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АТРазная АКТИВНОСТЬ МИКРОТРУБОЧЕК МОЗГА

ГЛЕБОВ Р. Н-, КРЫЖАНОВСКИй Г. И.

В обзоре аназизируется взаимосвязь актиновых микрофиламентов и микротрубо
чек играющих важную՜ роль в функционировании цитоскелетной сети в клетках моз
га На основе имеющихся данных литературы предполагается, что в «ручках» микро
трубочек мозга локализована динеиновая АТРаза. Эта АТРаза может быть связана с 
двигательными функциями микротрубочек.

Существуют две различные сократительные системы: система ак- 
тин-м возит,'состоящая из актиновых микрофиламентов (с! 6-8 нм) 
и миозиновых фибрилл ((I 14 ™), и система тубулин-динеин, со
стоящая из микротрубочек (<1 25 нм). В микротрубочках мозга, ио-ви- 

„ ™-1Опжаться динеиновая АГРаза. Как известно, динеин димом с, может содержа 1 д
.. -о., отличен от миозина скелетных мышц по значению ресничек и жгутиков отли«V»

-' МП составу субъединиц, чувствительности кмолекулярной массы рч,• * . . од_ Л 1 опн
ионам К+ и является Mg՛■2+ -АТРазой.

Тубулин и актин мозга (как, впрочем, и других органов и тканей) 
՛ ’ „vomihic черты: низкое значение М; способность кимеют некоторые сходные <>֊i

>чие связанных нуклеотидов в структуре; связы- полимеризации; наличие v* -
ванне с белком, обладающим АТРазнои активностью; высокое сродство 
к гликолипидам. Однако тубулин и актин-это различные белки. В 

1 T-vnvjinH появился раньше, чем актин. Различие проходе филогенеза тубулин j
•„.■.иекию м, электрофоретической подвижности (R,), является и по значению „ \ м/.

,,.г„,, аминокислотной последовательности. Актин не
с колхицином. Очищенный тубулин не содержит 3-метил- 

определяется в актине. Антитубелин иммунологи- гистидина, который опрел m
п с актином, выделенным из того же ооъекта [1].чески не реагирует с аки i j

_ . гот ,о обратил внимание на то,Sat г Г21 впервые оорд<*
L J .. u/мттопыу кл пт к' л v

пептидным
связывается

что системы актин—мио
щнеин в некоторых клетках могут действовать анта- 

повышение концентрации Са’+в клетке включает гонистично, так что нови*
первую и выключает вторую. Может быть, этот антагонизм открывает 
в эволюции дополнительную возможность регуляции различных форм 

' антагонизма может служить факт, что миозиндвижения. Примером <■ '
плбавленныи к микротрубочкам мозга, разрушаетскелетных мыши. Дои։“ 1' 1 *-. счет истощения запасов СТР, приводя таким обра- их, по-видимому, за е 1Станин микротрубочек [3]. Обнаружено [4], что миозин зом к деполимеризаи»' ,

кролика связывается с тубулином мозга, это свя- скелетных мыши кр^*> >
, лТР-зависимым. Тубулин мозга препятствует образова- зывание было А >к - 1

зии и тубулин-
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нию комплекса актомиозина при взаимодействии миозина с актином. 
65-тубулин снижает М§2*-АТРазную активность актомиозина. В после
дующей работе было показано [5], что колхицин и С а2՜’ не влияют на 
связывание миозина скелетных миоцитов кролика с тубулином мозг:՝ 
свиньи. Одно из двух мест связывания у миозина оказалось общим с 
тубулином и актином. В этих опытах отмечается, что тубулин не влияет 
на М§2!՜ -АТРазную активность миозина.

Микротрубочки способны связываться с актином, образуя стабиль
ную сеть, при этом происходит поперечное сшивание фибрилл [6]. В 
дальнейшем выяснено [7], что актиновые микрофиламенты связывают
ся с высокомолекулярными белками, ассоциированными с микротру
бочками, но нс связываются с тубулином. Природа этого белок-белко- 
вого взаимодействия пока не ясна. Интересно отметить, что в этих усло
виях актин не стимулирует АТРазную активность указанных высско- 
м о л е к ул я р и ы х белков.

Дать окончательную оценку вышеприведенным данным пока труд
но, однако они указывают на определенную взаимосвязь двух сократи
тельных систем.

