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Ленинград

Исследованы роль у-субъсдикицы 3'. З'-сСМР-фосфэдкэстеразы в первичных ме­
ханизмах фоторецеппии и специфичность у-субъсдиницы для ткани сетчатки. Исполь­
зуя моиоспсцифическис антитела к у-субъединнце. установили, что она присутствует 
только в фоторецепторных мембранах сетчатки разных животных и не обнаруживает 
с я в других тканях. Показана необходимость у-субъединицы для фстонндуцировакной 
активации фосфодиэстеразы. Определены аминокислотная последовательность у-субъ- 
единицы и нуклеотидная последовательность ссответствуютсн к ДНК.

Поглощение квантов света родопсином, содержащимся в фоторецеп­
торных мембранах сетчатки, обусловливает каскад реакций, обеспечи­
вающих усиление сигнала и в результате изменение биоэлектрической 
активности фоторецепторной клетки. Одной из центральных реакций 
каскада является фотоиндупированная активация 3',5-сОМР-фосфодн- 
эстеразы (ФД.Э), вследствие чего уменьшается содержание сСМР в 
фоторецепторе [1. 2]. Этому явлению ряд исследователей [3, 4| при­
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дает решающее значение в процессе изменения ионной проницаемости՛ 
наружной клеточной мембраны, обусловленного поглощением фотонов. 
В связи с центральной ролью ФДЭ в развитии фоторецепторного акта 
принципиальный интерес вызывает вопрос о природных регуляторах ак­
тивности этого фермента.

Ранее нами [5, 6] во фракции термостабильных белков сетчатки быка 
был обнаружен белковый ингибитор ФДЭ, который понижал V и не 
Влиял па К,.,. Было также установлено [7], что белок, ингибирующий- 
ФДЭ, содержится не только в сетчатке быка, но и в сетчатках всех изу­
ченных представителей позвоночных животных. В экспериментах по очи­
стке ФДЭ и попытках отделения от нее ингибитора было выяснено, что 
последний тесно связан с ферментом и не отделяется от него при таких 
способах разделения белков, как ИЭФ в градиенте плотности сахарозы 
и в геле, при ИОХ и электрофорезе [5]. На основании этих фактов мож­
но было предположить, что ингибитор является субъединицей фермента; в 
дальнейшем она получила название у-субъедипицы, поскольку сама ФДЭ 
состоит из двух субъединиц—а и (3 [8, 9]. При использовании методов 
гель-фильтрации на сефадексе ингибитор удалось полностью отделить от 
фермента, что сопровождалось резким увеличением его активности (рис. 1)..

(!) я после (П) гель-фильтрации па сефадексе 0-150. По оси ординат 
активность фермента в уел. ед. По оси абсцисс—№№ фракций элюата; по 
осям ординат: слева—плотность, в уса. ед., справа—ингибирование, в %

Рис. 2. Влияние антител к белку-ингибитору на ФДЭ фоторецепторных 
мембран и других тканей: 7—сетчатка быка, 2—сетчатка крысы, 3—сет­

чатка лягушки, -/—мозг быка. 5—сердце быка, б—матка крысы

В какой же мере ингибитор специфичен именно для ткани сетчатки, и 
ие имеется ли подобный белок в других тканях? Для решения этого воп­

83



роса были использованы моноспецнфические антитела, выработанные к 
ингибитору [10]. В результате блокады эндогенного ингибитора, связан­
ного с ферментом, добавление в среду антител к нему приводило к акти­
вации ФДЭ [8]. Оказалось, что увеличение активности фермента имело 
место лишь в случае препаратов сетчаток и не происходило при использо­
вании других тканей (рис. 2). Эти данные свидетельствуют в пользу спе­
цифичности ингибиторного белка для ткани сетчатки.

