодействие» применительно к разнообразным лигандам белка 
5-100? Известно, что в зависимости от концентрации Са- " в среде 
молекулы белка 5-100 способны весьма значительно менять свою 
пространственную структуру; что проявляется, в частности, в измене­
нии их спектрально-оптических характеристик [29]. По некоторым
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данным, молекулы белков 5-100 содержат до 8 центров связывания 
Са2+ [29]. Можно предположить, что Са2 +-зависимое взаимодей­
ствие белка 5-100 с различными белковыми лигандами сводится к 
его способности иметь большое число Са2 +-обусловливаемых стабиль­
ных конформационных состояний (конформеров), причем в разных и» 
них белки 5-100 оказываются стерически комплементарны акцептор­
ным участкам молекул разных лигандов. Ионы кальция, по-видимому, 
выступают в роли своеобразного аллостерического регулятора, обус­
ловливающего способность молекул 5-100 специфически взаимодей­
ствовать с теми или иными лигандами (рис. 2). Кроме того, следует 
учитывать и данные о молекулярной гетерогенности белков группы 
5-100 [11], что расширяет круг белковых молекул в нервной ткани, 
с которыми они могут взаимодействовать.

Рис. 2. Возможные механизмы, обусловливающие Са2 +-зависимую комп- 
лемеитарность белка S-100 нервной ткани к его лигандам, а—Са2+-моди­
фицируемые конформационные состояния белка S-100, б—акцепторные 
участки белковых лигандов мозгоспецифических белков группы S-100

С МСБ группы S-100 специфически связываются кислые белки 
с величиной Мг 300, 280, 260, 170, 100, 75, 50, 45, 30, 17 и 10 кД и 
щелочные, имеющие Мг 350, 300, 280, 220, 120, 70, 45 и 30 кД. Боль­
шая часть белковых лигандов белка S-100 представлена конканавалин- 
позитивными гликопротеинами мозга. Интересно отметить, что гли­
копротеины печени, выделенные по аналогичной схеме, практически 
lie сорбируются па иммобилизованных препаратах белка S-100. Воз­
можно, это свидетельствует об органной (тканевой) специфичности 
гликопротеиновых лигандов белка S-100. Такое предположение сог­
ласуется с ранее полученными данными о присутствии в ткани мозга, 
но не печени, группы белков, способных к Са2 +-зависимому взаимо­
действию с белком S-100 [И].
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Данные электрофоретического анализа позволили выявить среди 
кислых гликопротеиновых лигандов белка S-100 3 главных и 4 ми­
норных компонента с Мг 100, 75, 72 (тубулин) и 300, 170, 45, 30 кД 
соответственно. Среди щелочных гликопротеинов, связывающихся с 
белком S-100, было обнаружено 3 основных (120, 45 и 30 кД) и 2 ми­
норных (280, 70 кД) компонента. Обработка выделенных гликопро­
теинов раствором 2-р-меркаптоэтанола не приводила к заметным из­
менениям их электрофоретического спектра, что свидетельствует о 
незначительном вкладе дисульфидных связей в образование четвер­
тичной структуры изучаемых молекул.

Методом иммуносорбции с использованием иммобилизованных 
антитубулиновых антител было установлено, что около 20% суммар­
ного белка кислых гликопротеиновых лигандов белка S-100 прихо­
дится па долю тубулина. В этой фракции были обнаружены также 
ферментативные активности, связанные с метаболизмом растворимых 
гликопротеинов, а именно р-галактозидазная и глюкооксидазная ак- 
тивпости

Идентификацию некоторых других компонентов фракции связы­
вающихся с белком S-100 гликопротеинов проводили, исходя из сле­
дующих соображений՛ в предварительных экспериментах было уста­
новлено, что белки группы S-100 весьма существенно влияют на об­
щий уровень окислительно-восстановительных процессов в клетках 
НС моллюсков (прижизненная спектрофотометрия—данные В. П. Ни­
китина.). С другой стороны, имеются сообщения о связи белка S-100 
с механизмами трансмембранного переноса ряда ионов и аминокислот 
[4]. Это давало основание полагать, что среди молекул, взаимодей­
ствующих с белком S-100. могут присутствовать те или иные виды 
АТРаз. Оказалось, что среди медленно мигрирующих (электрофорез 
в нативных условиях; =0,2) компонентов кислых гликопротеинов 
была обнаружена фракция, обладающая АТРазной активностью. Де­
тальный анализ позволил установить, что эта фракция может быть 
отнесена к группе Са2+, Mg2+-АТРаз. Таким образом, предполагае­
мая связь белков S-100 с регуляцией энергетического метаболизма и 
энергозависимым транспортом ионов в нервных клетках получила 
конкретное обоснование на молекулярном уровне. Щелочные глико­
протеиновые лиганды белка S-100 нс обладали АТРазной активностью, 
но среди них обнаруживалась значительная активность «щелочной 
фосфатазы», что позволяет думать о наличии среди них ферментов, 
связанных с фосфорным обменом.