Рассмотрим экспериментальные данные об АТРазной активности 
микротрубочек мозга. Впервые динеппподобный белок из мозга выде
лен в 1974 г. [8]. Он был сходен с классическим динеином по значе
ниям М и Рг Одновременно появилась работа по выделению динеин- 
подобной АТРазы из препаратов микротрубочек мозга [9], хотя и с 
меньшей активностью, чем динеин. Возможно,что динеппподобный бе
лок мозга активен тогда, когда он связан функционально с интактными 
микротрубочками. Если динеин состоит из двух изоформ с константа
ми седиментации 14. и 30 5. то динеппподобный белок состоит из двух 
изоформ, но с другими значениями констант седиментации 18 и 23 В. 
Это различие могло быть связано с процедурой выделения.

В недостаточно очищенном препарате тубулина обнаруживается 
АТРазная активность [10], однако в очищенном тубулине эта актив
ность отсутствует [11]. В составе препарата тубулина мозга находятся 
связанные с тубулином высокомолекулярные белки, которые регули
руют самосборку тубулина в микротрубочки. Эти белки получили на
звание—белки, ассоциированные с микротрубочками (БАМ). Показа
но [12], что один из белков БАМ обладает А I Разной активностью. 
По-видимому, он входит в состав филаментозных ответвлений ог осево
го цилиндра микротрубочек «ручек» (или «мостиков») диаметром 
5—10 нм и подобен динеину — белку «ручек» наружных дублетов рес
ничек или жгутиков. «Ручки» микротрубочек мозга состоят из грех бел
ков фракции БАМ с М 271, 286 и 345 кД. именно последний из этих 
трех белков подобен динеину по значению R г.

«Ручки» микротрубочек мозга наблюдаются как иг зНи, так и у 
реконструированных микротрубочек /н иИго. При помощи этих «ручек» 
микротрубочки мозга прикрепляются к клеточным меморанам. Из-за 
трудностей Подбора фиксирующих средств электронномикроскопически
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не всегда удается выявить «ручки» в микротруббчка'х мозга. В двига
тельных функциях микротрубочек важную роль играют, помимо 
АТРазы «ручек», также процессы фосфорилирования белков. В частно
сти, в препаратах микротрубочек выявлена сАМР-зависимая протеин- 
киназа, фосфорилирующая тубулин и белки фракции БАМ [13]. Фос
форилирование и дефосфорил в рова Ине высокомолекулярных белков 
БАМ может иметь триггерный механизм в двигательных функциях 
микротрубочек. Во фракции БАМ также выявлен белок — ингибитор 
прстеинкииазы.

Banks [14] исследовал АТРазную активность в препаратах микро- 
тпубсчек селезеночного нерва быка. В этих препаратах обнаружены 
та пепти да с М 300 кД, сходные по значению М с динеином. Актив-

ность М":՛՜ -АТРазы препарата микротрубочек оказалась довольно 
низкой (0,024 мкмоль Р, /мг белка/ч). Оптимум для субстрата 
(АТР) — 1 мМ. оптимум pH — 7,0—7,2. Активность Са2+ -АТРазы бы
ла еще меньше, чем М₽-+ -АТРазы. Субстратная специфичность сни
жалась в ряду: АТР » ПР > СТР » АЭР.

В этой же работе указывается, что в препарате микротруоочек со
держатся фосфолипиды н выявляется \'а + , К+ -АТРазная активность, 
что указывает ча невысокую степень очистки микротрубочек. В этом 
же препарате микротрубочек не обнаруживалась миозинподобная 
К+-ЭДТА-АТРазная активность. Активность 1 -АТРазы очищен-

‘ ’ .„„„юй работе составляла 0,008 ед. Следует сразу жеиого тубулина в данной - 1
' 1С о присутствии »\а г, К -АТРазнои активност»-оговориться, что. данные и - ՝

„ , ...V мозга не подтвердились [1о, 16].в микротрубочках мозга •* ,‘ аксонов кальмара выделена фракция БАМ,Из микротрубочек ч» I II
■ ..мосте с тубулином и способная регулировать поли- соосаждающаяся вместе - - 1 - 1

- в микротрубочки [1/]. В составе фракции БАМ меризацию тубулина в •՝" 11- □ 1 1 „
1 ,м-п сбнаРУ>ксн пептид с М 200 кД, сходный, ио мне- электрофоретпчески оошч'’