В какой же части фоторецепторной клетки сетчатки локализован ин­
гибитор? Сопутствует ли он целиком ФДЭ. сосредоточенной в фоторецеп­
торных мембранах, или же имеется и в других областях сетчатки? Эти 
вопросы изучали с помощью различных методических подходов. В одной 
из серий экспериментов сопоставляли содержание родопсина и ингибито­
ра при субфракционировании фоторецепторных мембран, в других—ис­
следовали наличие ингибитора в сетчатках, лишенных наружных сегмен­
тов механическим путем или же в сетчатках крыс, больных наследствен­
ной дистрофией сетчатки. У этих животных в процессе болезни наружные 
сегменты полностью разрушаются [9]. В результате этих опытов оказа­
лось возможным однозначно заключить, что ингибитор сосредоточен не­
посредственно в фоторецепторных мембранах и может служить, подобно 
родопсину, маркером первичных акцепторов световых квантов.

Какова же функция ингибитора в этих структурах? Исследование это­
го вопроса нами [11] и другими авторами [12. 13] было проведено на ре­
конструированных системах, состоявших из лишенных ФДЭ мембран на­
ружных сегментов и препаратов фермента, счищенного разными способа­
ми—с отделением ингибитора и с сохранением его во фракции ФДЭ. Из 
дайны::, приведенных на рис. 3, очевидно, что фотоиндуцированная актн-

Рис. 3. Влияние СТР на ФДЭа:».«ую ам.мшость в реколгтруироваьных си­
стемах. а—реконструированная система, состоявшая из ФДЭ, связанной е 
ингибитором, и лишенных фермента фоторецепторных мембран: б—ана­
логичная система, содсря.авшая ФДЭ. лишенную ингибитора. / пробы 
без СТР, 2—пробы с СТР. По оси абсцисс—содержание белка в мкг. по 

оси ординат—активность в усл. ед.
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вация ФДЭ в присутствии GI Р. являющегося необходимым компонен­
том этого процесса, происходила только в случае использования ФДЭ. 
содержавшей ингибитор (рис. 3. а). При использовании же лишенной ин­
гибитора ФДЭ наблюдали, напротив, ингибирование фермента в присут­
ствии G < Р (рис. 3. о). Эти данные свидетельствуют о необходимости ин­
гибитора для активации ФДЭ при функциональной нагрузке. В предло­
женных другими авторами [14. 15] схемах активации ФДЭ при освеще­
нии ингибитору также отведена ключевая роль в этом процессе. Таким 
образом, в системе передачи сигнала от родопсина к ферменту взаимодей­
ствие G1 Р-связывающих белков должно осуществляться не непосредст­
венно с ферментом. а с его ингибитором. Механизм этого взаимодействия 
остается до настоящего момента неясным [16, 17].

Обсуждая функции ингибитора, следует отметить, что они. возможно, 
не ограничиваются влиянием его на каталитическую активность ФДЭ. 
Так. нами было установлено [18]. что этот белок является мощным ин­
гибитором метилирования ФДЭ—процесса, который также осуществляет­
ся в наружных сегментах [18. 19]. Функциональная значимость метили­
рования ФДЭ и взаимоотношения этого процесса с каталитической актив­
ностью данного фермента пока нс изучены.

Что же представляет собой ингибитор по своей природе? Чтобы 
ответить на этот вопрос, мы определили аминокислотную последователь­
ность ингибитора cG.MР-фосфодиэстеразы—у-субъединицы этого фермен­
та. Прп этом, наряду с непосредственным исследованием структуры бел­
ка. была выделена соответствующая у-субъединицс кДНК и определена 
се нуклеотидная последовательность.

Выделяли cGMP-фосфодиэстсразу по методике Baehr и соавт. [8]. 
у-Субъединицу отделяли от а- н (i-субьединиц высокоэффективной жид­
костной хроматографией (ВЭЖХ) на колонке с обращенной фазой (носи­
тель Synchropak Cl, градиент ацетонитрила в 0.1%-ной трифторуксус­
ной кислоте). у-Субъединнца элюировалась при 45%-ной концентрации 
ацетонитрила, а а- и ({-субъединицы при 56%-ной. Анализ N-концсвы» 
остатков субъединиц cGMP-ФДЭ показал, что их N-концсвые амино­
группы блокированы. Для определения аминокислотной последовательно­
сти у-субъеднннцы использовали гидролиз белка трипсином и протеазой 
из St. aureus, а также расщепление бромцианом (на белке, карбоксимс- 
тилироваииой [ |4С]-иодуксусиой кислотой).