Основанием для попыток идентификации еще одной группы моле­
кул, взаимодействующих с белком S-100, послужили косвенные дан­
ные о существовании функционально-метаболических взаимодействий 
между белками группы S-100 и рядом известных [30] и неидентифи- 
цированных «поведенчески активных» олигопептидов [6], а также ги­
потетические предположения о прямом или опосредованном участии 
белка S-100 в механизмах биосинтеза ряда нейропептидов [31]. ՝то 

249



позволило нам предпринять попытки выявления ферментов, обладаю­
щих протеолитической активностью среди лигандов белка 5-100. Во 
фракции кислых гликопротеинов было показано наличие протеолити­
ческой активности с оптимумами pH в кислой и нейтральной областях 
(pH 1,8 и 7,0) и нечувствительной к действию ингибитора трипсино- и 
химотрипсиноподобных протеаз—фен ил метил сульфонилфторида. Дру­
гие фракции лигандов белка 5-100, как и сам белок 5-100, протеоли­
тической активности не проявляли. О специфичности связывания обна­
руженной протеолитической активности с иммобилизованными белка­
ми группы 5-100 свидётельствует отсутствие ее взаимодействия с им­
мобилизованными белками сыворотки крови кролика. Естественно, что 
предположение о связи кислой и нейтральной протеиназ, ассоциирую­
щихся с белком 5-100, с биосинтезом тех или иных нейропептидов яв­
ляется предварительным и нуждается в специальных исследованиях.

Имеющиеся данные о влиянии белка 5-100 на обмен ряда нейро­
медиаторов, в частности АХ, ГАМК, катехол- и индоламинов [32], 
явились основанием для поисков средн белковых лигандов белка 
5-100 ферментов обмена соответствующих нейромедиаторов. Среди 
гликопротеиновых лигандов была обнаружена бутирилхолинэстераз­
ная активность (но не ацетилхолинэстеразная). Если учесть, что бу- 
тирилхолинэстераза является преимущественно глиальным ферментом, 
а также способность глии поглощать АХ, то можно допустить опосре­
дованное влияние белка 5-100 на катаболизм этого медиатора посред­
ством регуляции активности бутирилхолинэстеразы. Имеющиеся в 
Литературе данные об изменениях в обмене норадреналина и серото­
нина в мозгу животных, получавших инъекции белка 5-100 [32], а 
также наши результаты о присутствии среди белковых лигандов 5-100 
белка, обладающего активностью МАО, также свидетельствуют о 
возможной связи белка 5-100 с обменом многих нейромедиаторов.

Ранее была обнаружена способность белка 5-100 влиять на ак­
тивность генетического аппарата нервных клеток, в частности, за счет 
модуляции этими белками активности РНК-полимеразы I и уровня 
фосфорилированности ряда белков хроматина [12, 13]. Полученные 
данные о присутствии среди кислых белковых лигандов белка 5-100 
неидентифпцированпых ДНК-связывающихся белков (элюируются с 
ДНК 2 М НаС1; составляют 10—15% от общего пула кислых лиган­
дов белка 5-100), являются дополнительной информацией для пони­
мания природы связей белков 5-100 с регуляцией активности генома 
нервных клеток.

Отметим, что при направленном поиске среди белковых лигандов 
МСБ группы 5-100 активности каталазы, пероксидазы, №+, 
К + -АТРазы, Н + -АТРазы, «кислой фосфатазы», АХЭ, тирозингидро- 
ксилазы указанных ферментов обнаружено не было.