' 1 ՛ ^„м-опой субъединицей мышечного миозина, иию авторов, с тяжело»» .
В препаратах микротрубочек мозга быка присутствует некая 

АТРаза которая способна к коседиментации с микротрубочками. При
сутствие в препаратах примесей актина и миозина не сказывается на

•• ..спой ио-видимому, динеиновой .АТРазы. которая мо- активности этой новой, »„ мАханохимическом сопряжении микротрубочек [о], жет участвовать в меха11 * 1 - 1 -1
XV Ы 1161 показал, что в препаратах микротрубочек мозга быка 

С,) \1 ?(-.ЦТРазы выше, чем активность М£- + -АТРазы. В хо- 
\TP-j ( | выделяется вместе с микротрубочками: и удельная 
֊вязанного фермента остается постоянной в циклах пэли-

1 .пнмеризапии в ходе очистки микротрубочек. Данная меризации — деполимч11 1 "■. * т.шна в связанном виде, чем в состоянии, когда мик-А1 Раза менее активна„„мАппзованы. Значение К для АТР равно 0,9 мМ. ротрубочки деполимер» т
,, 2, хтРазы в данных опытах увеличивалась в присут- 

АК™“”°СТ!;,Лса>..' снижалась присутствии ССР (200-600 мк.М)՝ и 
..А.ш Уабаин, колхицин и винбластин нс влияли па ан- 

Г\'аС1 (67—111 мп»/- л —
тивност! М0՝2՜*՜ -АТРазы препаратов микротрубочек. Считается, что дан- 

активность 
де очистки 
активность
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гная АТРаза необходима для АТР-индуцируемой и ОПР-зависимой по- 
.лимеризации тубулина, но не для СТР-И'ндуцируемой полимеризации. 
Чистый тубулин полимеризуется в присутствии ПТР. но не в присут
ствии АТР + СОР. Фракция тубулина, содержащая АТРазную актив
ность, полимеризуется в присутствии АТР или СТР. Очищенный тубу
лин АТРазнон активностью не обладает.

\Vallin и соавт. [18] подробно изучили АТРазную активность в 
препаратах микротрубочек мозга быка. При pH 6,8 активность Мд2+- 
и Са'2 -АТРазы равна 2,9 и 3,1 ед., а при pH 8,0—2,5 и 3,5 ед. соответ
ственно. Во фракции БАМ также измерялась АТРазная активность. 
Показано, что р-хлормеркуробензолсульфокислота при pH 6,8 активи
рует -(на 16%) Мд2+ -АТРазу препарата микротрубочек при низ
ких концентрациях (10-6—10՜՜' М) и значительно ингибирует 
Мд2՜ -АТРазу при высоких концентрациях 10՜’М), в то время 
как Са2+ -АТРаза только ингибируется при высоких концентрациях 
тиолового реагента. Другой тиоловый агент — М-этилмалеимид дей
ствует на АТРазу препарата микротрубочек аналогичным способом^ 
При pH 8,0 первый реагент только ингибирует, а второй только акти
вирует АТРазу. Преинкубация обоих тиоловых агентов в присутствии 
АТР (pH 6,8) приводит к стимуляции Мд2 г -АТРазы микротрубочек. 
При использовании фракции БАМ при pH 6,8 оба реагента действова
ли также на АТРазную активность, но менее эффективно. Согласно ав
торам, АТРаза препаратов микротрубочек мозга по своему отношению 
к тиоловым реагентам подобна как динеину, так и миозину. В после
дующей работе этой группы исследователей [19] показано, что 
АТРаза микротрубочек мозга активируется ионами Мд-՛ и Са?+ 
(1—2 мМ) практически одинаково (0,18—0,27 ед) и имеет оптимум 
pH 8,0. При pH 6,8 во фракции очищенного тубулина выявляется лишь 
Са2 -АТРазная активность. При разделении микротрубочек (на фос
фоцеллюлозе) на тубулин и БАМ АТРазная активносп» 1лавным об
разом определяется в последней фракции. В этом случае А I Разная ак
тивность тормозилась ИаР (10 мМ), ЭД ГА и в среде с высокой ионной 
силой (0,6 М КС1), но не изменялась в присутствии ванадата (0.1 мМ), 
ЭТТА и уабаина. Значение’Кп։ для АТР как для Мд֊’ , так и для 
Са2+ -АТРазы равно 25 м-кМ, М> 200 кД, активность АТРазы сосре
доточена в препаратах микротрубочек с К։= 30 36 (тип «кольцо 
спираль»). На основании полученных данных делается вывод о сход
стве исследований АТРазы микротрубочек мозга с динеином и миози
ном (см. таблицу), хотя и имеются некоторые отличия этой А1 Разы 
от миозиновой, например, по ионной регуляции.