Аминокислотная последовательность у-субъеднницы cG.MP-фосфоди- 
эстеразы приведена на рис- 4. В пептиде SP-1(1—9) N-концевая амино­
группа была блокирована, однако после расщепления его бромцианом 
удалось выяснить последовательность аминокислотных остатков с 2-го 
по 9-ый. Был снят масс-спектр пептида SP-1 и получен молекулярный 
ион |МтН]* с массовым числом 1112. Определение величины М, пеп­
тида показало, что в нем N-концевой остаток метионина ацетилирован.

Для уточнения аминокислотной последовательности средней части мо­
лекулы у-субъединицу после модификации е-амииогрупп остатков лизина 
янтарным ангидридом гидролизовали трипсином по остаткам аргинина.
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Из полученного гидролизата с помощью ВЭЖХ на՜ колонке Т5 К-2000 
5\¥ был выделен 51-членный С-концевой пептид (последовательность 
37—38). Анализ этого пептида на секвенаторе позволил установить в 
у-субъединице последовательность с 37-го по 60-й аминокислотный остаток 
I! получить перекрытие между бромпиановымп пептидами Вг-2 (18—57) 
и Вг-3 (58-87).

Для локализации в полипептидной цепи остатка триптофана, у-субъ- 
единицу расщепляли ВК'РЗ-скатолом. Путем деградации по Эдману про­
дуктов расщепления была определена последовательность 71—75 и выяс-

54 -1
6С6ТбА666АбТССАбАА6СТбАА66ТСАСТ6С6ббАТСТСТ6ССААССТ66СС

А1б ААС СТб бАб ССА ССС ААб 6СС 6А6 АТС Сбб ТС6 6СС АСС Абб 1-45 
АёИЕТ-А5и-1Еи-бЕи-Ряо-РРО-1т5-АЕА-бЕи-1ЕЕ-Аяб-8Ея-Асд-1ня-Аяб- 1-15 

бТб АТб ббб 66А ССС 6ТС АСТ ССС Абб ААА ббб ССС ССб ААА ТТТ Аб-90 
уае-нет-6ет-6ет-Ряо-7ае-Тня-Ряо-Аяс-1у5-6ет-Ряо-Ряо-1т5-Рне- 16-50 

ААб СА6 Сбб САА АСС Абб САб ТТС ААб А6С ААб ССС ССС ААб ААА 91-135 
1'<’5-6еН-АЯ6-6е4-ТнЯ-АЧ<;-6ЕН-РнЕ-1Л5-8ЕЯ-1.Т5-РяО-РйО-1.Т5-1.У5- 31-45 
ббТ 6ТС САА ббб ТТТ ббТ 6АТ 6АС АТС ССТ ббА АТб 6АА 66С СТб 156-160 
бЕТ-Уде-С-ЕП-бЕТ-РНЕ-6еТ-А5Р-А5Р-I ЕЕ-РК0-6иТ-КЕТ-б1и-б1Т-1Еи- 46-60 

ббА АСА 6АС АТС АСС 6ТС АТС ТбС ССб Тбб 6А6 6СС ТТС ААС САС 181-225 
6ет-Тнй-А$р-!еЕ-Тня-Уае-I ее-СтЗ-Ряо-Тяр-Сео-Аеа-Рне-А$п-НI5- 61-75 
СТб бАб СТб САС бАб СТб 6СС САб ТАС ббС АТС АТС ПА61СССТ66А 226-271 
СЕи-бЕи-бЕи-НI5-бЕи-ЕЕи-АЕД-бЕН-ТУЯ-б1У-I ЕЕ - I ЕЕ - IЕК 76-87

С С СССбССС Т С АбСССС ТС Т АС Т ССбС Т6ССС АССС ТбАССССС ТбСТСААбА Т ТССТ6 272-330
Т6А66А6А6СI бТбССССбббАббТ ССЛ6А6ТБТС Т66АТ16Т6Т С Т66А6АСССI САС 531-389