Природа части лигандов белков группы 5-100 (особенно щелоч­
ных гликопротеинов) остается неустановленной и требует дальнейших 
исследований. Вероятно, для этого следует исходить из данных о 
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связи белков группы 5-100 с регуляцией фосфорилирования ряда ядер- 
ных и цитоплазматических белков нервной ткани [13], которое, воз­
можно, реализуется посредством Са2 *-зависимого взаимодействия 
этих МСБ с определенными видами протеинкиназ и фосфопротеинфос- 
фатаз. Отдельные данные позволяют предполагать связь белка 5-100 
с клеточноспецифической (глиальной) регуляцией транскрипции и 
трансляции [33]. В этой связи представляются оправданными работы 
по поиску и выделению белков-регуляторов соответствующих процес­
сов, способных акцептировать молекулы белка 5-100. Наконец, много 
неясного остается в молекулярных механизмах участия белка 5-100 
в регуляции синтеза и распада нейромедиаторов. Возможно, имеется 
значительно больше ферментов, способных взаимодействовать с бел­
ками группы 5-100 и связанных с медиаторным обменом, чем это было֊ 
выявлено в данной работе.

функции микротудулярного 
аппарата

синтез (АМР

белки гриппу ЭКЮ гликОПрО геинОБ ■

регуляция
фсюрорилированир 
бе л к об

модулями* актиьности генома

оСфии обмин Рп'К 
и белков в 
тлиальпыА к легкая

биоэнергетические процессы

гране мембранный перено<-
цонов и медрагороь

Рис. 3. Предполагаемые функционально-метаболические сферы влияния 
мозгоспецифических белков группы 5-100

обмен медиаторов 
АХ 
ГАМК 
амины

обмен неиропеп тиехта

На основании литературных и собственных экспериментальных 
данных нам представляется возможным высказать ряд обобщенных и 
поддающихся экспериментальной проверке соображений, касающихся 
роли МСБ группы Б-100 в регуляции метаболизма клеток нервной 
ткани. Вероятно, они, как и близкий к( ним по физико-химическим 
свойствам другой Са2 * -связывающий белок—кальмодулин (органо- и 
тканенеспецифичный в отличие от белка Б-100), являются своеобраз­
ными макромолекулярными модуляторами, способными прямо или 
косвенно влиять практически на все ведущие метаболические процес- 
сы в нейронах и глиальных клетках (рнс. 3). Влияние белка 5-100, 
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возможно, опосредуется по типу аллостерической регуляции активности 
многих мембранных, цитоплазматических и ядерных ферментов и дру­
гих регуляторных белков. Способность белка 5-100 взаимодействовать 
с акцепторными участками молекул весьма различных лигандов обус­
ловлена его конформационным состоянием, которое, в свою очередь, 
.зависит от локальной концентрации Са2+ в том или ином компарт- 
менте клетки (рис. 2). Можно допустить, кроме того, что молекулы 
белков группы 5-100 имеют несколько разных функциональных цент­
ров (подобно молекулам иммуноглобулинов), каждый из которых 
способен связываться с определенными лигандами. Молекулярная ге­
терогенность этих МСБ существенно увеличивает число возможных 
Са։+ -обусловливаемых конформеров и расширяет их регуляторные 
возможности.

Интересной особенностью белков группы 5-100 является их спо­
собность экспортироваться в небольших количествах из глии в нейро­
ны [33], где они выполняют соответствующие регуляторные функции. 
Это дает основание рассматривать МСБ группы 5-100 не только в ка­
честве регуляторов множества внутриклеточных процессов, но и как 
своеобразные межклеточные макромолекулярные мессенджеры, обес­
печивающие функциональное единство клеточных компонентов нейро­
но-глиальных комплексов-

Имеющиеся экспериментальные данные и гипотетические сообра­
жения, высказанные на их основе, имеют, по существу, качественный 
характер и нуждаются в большой работе по количественной детализа­
ции и уточнению, однако постановка соответствующих вопросов пред­
ставляется весьма полезной для развития некоторых аспектов моле­
кулярной нейробиологии.

ENDOGENOUS PROTEIN LIGANDS OF BRAIN-SPECIFIC 
PROTEIN OF S-100 GROUP

POLETAYEV A. B., GRUDEN M. A.
P. K. Anckhln Institute of Normal Physiology, USSR Academy of Medical 

Sciences, Moscow

About 20 nervous tissue proteins specifically interacting with the 
immobilized preparation of S-100 protein major fraction have been de­
tected and partially identified. The interaction is Ca2+-dependent. Among 
ligands of S-100 tubulin, Ca2+, Mg2+-ATPase, alkaline phosphatase, 
butyrylcholinesterase, MAO, carboxyl protease, acid glucose oxidase, 
^-galactosidase have been identified. Among non-identified ligands are 
some glycoproteins and DNA-coupling proteins. Data obtained point to 
the importance of S-100 proteins in the regulation of nervous tissue 
metabolism.
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