По данным 8Г1е1апзк։, Ыет [20], тубулин мозга не обладает 
Мд2+ -АТРазиой активностью, однако добавка субъединиц нейрофила
ментов при самосборке микротрубочек придает структуре Мд- -АГРаз- 
ную активность.

Японские исследователи обнаружили в препаратах .микротрубочек 
мозга крыс АТРазную активность [21]- Хроматографический анализ 
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микротрубочек указывал на то, что АТРаза прочно связана с белками 
фракции БАМ. Интересно, что очищенный тубулин резко стимулирует 
АТРазную активность микротрубочек. Этот факт нам кажется очень 
важным. Известно, что тубулин мозга свиней также стимулирует 
АТРазу динеина ресничек [22]. По-вндимому, в обоих случаях обра
зуется комплекс типа тубулин—динеин аналогично комплексу акто
миозина. Обнаружено [21], что Са2 ■ (8—10 мМ) тормозит Мё2ч--АТРазу 
микротрубочек мозга, но активирует фермент микротрубочек в 
присутствии тубулина. Ионы магния таким действием не обла
дают. Активность частично очищенной АТРазы при 37° составляет 
0,5—0.8 ед, значение К,,, для АТР равно 3-10~5М. -АТРаза мик
ротрубочек тормозится в среде с 0,2 М КС1 или МН4 С1, но не ингиби
руется ванадатом,колхицином и уабаином.

Таблица
Сходство и отличия ЛТРазы микротрубочек мозга 
по сравнению с АТРазой миозина и динеина [19]

Параметр Микротрубочки Динеин .Миозин

М
Оптимум pl 1
Стимуляция попами

Ингибиторы
Субстратная специфичность
Кш для АТР, мкМ

>200 кД (?)
S.0
Mg2+, Са2+ 
(1—2мМ) 
NaF. ЭДТА 
Низкая 
25

520 кД 
6.5-10,5 
Mg2+, Са-’+ 
(10—20мМ) 
Ванадат, ЭДТА 
Высока я 
11-50

470—540 кД
6,0 и 9,5
Ca2i; 0,6 MKCI

• ЭДТА
Mg---
I (изкая 
«<30

Польские исследователи [23] показали что и ппп„ трубочек мозга, полученных методом сборки-разбогм и аратах МПКР°- 
ся АТРазная активность. Гистохимически обнаружена ""аруживаег՜ 
тивность в микротрубочках коры мозга крыс [24 25] ' ’ азная ах՜ 
иость значительно тормозилась высокими концрмтп!’. "Р“ ЭТ?М актнв՜

(24). .................... .  ,,И мозга крыс Обнаруживается в микротрубочках дтр У 
тивность [26]. Для выявления этой активности ‘ L Лпаз«ая ак- 
I* не 2-3%). pH 7.6; АТР. В XtJX“gt'p“. ”” !
АТР) активность также выявляется, хотя и в мрпи - (вместо 
Mg2+ -АТРазную активность не влияют цистеин и\аР СТСПеНП' Нз

Во фракции БАМ, выделенной из микротрубоио.- иаружеиа АТРазная активность [27]. Субс1ратами этой'°Атр > °6՜
ются АТР И GTP. Электрофоретический анализ э֊ 0,1 АТРйзы явля- 
АТРаза микротрубочек отличается от АТРазы что данная
ретикулума, Fi-АТРазы митохондрий, + (< + ^архоплазматическбго 
миозина и динеина. ’ К 'АТРааы.и от АТРа^

Недавно обнаружено [28], что микротрубочки мг>- - - жат динеин, который по своим свойствам (]< oaanvc г-՜' ОЫКа СОДСР՜ 
ные карты) сходен с динеином аксонемм жгутиков и СТОКСа’ пептиД- 
отличается по ферментативным свойствам. Нуклеот»,, рес'1ичек- однако 