АбббСббСАбССТббАСССТСС16ААТбСТА6ТТАССАббАбСССАССА6Т1СССТТСА 390-448

СбАСАСССТСГСббббСАбССАббСТСТбСТТААСТТССАбАААСАСТбиТССАСАбАС 449-507 
ССТСТССТССССАббСТббАААбСIАбббСАббССТСССАбТббТбТСТбССАСАСССС 508-566 
6СС1ССТ66ССТ6АСТ6ТСТ6СС66Т6А6ААС666СТССССТСАСТА6ССТТТСССА6Т 567-625 
Т6АА6ССбТТ66бССА6СА6бТ66АТ6ССА66АбТССТ6СА66СбТСАбАСААТбАбАА 626-684 
'ССССТСбАССАбТСАСАССАбТАббААбСТТбТССТТТССААС6Т66СССАТ6СТС6С 685-745

СТССТ6ТТТСАААТЛАА16ТТА6СС6Т6СТСССГ.АД "44-779

Рис. 4. Аминокислотная последовательность у-субъеди.чич:-: ФДЭ н нук­
леотидная последовательность соответствующей кДНК

нено, что остаток триптофана расположен в положении /0. Аминокислот­
ная последовательность пептида БР-6 (81—87) совпадала с С-концевой 
последовательностью у-субъединицы (С1у-11е-Пе), установленной пу­
тем гидролиза белка карбоксипептидазой А.

На основании аминокислотной последовательности пептидов у-субъ- 
едииицы были синтезированы два уникальных комплементарно перекры­
вающихся нуклеотидных зонда длиной в 48 оснований каждый:

5- АТбААССТСбАОССССССААСССССАСАТСССТТСССССАСССССбТС -3
Ме1-Аьп"1-еи"С1и"Ргй_Рго"1.у5"А1а'С1и"11е-Агд-5ег-А1о-ТЬг-Агд-Уо1
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з'- АСбССбТССССССАСТАССССССССбССАСТСбСССССАТТССССССб ֊5՜ 

5ег-Д1о-ТЬг—Ага-Уа1-Ме1'-С1у"С1уРго_Уа1'ТЬг-Рго-Агд-1.у5-01у-Рго

При выведении нуклеотидных последовательностей зондов учитывали 
частоту встречаемости кодонов в структурных генах родопсина и трансдуци- 
на [20—23]. Для первоначального скрининга кДНК библиотеки клонов 
сетчатки быка использовали зонд 1. Были идентифицированы 3 клона— 
Р1>12. ру20 и ру43. дающие положительный сигнал гибридизации. Эти 
же клоны гибридизовались, хотя и слабее, с зондом II. После опреде­
ления последовательности кДНК у-субъединицы было обнаружено, что 
структура зонда I отличается от истинной последовательности в 5 поло­
жениях. а структура зонда II—в 10. что. очевидно, и определяло разни­
цу в интенсивности гибридизационного сигнала.

Рестрикционный анализ клонированных фрагментов ДНК. выделенных 
из трех полученных клонов, показал их близкую гомологию. Для опреде­
ления нуклеотидной последовательности кДНК был выбран клон ру12.

Полная нуклеотидная последовательность изученного фрагмента 
кДНК. содержащего 833 пары основании, представлена на рис. 4. Срав­
нение выведенной с помощью компьютера аминокислотной последова­
тельности белка с аминокислотной последовательностью у-субъединицы 
сСМР-ФДЭ показало, что выведенный фрагмент кДНК содержит всю 
структурную часть гена этого белка, составляющую 261 пару оснований, 
а также 5'- и З'-иетранслируемые области (положение оснований 54 и 
518 соответственно). Терминирующий кодон ТАС находится в положе­
нии 262—264, а З'-нетранслируемая область в положении 756—761 содер­
жит сигнал полиадснилирования—А АТА А А.

Использование в работе параллельного анализа аминокислотной пос­
ледовательности белка и нуклеотидной последовательности соответствую­
щей кДНК гарантировало правильность полученных результатов. ‘В ча­
стности. определение структуры кДНК подтвердило существование в 
у-субъе•динице в положениях 35 и 63 остатков треонина и аспарагиновой 
кислоты, что не было однозначно установлено при исследовании амино­
кислотной последовательности белка. С другой стороны, знание амино­
кислотной последовательности пептидов помогло установлению нуклеотид­
ной последовательности на отдельных участках фрагмента кДНК.