՝ кл<֊отидтрифосфатаза ди
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неина мозга по сравнению с динеи'ном сперматозоидов млекопитающих 
была менее чувствительна к ингибирующему действию ванадата и 
гидролизовала GTP и ITP с большей скоростью, чем АТР. В работе 
Murphy и сотр. [29] отмечается, что динеиновая АТРаза (активность 
0,6 ед) при очистке выделяется вместе с микротрубочками. При отсут
ствии детергентов фермент агрегирует и может быть отделен от мик
ротрубочек. Выделенный динеин (М 150 кД) состоит из двух субъеди
ниц. Эти же авторы [30] идентифицировали и сравнили АТР-связы- 
вающие пептиды динеина жгутиков сперматозоидов морского ежа и * 
очищенного препарата Mg21՜-АТРазы микротрубочек мозга быка при 
помощи фотоаффинного аналога АТР — 8-N3ATP. Анализ меченых 
продуктов методом электрофореза и радиоавтографии показал, что 
фотолиз индуцировал значительное избирательное мечение компонен
та Mg2+-ATPa3bi с М = 55 кД и компонента динеина с М = 45 кД. 
В результате фотолиза АТРазная активность препаратов обоих бел
ков тормозилась на 30%. Очищенный актин и тубулин мозга лишь сла
бо метились 8-N3ATP. Предполагается, что АТР-связывающпй центр 
обоих белков является каталитическим и ответственным за гидролиз 
АТР.

В препаратах тубулина мозга содержится также ОТРазная актив
ность, эта АТРаза ассоциирована с тубулином и необходима для по
лимеризации губулина в микротрубочки [31, 32]. Недавно показано, 
что эта ОТРаза модулируется сАМР, Са2 : и А ГР [33]. В данной ра
боте обнаружено, что препарат тубулина мозга, содержащий связан
ный GDP, гидролизует субстрат GTP со скоростью в 1,5 раза больше, 
чем препарат, содержащий связанный АЗР- В присх ictbhji сАМР ско
рость гидролиза GTP возрастает в 1,5—3 раза. Для стимуляции 
СТРазы, вызванной сАМР, не требуется присутствия АТР в среде 'инку
бации. Это указывает на то, что такая стимуляция не связана с дей 
ствием сАМР-зависимой протеиикипазы, ассоциированной с микро
трубочками. Хотя՛ использовавшийся препарат тубулина содержал ма
ло или совсем не содержал кальмодулина, ионы Са в концентрации 
10 мкМ значительно (на 50%) тормозили GI Разную амивносп, пре
парата. Процесс полимеризации тубулина в препарате не тормозился 
Са2+ в такой же концентрации. Ингибирование G3 Разы ионами Са-’ 
наблюдалось как в присутствии, так и в отсутствие АЗР. что указывает 
на то. что данный эффект не связан с действием Са-+ кальмодулин- 
зависимой протеиикипазы. Присутствие АТР по-разному влияло на вы
зываемую сАМР активацию СТРазы в препаратах, содержащих связан
ный GTP и GDP. Как стимулирующее действие сАМР. так и ингиби
рующее действие Са2+ наблюдалось лишь в первые 2 мин после нача
ла полимеризации тубулина, т. е. лишь во время фазы нуклеации мик
ротрубочек. В период элонгации, а также после достижения равнове
сия реакции полимеризации тубулина, ни сАМР, ни Са՜ не влияли на 
СТРазную^ктивность препарата тубулина. Таким образом. АI Раза в 
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нативных микротрубочках мозга, вероятно, локализована в «ручках;՝ 
(во фракции БАМ), а СТРаза—в тубулине.

Несмотря на некоторую противоречивость изложенных фактов, 
можно сделать следующие предварительные выводы:

_  в высокомолекулярных белках, ассоциированных с микротру
бочками мозга, содержится АТРаза, напоминающая по своим свой
ства.^ динеин;

_  данная АТРаза, по-видимому, принимает участие в механохи- 
мическом сопряжении при функционировании микротрубочек мозга.

ATPase ACTIVITY OF BRAIN MICROTUBULES
GLEBOV R. N„ KRYZHANOVSKY JG. N.

Institute of General Pathology and Pathological Physiology, USSR 
Academy of Medical Sciences, Moscow

The review is devoted to the interaction of actine microfilaments 
with microtubules that Is of great importance for functioning of brain 
cells cytoskeleton net. On summarizing the existent literature it may be 
suggested that the dynein-like ATPase in localized in the “handled of 
brain microtubules. The motor function of the microtubules may be due 
to an ATPase of this kind.
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