Полипептидная цепь у-субъединицы состоит из 87 аминокислотных 
остатков, что соответствует Мг 9.7 кД. К’-концсвая аминогруппа ацети­
лирована. у-Субъединица является основным белком, в котором на 9 
остатков дикарбоновых аминокислот приходится 13 остатков основных. 
Примечательно, что 10 из этих основных аминокислотных остатков скон­
центрированы на сравнительно небольшом участке полипептидной цепи 
у-субъединицы (положение 24—45). где нет нн одного остатка дикарбо­
новой аминокислоты (рис. 4). Можно предположить, что именно этот уча­
сток у-субъединицы является функционально важным. В пользу такого 
предположения свидетельствует и тот факт, что ингибиторное действие 
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у-субъединицы на активность ФДЭ быстро снималось при обработке՛ 
белка трипсином в низкой концентрации [6. 9].

Можно заключить, что в ткани сетчатки позвоночных животных в 
первичных акцепторах световых квантов имеется специфический низко­
молекулярный белок своеобразной первичной структуры, играющий клю­
чевую роль в первичных механизмах фоторецепторного акта. Вопросы о 
характере взаимодействия этого белка с ОТР-связывающим белком фо­
торецепторных мембран, о биологическом значении такого варианта си­
стемы трансдукции информационного сигнала, как и о роли отдельных 
участков этого белка в осуществлении его различных функций (влияние 
на каталитическую активность и метилирование) является предметом 
дальнейших исследований.

STRUCTURE AND FUNCTION OF BOVINE RETINAL 
SPECIFIC PROTEIN-INHIBITOR OF 3'.5'-cGMP 

PHOSPHODIESTERASE
LIPKIN V. M.. MURADOV H. H.. "DUMLER I. L.. 'ETINGOF R. N.
M. M. Shemyakin Institute of Bioorganic Chemistry. USSR Academy of 

Sciences, Moscow
"I. M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, 

USSR Academy of Sciences, Leningrad

The function of the f-subunit of 3',5’-cGMP phosphodiesterase in 
primary mechanisms of photoreception and the specificity of this pro­
tein for the retina tissue were studied. Using the monospecific antibodies 
to the 7-subunit, is has been established the latter is present only in the 
retina photoreceptor membranes of different animals, and was not 
revealed in other tissues. It has been shown the necessity of the 7- 
subunit for the photoinduced activation of phosphodiesterase. The a- 
mino acid sequence of the 7-subunit and the nucleotide sequence of 
respective cDNA were determined.
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РЕЦЕПТОРЫ НЕЙРОЛЕПТИКОВ И ИХ СВЯЗЬ С 
ПРОТЕИНКИНАЗНЫМИ РЕАКЦИЯМИ

МИКЕЛАДЗЕ Д. Г.. АБУТИДЗЕ К. Д.. САРТАНИЯ Н. А.
Институт физиологии ии. И. С. Беркташимли АН ГССР. Гбилиси

Из синаптических мембран головного мозга белых крыс солюбилизированы 
До-до<раминопый я (7-опиатиые рецепторы. При хроматографировании полученного 
экстракта на сульпирид- и галоперндол-ссфароэах были пыделеиы белки с величиной 
Мг 60. 50. 30 и 20 кД. Первые два из них являлись субъединицами Са2+-кальмоду- 
лиизависимсй протеинккяазы И. Гель-фильтрация очищенных фракций па ко\онках 
высокого давления показала наличие еще одного низкомолекулярного белкового фраг­
мента с Мг 9 кД. Данный пептид специфически связывал Д2-дофаминовыи и п-опиат 
ныс лиганды, что свидетельствует о том. что за Д2-дофамииовую и о-опиатную рецеп­
цию является ответственным одни и тот же участок активного центра. Предполагает­
ся. что Са- + -кальмодулинзависимая протеинкиназа либо функционально связана с 
рецепторным белком, либо сама содержит активные домены, взаимодействующие со 
специфичг.՝кимн лигандами.

89


	82_resize
	83_resize
	84_resize
	85_resize
	86_resize
	87_resize
	88_resize
	89_resize

